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Préambule

es huiles essentielles représentent un groupe trés intéressant de métabolites qui sont
dotés de propriétés antimicrobiennes les rendant intéressants comme produits de
remplacement des antiseptiques pour le secteur des détergeant. Ce sont des composés
volatils naturels qui conférent aux plantes et, notamment, aux herbes et aux épices, leurs
essences.
L’objectif de notre travail est double. Tout d’abord il consiste a extraire [huile essentielle de
citron (Citrus limon) et [incorporer dans un savon synthétisé au Laboratoire de Biochimie de
[Université de Mostaganem. D autre part, d étudier la rémanence du savon obtenu.
Cette étude préliminaire s'inscrit parmi les travaux de recherche menés sous la direction de M 1.
DRISSI, Maitre assistante a [Université de Mostaganem. Qu'il soit persuadé de mes sincéres
gratitudes et reconnaissances.
Le présent mémoire comprend trois parties: données bibliographiques, matériels et méthodes,
résultats et discussions. Les premiéres pages ont été consacrées a [exposition des abréviations,
de la table des matiéres, du résumé et de [abstract. Enfin conclusion et perspectives, références
bibliographiques, annexes figurent aux derniéres pages. Les illustrations graphiques et les calculs
des moyennes ont été faits par Excel 2007.
Nous apprécions considérablement que M™ S. BEURGUEL, Maitre-assistante a [ Université
de Mostaganem et M™ M. TERBECHE, Maitre-assistante a ["Université de Mostaganem

atent bien voulu examiner ce travail et composer le Jury de la soutenance.
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% : Pour cent.

°C : Degre Celsius.
pl : Microlitre.

cm : Centimétre.

g : Gramme.

H : Heure.

HE : Huile Essentielle.
Kcal : Kilocalorie.

m : Métre.

M : Molaire (mol/l).
MF : Matiere fraiche.
Max : Maximum.
Min : Minimum,

mg : Milligramme.
min : Minute.

ml : Millilitre.

mm : Millimetre.

sec : Seconde.

SM : Solution mére.
t: Temps.

TM : Taux de Mousse.

TR : Taux de Réduction bactérienne.
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Résumé

Cette étude a eu pour objectif de tester in vivo l'efficacité et la rémanence d’un savon
additionné a I’huile essentielle de citron (Citrus limon), lors de la désinfection des mains.
Aucune étude de ce type n'a été pratiquée auparavant. Plusieurs préléevements
bactériologiques ont été réalisés sur les mains de trois opérateurs avant et apres lavage au
savon obtenu a différent temps.

Apres incubation, les colonies ont été dénombrées. Les résultats ont été satisfaisants car le
taux de réduction de bactérienne a été de 80,47% ; 2 heures aprés la désinfection.

Ce travail a montré que le savon obtenu semble avoir une excellente rémanence et la peau des
mains semble protégée de la recontamination bactérienne.

Les résultats obtenus ouvrent de nombreuses perspectives d'études qui pourraient étre
réalisées pour comparer ’efficacité et la rémanence du savon obtenu avec d’autres savons,

pouvant servir de témoins.

Mots clés : savon, huile essentielle, Citrus limon, taux de réduction, rémanence.



Abstract

This thesis has aimed to test in vivo efficacy and persistence of a soap added to the essential
oil of lemon (Citrus limon), at the hand disinfection. No such study has been carried out
before. Several bacteriological samples were taken on the hands of three operators before and
after washing with soap obtained at different times.

After incubation, the colonies were counted. The results were satisfactory since the bacterial
reduction rate was 80.47%; 2 hours after the disinfection.

This work showed that the obtained soap appears to have an excellent remanence and hand
skin seems to be protected from bacterial recontamination.

The results open up many prospects for studies that could be conducted to compare the

efficacy and persistence of the resulting soap with other soaps, which can serve as witnesses.

Keywords: soap, essential oil, Citrus limon, reduction ratio, remanence.
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Introduction

Les plantes, les fleurs et autres arbres a essence produisent des huiles essentielles pour se
protéger des insectes, des maladies ou éliminer des substances de leurs metabolismes.
Ces substances volatiles et odorantes, extraites par entrainement a la vapeur ou par

expression, étaient déja connues et utilisées par les Grecs et les Egyptiens.

Aujourd’hui, aprés un essor constaté a partir des années 1960, on observe que les huiles
essentielles sont de plus en plus utilisées par les particuliers, soit en soin thérapeutique,
soit en «bien-étre ». 1l est de plus en plus fréquent que les industriels ajoutent des huiles
essentielles pour parfumer leurs produits manufacturés : savons, détergents, lessives, mais

aussi désodorisants ou parfums d'intérieur, ou encore denrées alimentaires.

Ces substances naturelles concentrent les composés actifs des vegétaux. On leur attribue
empiriqguement, depuis de nombreuses années, toutes sortes de propriétés thérapeutiques,

spécifiques a chaque type de végétal utilisé.

C’est dans cette optique, que se situe notre €tude dont les objectifs principaux s’articulent autour
des volets suivants :
e Valorisation de I’huile essentielle de citron (Citrus limon) par son extraction et son
incorporation dans la synthése d’un savon.
e FEtude des caractéristiques physico-chimiques du savon obtenu.

e FEtenfin, évaluer I’efficacité et la rémanence du savon in vivo.



Chapitre 1. Généralités sur le savon

Chapitre 1. Géneralités sur le savon

1. Histoire du savon

Le savon est né il y a environ 4500 ans. Les sumériens créent alors une pate savonneuse a base
de graisse et de K2COs. Ces premiers savons sont utilisés comme détergent ou reméde contre les
maladies de la peau, ils n’ont cependant pas pour but de garantir I’hygiéne quotidienne. Son
utilisation se répandit peu a peu aux autres civilisations.

Les romains commencérent a 1’utiliser pour se laver au cours du 2éme siécle apres J.-C.

Le savon, connu aussi par les arabes, était composé d’un mélange de matiéres grasses et de

cendres contenant de la soude.

Au 7éme siécle, un savon plus dur utilisé pour la lessive, est fabriqué a partir de la chaux.
L’industrie du savon voit ses débuts sur les cotes de la Méditerranée : 1’Italie, 1’Espagne et
surtout Marseille.

Au Moyen Age, le savon est délaisse a cause des meeurs de I’époque. De nombreuses maladies
(peste et syphilis entre autre) poussent en effet les gens a ne plus faire usage des bains publiques

de peur de la contamination.

Au XIXeme siécle, la révolution industrielle améne les populations des villages vers les villes.
Le savon alors réservé a I’industrie du textile se retrouve petit a petit dans les foyers urbains
grace a I’apprentissage de I’hygiene des le plus jeune age. L utilisation de la douche et du savon
devient des lors chose fréquente. La santé publique s’améliore

(HENRY, N et LUPSA, D, 2011).

A la fin du XIXe siécle, le savon est progressivement supplanté par les tensioactifs de synthese
dérivés du pétrole, sans pour autant disparaitre des rayons de produits cosmétiques
(WATERVAL, G, 2011).

2. Définition du savon

Le savon est une matiere moléculaire obtenue par la combinaison d’une base (soude ou potasse)
avec un corps gras (graisses animales ou végétales) et servant a blanchir et a nettoyer.

Le savon est un produit liquide ou solide composé de molécules amphiphiles obtenues par
réaction chimique entre une base forte, spécifiquement I'nydroxyde de sodium ou I'nydroxyde de

potassium, et un ou plusieurs acides gras.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Amphiphile
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Son caractére 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 (MOYEN, M et VAN PUYVELDE, L, 2009).

3. La production du savon (la saponification)

C'est un meélange d'une base alcaline liquide (soude dans eau, infusion, ou lait) et d'une sélection
d'huiles et de graisses (végétales et/ou animales) que I'on va émulsionner ensemble. Ce processus
s'appelle la saponification. C'est un peu comme par magie que les liquides deviennent solides,
que la soude et les huiles disparaissent pour donner naissance a la molécule de savon. Par la
composition de leurs ingrédients et grace a des recettes équilibrées, nos savons moussent
généreusement, embaument la salle de bain, et qui plus est tout en douceur!

La réaction d'estérification permet de fabriquer des odeurs fruitées et parfums synthétiques, mais
celle-ci est réversible et équilibrée en milieu acide. La réaction inverse s'appelle une hydrolyse
acide (MOOR, C et SNAUWAERT, P, 2011).

Il est aussi possible de réaliser une hydrolyse basique d'un ester, a l'aide d'une base forte. C'est
la réaction de saponification qui se produit aboutit a la formation de deux composants : le savon

(détergent) et la glycérine (hydratant), (Figure 1).

CH,—OOC—R CH,—OH
I |
CH—OOC—R + 3HO ——> 3R —COO + CH—OH

I |
CH,—OOC—R CH,—OH
_ _ lon
Triglycéride carboxylate Glycérol

Figure 1. La réaction de saponification

Les triglycérides sont les composants essentiels dans la fabrication du savon. Les triglycérides
sont les graisses et huiles que I’on connait. Ils sont formés par 1’union du glycérol et de trois

acides carboxyliques encore appelés acides gras (Figure 2).

CH2-O-CO-R:
|
CH-O-CO-R:

|
CH2-O-CO-Rs

Figure 2. La formule chimique générale des triglycérides
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En ce qui concerne les alcalis ou les lessives, nous considérons: I’hydroxyde de sodium
(NaOH), I’hydroxyde de potassium (KOH) et le carbonate de potassium (K2COs).

4. Différents types de savon

Le savon commercial se présente sous différentes formes : de bloc (pain, cube, formes
ovalisées...), de poudre, de paillétes fines (lessives), de mousses, de gels ou de solutions, comme

le savon liquide.

4.1. Le Savon de Marseille

Le savon que l'on appelle couramment Savon de Marseille est un savon compose
majoritairement d'huile végetale (Figure 3). Il en existe deux catégories : celui au mélange
d'huile végétal, souvent de karité de palme ou encore de coco ayant une couleur creme, et celui a
I'nuile d'olive ayant une couleur verte. 1l en résulte d'un procédé de saponification par la soude.
Le "vrai" savon de Marseille se reconnait a sa composition ; il est composé d'au moins 72%
d'huile. Ne contenant aucun agent allergene, il est souvent utilisé pour le linge des bébés ou des

personnes allergiques ou encore pour leur toilette.

Savon de Wiy
Marseillev /s

VIGETAL @KO“OL '

Figure 3. Savon de Marseille, pour le corps et le linge.

4.2. Le Savon au Lait

Depuis l'antiquité, le lait est utilisé pour ses propriétés adoucissantes et apaisantes. En effet le pH
de celui-ci étant proche de celui de la peau, cela réduit considérablement le risque d'allergie et
d'irritation. Il est d'ailleurs utilisé pour les peaux sensibles, les peaux fragiles (bébés) mais encore
sujettes a des allergies chroniques ou ponctuelles (eczéma, psoriasis).

Il existe différentes variétés de savon au lait ayant des spécificités différentes : le savon au lait
d'anesse connu pour son pouvoir tenseur réduisant les rides, le savon au lait de jument connu
pour ses propriétés hydrolysantes, et le plus courant le savon au lait écrémé connu pour ses

propriétés nourrissantes (Figure 4).
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Figure 4. Savon au Lait.

4.3. Le Savon Blanc

C'est un savon de luxe d'origine suisse, a base de I'huile de tournesol (Figure 5). Il est de couleur
jaune pale mais dit "blanc" car il était utilisé comme savon de toilette, contrairement au Savon

Noir qui était utilisé comme détergent.

e o

Figure 5. Savon Blanc.

4.4. Savon de toilette

Le savon de toilette est un petit pain dur de savon d'aspect agréable, parfumé, coloré et neutralisé
(Figure 6). A l'instar des savons ou mousses a raser, les savons de toilettes sont préparés a partir
de suif et de noix de coco et contiennent les plus hautes teneurs en sel d'acides gras, supérieures
a 76 ou 78%.

Figure 6. Savon de toilette.
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4.5. Savon de ménage

Le savon de ménage, autrefois pour le nettoyage domestique, est composé de savon de I'huile de

palme, d'eau, de glycérine, du sel, de savon de graisse de coco, du thiosulfate de
sodium(NazS203) ((Figure 7).

Figure 7. Savon de ménage.

4.6. Savon Ponce

C'est un savon a décrasser dans lequel il entre une charge minérale, sous forme de pierre ponce
(roche volcanique trés poreuse et de faible densité) pulvérisée (Figure 8).

Figure 8. Savon Ponce.

4.7. Savon dentifrice

C'est un savon additionné de glycérol, et de substances aromatiques pour les soins de la bouche
(Figure 9).

Figure 9. Savon dentifrice.
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4.8. Savon Surgras

Ce savon est enrichi en agents (sur) graissant, par exemple d'huiles végeétales ; la présence
d'huiles limite le desséchement di au savon qui enleve le film gras recouvrant naturellement la
peau (Figure 10). Il contient aussi de I'huile d'amande douce, ou autrefois du beurre de karité,

restaurant le film hydrolipidique de la peau. Cependant, ce savon aide a lutter contre la peau
seche du corps et du visage.

DERMAGOR

ot

Savon surgras
soin adooxsant
Sl
h ‘
Figure 10. Savon Surgras.

4.9. Savon Médical

Ce savon était autrefois un savon de Marseille surgras, avec apports antiseptiques tels que le
soufre, le phénol, l'ichtyol, le formaldéhyde, le sublimé de naphtol ou de salol, des goudrons ou

du bois de Panama (Figure 11). Il est adapté pour le lavage simple répétitif, mais aussi pour
I'aseptie chirurgicale avant l'utilisation d'une solution antiseptique.

Figure 11. Savon Médical.

4.10. Savon Médicinal

Un savon médicinal est un mélange de lessives de savonniers, avec des huiles d'amandes douces.

Autrefois, il était utilisé comme excipient dans la fabrication de pilules, ou prescrit comme
laxatif (Figure 12).
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Figure 12. Savon Médicinal.

4.11. Le Savon liquide (de Marseille)

Ce savon, fabriqué a base d'huile végétale, d'huile d'olives et d'huile de coprah ; est cuit au
chaudron, selon la méthode traditionnelle marseillaise (Figure 13). Il est doux pour la peau et

pour I'environnement également. Il a la plus faible teneur équivalente en acide gras : 15 a 20% de

masse.

Figure 13. Savon liquide (de Marseille).

4.12. Le Savon Noir
Le savon noir est un savon plus ou moins mou et est un produit 100% naturel, riche en vitamine

E régénératrice. Il est utilisé particuliérement pour le soin du corps, mais aussi pour 1’entretien

de la maison (Figure 14).

Lorsqu’il est utilisé pour le soin de la peau, le savon noir se présente sous la forme d’une pate de

gommage sans grain, végétale et huileuse. Cette pate est obtenue a partir d’'un mélange d’huiles

et d’olives noires broyées.
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Figure 14. Savon noir.

4.13. Le Savon Animal

Ce savon est obtenu avec la lessive des savonniers et des graisses animales, souvent de la
graisse du porc ou du suif de beeuf (Figure 15).
Le savon animal est essentiellement obtenu a partir de mélange d'huile d'olives (250 grammes),
de suif de beeuf (750 grammes), de lessive de soude (390 grammes), de l'infusion miel citron
(120 grammes). A ceci s'ajoute du lait de coco (40ml), de I'HV d'amande douce (20 ml), et de

I'arome naturel de vanille (10 ml) a la trace.

Figure 15. Savon animal.

4.14. Le Savon Transparent

Ce savon est obtenu par dissolution d'un savon de suif dans de l'alcool a chaud, puis
refroidissement lent et coulage (Figure 16). Il s'appelle savon de glycérine lorsque l'alcool est le
glycérol (glycérine). D'une douceur extréme, le Savon Transparent adoucissant DHC enrichi a
I'nuile d'olive vierge et au miel nettoie et assainit la peau en profondeur tout en assurant son
hydratation, la laissant parfaitement nette et purifiée, sans jamais tirailler.
Sa mousse ferme et onctueuse ne desseche pas la peau et convient aux épidermes les plus
délicats.
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Figure 16. Savon Transparent.

4.15. Le Savon Antiseptique

Ce savon est un produit destiné a détruire les micro-organismes présents sur les tissus vivants
(peau saine, muqueuses, plaies). 1l est a base d'iode ou d'antifongiques (médicaments capables de
traiter les mycoses). Il est utilisé pour des soins particuliers de dermatologie. Il ne contient pas de
molécule de savon et la plupart de ces Savons Antiseptiques sont des détergents cationiques,
c'est a dire des sels d'amines (Figure 17).

Il est en de méme que le Savon sans Savon, aussi appelé pain dermatologique ou syndet. Ce
dernier ne contient pas non plus de molécules de savon etil est & base de tensioactifs
synthétiques. Son pH est proche du pH de la peau.
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Figure 17. Savon Antiseptique.

4.16. Le Savon des Verriers

Le Savon des Verriers désigne le dioxyde de manganése MnO, employé pour décolorer le verre
dans les creusets de fusion. Il est employé dans les verreries a la décoloration ou purification du

VErre.
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4.17. Gel douche, bain moussants

Fabriqué a partir de tensioactifs d’origine pétrochimique, on leur ajoute des additifs et des agents
moussants. Ils sont senseés étre plus doux que les savons. Mais on leur adjoint souvent des
additifs (parfums, colorants, conservateurs) qui les rendent finalement irritants pour la peau.
Défaut plus génant avec les bains moussants, puisque 1’agent moussant constitue une agression
supplémentaire pour la peau, d’autant plus que I’on trempe longtemps dedans. Ils sont méme

suspectés d’étre a 1’origine d’inflammation uro-génitale.

5. Les matiéres premieres de fabrication

Les matiéres premiéres essentielles pour la fabrication de savon sont :
= Les corps gras : graisses ou huiles

= Lesalcalis ou les lessives : soude caustique ou potasse caustique

= Les saumures

= Les additifs

5.1. Les huiles et corps gras

Les caractéristiques essentielles d’un savon sont son pouvoir moussant, son pouvoir détergent,
sa consistance, son taux de dissolution dans 1’cau et la stabilit¢t de sa mousse. Ces
caractéristiques dépendent principalement de la nature et de la qualité des corps gras utilisés.

Le tableau suivant liste les matieres grasses qui sont le plus souvent utilisées lors de la

fabrication des savons.
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Tableau 1. Les principales huiles utilisées dans la fabrication du savon

Matiere grasse

(huile ou graisse)

Suif (graisse de beeuf)

Saindoux (graisse de
porc)

Huile d'arachide

Huile d'olive

Huile de coprah (noix de

coco)

Huile de palme

Huile de palmiste

Nom INCI
de la matiere

grasse

Adeps Bovis

Adeps Suillus

Arachis hypogaea

Olea europaea

Cocos nucifera

Elaeis guineensis

Elaeis guineensis

Nom INCI

du savon obtenu

Sodium Tallowate

Sodium Lardate

Sodium Peanutate

Sodium Olivate

Sodium Cocoate

Sodium Palmate

Sodium Palm

Kernelate

Acide gras dominant

Acide cis-9-
octadécenoique
Acide cis-9-
octadécénoique
Acide cis-9-
octadécenoique
Acide cis-9-

octadécénoique
Acide dodécanoique

Acide hexadécanoique

“Si le savon est un savon liquide fabriqué & base de potasse, il faut remplacer «sodium» par

« potassium » dans les noms INCI.

5.2. Les alcalis

L’alcali est une lessive de soude, qui produit un savon dur, ou de potasse, qui produit un savon
mou. La soude ne se trouve que trés rarement a 1’état naturel, celle que 1’on trouve dans le
commerce est le résultat de processus industriels. On préferera donc utiliser une lessive de
potasse obtenue par infusion de cendres dans 1’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 1’affaire. La
lessive de potasse est tres corrosive et doit étre manipulée avec grande précaution pour éviter les

brilures.
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5.3. La saumure

La saumure (du latin sal, sel, et muria, saumure) est une solution aqueuse d’un sel, généralement
de chlorure de sodium (sel de cuisine) NaCl, saturée ou de forte concentration. Naturelle ou
artificielle, elle est utilisée notamment comme conservateur pour les aliments (par saumurage) ou
encore comme fluide caloporteur.

Une saumure est une solution de chlorure de sodium dans I’eau, a une concentration supérieure a
celle de I’eau de mer. Celle-ci contient environ 3,5 % de chlorure de sodium NaCl, en masse,

bien que cette proportion dépende du lieu.

5.4. 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 (notamment la
vodka), 1’ajout d’acide lactique produit des « savon acides » moins agressifs pour 1’épiderme. A
la recette de base, on ajouter différents additifs selon 1’effet recherché :

e Des agents anticalcaires, pour réduire la sensibilité¢ des savons a précipiter en eau dure, c’est-
a-dire chargée en sels d’alcalino-terreux ;

e Des conservateurs ;

e Des colorants ;

e Des parfums;

e Des agents surgraissants (huiles) pour fabriquer un savon surgras ;

e Des agents hydratants comme le miel ;

e Des abrasifs pour fabriquer un savon exfoliant ;

e Des huiles essentielles extraites de plantes ;

e Des substances aux propriétés antiseptiques, notamment antibactériennes, ou antifongiques.
Sous sa forme la plus simple, le savon est un produit détergent totalement biodégradable. Les

additifs peuvent étre polluants pour I’environnement.

6. Les méthodes de fabrication
6.1. Fabrication artisanale

Il existe trois grandes méthodes artisanales pour produire du savon : le *'melt and pour™ ou
rebatch, le procédé a froid et procédé a chaud (DONNEZ, M, 1993).
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6.1.1. La refonte ou "'rebatch™

La méthode consiste a fondre une base de savon (souvent commerciale), puis a y ajouter des
colorants et des parfums avant de la verser dans des moules. L’intérét de cette technique est de
permettre 1’introduction d’additifs qui ne supportent pas les milieux trés basiques, puisqu’ils sont
ajoutés dans un savon déja terminé et non pendant le processus de saponification. Ce procédé ne
nécessite donc que des précautions lors de la refonte, celle-ci devant se faire au bain-marie et ne
jamais directement dans un récipient placé sur une plaque chauffante, pour éviter que la
température ne puisse monter au dela de 100°C. Les savons finaux obtenus par cette méthode
nécessitent un long temps de séchage a cause de I’eau supplémentaire ajoutée lors de la refonte

pour obtenir une pate qui puisse étre versée facilement dans des moules.

6.1.2. Le procédé a froid

Cette méthode est compléte : on part d’un mélange d’huiles, on ajoute la soude nécessaire et on
saponifie a une température proche de la température 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, mais il
s’agit surtout d’une période de séchage au cours de laquelle le savon perdra entre 10 et 20% de
son poids, qui s’accompagne d’une perte de poids de 10 & 20%. La saponification se termine
durant la premiére semaine de cette période. Le processus de séchage peut étre bien sur

prolongé : le célébre savon d’Alep est séché pendant 8 mois avant d’étre commercialise.

6.1.3. Le procédé a chaud

La méthode est similaire au procédé a froid, mais ici, la saponification est réalisée a 80°C
environ pendant trois heures, avant ’ajout des additifs et le moulage. Les savons obtenus sont
directement utilisables, car la saponification est completement terminée a 1’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’excedant pas 50°C.

La méthode a chaud posséde donc certains avantages sur la méthode a froid, mais elle a
également ses inconveénients : le savon produit est tres difficile a mouler et présente souvent une

texture plus grossiére que son homologue réalisé a froid dont la texture est plus lisse.
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6.2. Fabrication industrielles

La fabrication et les procédés industries sont variés depuis les premieres mises au point vers
1750. La fabrication en cuve est autrefois caractérisée par I’empatage, le relargage, 1’épinage, le

lavage et séchage. Voici les étapes-types de la Belle Epoque (KONE, S, 2000).

6.2.1. L’empatage : consiste a mélanger les corps gras a la lessive de soude. Ici une solution de
soude, facilement alcaline, est chauffée a ébullition. Le corps gras végétal, c’est-a-dire 1’huile
d’olive, d’arachide, de coton, de palme, de noix de coco, de sésame ou le corps gras animal, suif
ou I’huile de poisson, est ajouté par petites doses et souvent sous forme de mélange complexe
selon le savon a obtenir. Notons qu’il reste dans la lessive de soude une quantité défini de
vieilles solutions savonneuses, ou solutions méres soutirées d’une précédente saponification.
Pour obtenir du savon mou on utilisera des huiles de colza, d’ceillette ou de chénevis et de la

potasse caustique (KOH).

6.2.2. Le relargage : utilise des lessives concentrées puis des lessives salées qui permettent une
meilleure séparation des sels alcalins d’acide gras, ¢’est-a-dire du savon formé qui est relargué et

Surnage en grumeaux.

6.2.3. L>épinage : qui prend son nom de 1’épine, robinet du bas de la cuve, consiste a soutirer
I’eau salée et le glycérol, appelé glycérine.

6.2.4. Le lavage : consiste a répéter I’ajout de solutions salines, pour emporter glycérol et
lessives résiduelles.

6.2.5. Le sechage : permet d’obtenir des pains de savon secs et consistants.

Les deux étapes médianes ont parfois disparu au cours des années 1920 pour favoriser une
épuration rapide et permettre une coulée a 1’état liquide dans des bassins peu profonds, appelés
mises ou le savon se solidifie avant d’étre débité en bandes, puis aprés séchage, marqué et débité

en cubes.

7. Proprietés physico-chimiques du savon

Les savons commerciaux sont des mélanges de sels de sodium ou de potassium et d’acides gras.
La longueur de la chaine carbonée et surtout la présence d’instauration, c’est-a-dire d’une double
liaison induisant une conformation spatiale, une rigidité ou une mobilité spécifique, affectent les

propriétés.
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7.1. Le point de fusion

Le point de fusion des savons, méme lorsque le sel d'acide gras est unique et purifié, reste assez
mal défini, variant entre 200 °C et 250 °C, par mesure sur un banc Moffler. Le liquide obtenu est
transparent, non laiteux.

A basses températures dans I'eau liquide, la dispersion du savon est difficile par agitation, sauf
pour le laurate de sodium avec sa « petite » chaine en Ci1. Plus la température est elevée, plus la
dispersion est facile, donnant des eaux savonneuses claires et opalescentes. En milieu basique,
pour un optimum de pH entre 10 a 12, est constatée une hydrolyse partielle en acides gras et en
ions basiques libres.

La dispersion est trés faible dans le benzene, le toluéne et la plupart des solvants organiques. La

formation de micelles inverses est énergétiqguement moins favorisée.

7.2. Le pouvoir mouillant

L’eau savonneuse peut pénétrer les petits interstices de la surface en contact (donc les fibres du
linge, I’assiette, la table, la peau...) plus efficacement que I’eau.

Remarque

» Eau seule: La tension superficielle élevée, la cohésion du liquide 1’emporte sur les

interactions avec le solide donc le liquide s’étale peu.

Solide

= Eau + Tensioactif : La tension superficielle a baissé, moins de cohésion donc le liquide s’étale

_ Eau ™\

Solide

mouillage meilleure.

7.3. Le pouvoir émulsifiant

Les ions carboxylates s’agglutinent autour de la saleté et s’immiscent entre celle-Ci et la surface
en contact jusqu’a isoler la saleté de cette surface. lls forment des micelles (Figure 19),
englobant de petites particules de saleté. Les ions carboxylates ont une extrémité lipophile et sont

donc particulierement efficaces sur les corps gras.
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7.4. Le pouvoir dispersant

De par propriétés des ions carboxylates et la structure des micelles, celles-ci se repoussent 1’une

et I’autre et elles se retrouvent donc dispersées dans I’eau savonneuse.

7.5. Le pouvoir moussant

Il se forme un film d’ions carboxylate a la surface de I’eau de tension superficielle faible. Par
agitation de 1’eau savonneuse, des bulles d’air peuvent alors étre emprisonnées. La mousse
n’intervient pas en tant que telle dans le lavage mais, c’est un indicateur de la tension

superficielle du liquide et donc de son pouvoir détergent.

8. Action moléculaire du savon

Au niveau moléculaire, le savon se compose de molécules dites « bipolaires » ou « tensioactifs »
(Figure 18), contenant des ions carboxylates qu’on peut ranger en deux groupes :

= Celles formées par un groupe polaire hydrophile, c’est le groupe COO™ porteur d’une charge
électrique négative.

= Celles formées par un groupe hydrophobe mais aussi lipophile c’est a dire non polaire et
soluble aux substances organiques, avec une chaine carbonée R provenant de 1’acide gras et
dont le nombre d’atomes de carbone est en général élevé.

Dans la composition du savon, I'huile apporte la partie hydrophobe(ou non polaire) et la soude
apporte la partie hydrophile (ou polaire) (BESSON, S, 2007).

{
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Hydrophobe Hydrophile

Figure 18. Structure schématique d’un tensioactif

8.1. Formation des micelles

Dans I’eau, trés peu d’ions carboxylates du savon sont isolés. Ils forment plutdt des films a la
surface de 1’eau. La partie polaire, hydrophile, se trouve dans I’eau et la chaine carbonée,
hydrophobe, se trouve dans I’air. Ce film peut parfois contenir de 1’air ce qui explique la

formation des bulles de savon (Figure 19).
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Figure 19. Disposition des molécules de savon dans I’eau et formation des micelles.

Si la concentration en ions carboxylate augmente, lorsque la surface du liquide est entiérement
recouverte d’un film, les autres ions carboxylate pénétrent dans I’eau et s’unissent entre eux. Les
parties hydrophobes se regroupent et se resserrent entre elles de maniére a s’isoler de I’eau, les
partie hydrophiles étant dirigées vers 1’extérieur. On obtient alors des micelles (Figure 19, ci-

dessus).

8.2. Propriétés détergentes

Détergent : Substance qui permet d'éliminer les graisses et autres salissures a la surface des
matériaux. Supposons une salissure grasse a la surface d’un tissu. En présence d’un savon en
solution aqueuse, elle s’entoure d’ions carboxylate dont la partie lipophile se trouve dans la
salissure, et la partie hydrophile dans I’eau (Figure 20. a et b).

Ce phénomeéne contribue a arracher la salissure, conjointement a une action mécanique
d’agitation ou de brossage (Figure 20. c).

La graisse est alors piegée dans des micelles pour étre ensuite évacuée grace aux eaux de

ringage.
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Figure 20. Phénoméne de détergence.
9. Indices techniques

9.1. Le surgraissage

Surgraisser un savon est trés important, c'est le surgraissage qui va faire en sorte que le savon
sera moins agressif pour la peau. En effet a la surface de la peau il y a un film hydrolipidique
(FHL) composé d'eau et de sébum. Il protege la peau des agressions extérieures en faisant
barriére, il joue aussi un role d'anti-déshydratant, puisque I'eau est retenue dans les cellules grace
au film de gras.

Il est courant de surgraisser un savon entre 5 et 10% avec des huiles plus onéreuses, comme les
huiles de jojoba et d’avocat par exemple, dont on souhaite conserver au mieux les propriétes en
ne les ajoutant qu’une fois la saponification bien avancée. La présence de telles huiles en exces
limite le desséchement cutané du a 1’usage du savon et constitue en méme temps une marge de
sécurité permettant de s’assurer d’une utilisation compléte de la soude a 1’issue de processus de

saponification.
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En méme temps que les huiles de surgraissage, vous pouvez encore ajouter a la pate un certain
nombre d’additifs qui améliorent les performances du savon, sa couleur ou son odeur : colorants
(argiles), huiles essentielles, conservateurs (acides lactique et critique), agents hydratants (miel),
agents anticalcaires (acide critique), filmogene et durcisseur (cire d’abeille) etc. La quantité de
chacun de ces additifs ne devrait pas dépasser le 2% du poids des huiles (WATERVAL, G,
2011).

9.2. Le pHdu savon

Avec un pH voisin de 10, le savon est nettement basique et perturbe incontestablement 1’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 frégquentes.

A D’inverse, les savons a base de dérivés du pétrole présentent un pH généralement plus proche
de celui de la peau. Par contre, eux aussi ont leur inconvénient : leur pouvoir détergeant est
souvent tellement puissant qu’ils asséchent la peau et ne sont finalement pas plus "doux™ a
I’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 :

= Selon le type de la peau : une peau seche est plus acide qu’une peau grasse

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

= Selon que la peau a été soumises a des influences extérieures (nettoyée ou pas, par exemple)
(WATERVAL, G, 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 aprés deux heures environ.

9.3. Indice d’iode

L’indice d’iode permet de mesurer le degré d’instauration d’une graisse.
= Plus I’indice d’iode d’une huile est ¢élevé, plus cette huile aura tendance a rancir et plus le

savon qu’elle produira sera mou.
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= Plus I’indice d’iode d’une huile est bas, plus cette huile sera stable et plus le savon qu’elle
produira sera dur.

Valeurs conseillées : 41 — 70.

9.4. Indice de saponification

L’indice de saponification d’une huile/beurre. Représente la masse de potasse (exprimée en mg)
nécessaire pour saponifier 1g de cette huile/beurre. Pour obtenir 1’équivalent en soude, il faut
diviser la valeur renseignée pour le KOH par 1,4025.

La connaissance des indices de saponification des différentes huiles d’un mélange permet de
calculer la quantité de soude/potasse nécessaire pour saponifier une quantité donnée du mélange.
Ainsi, pour saponifier 1 Kg du mélange suivant :

e graisse de coco 25% ;

e huile d’olive 55% ;

e beurre de Karité 20% ;

Il nous foudra : (184 x 0,25) + (135 x 0,55) + (128 x 0,20) = 145,85 g de soude.

10. Notion de rémanence

Pour un antiseptique la rémanence se rapporte a un effet antibactérien persistant sur la peau ou la
mugqueuse apres son application, ou la durée pendant laquelle il continue a exercer une action.
Pour étre plus précis, la rémanence peut concerner la durée pendant laquelle 1’antiseptique va
continuer a étre actif sans qu’il soit nécessaire de renouveler son application. Une rémanence
élevée peut parfois étre associée a une plus grande toxicité.

Pour qu’un produit ait une action rémanente il faut qu’il reste présent sur la peau ou dans les

couches supérieures cutanées apres son application et séchage.

De fait, certains antiseptiques, persistant a la surface de la peau apres application, présentent une

rémanence. Il s’agit :

e de la chlorhexidine : la rémanence de la chlorhexidine aqueuse ou alcoolique varie de 1 a 4
heures selon les études,

e de la PVP-I. La polyvinylpyrrolidone : est un polymére sans activité antiseptique qui a pour
role de transporter I’iode (substance active) et de la libérer progressivement. Son affinité vis-
a-vis des membranes cellulaires explique sa remanence. La rémanence de la PVP-I alcoolique
a 5% aprés une application cutanée est au moins de 3h (TRAORE, O et al, 2004). D’autres
antiseptiques, au contraire, n’ont aucune rémanence comme 1’éthanol dont I’action disparait

immediatement des son évaporation (GAUTIER, C et al., 2013).
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1. Généralités sur le citron
1.1. L’histoire du citron

L’origine du citron reste peu connue. Certains prétendent que ce fruit serait né d’un croisement

entre le pamplemousse, le cédrat et la lime (citron vert).

Le citron était peut-étre cultivé par les Grecs et les Romains, voire par les Egyptiens, mais on ne
trouve guére de traces de cette culture, sinon sur des mosaiques de I'époque. Il pourrait d'ailleurs
s'agir du cedrat (Citrus medica), son ancétre probable, connu de longue date, tant a I'est qu'a
I'ouest, pour ses propriétés médicinales. Au fil des invasions et des fluctuations climatiques, il se
peut que le citron ait disparu du sud de I'Europe a quelques reprises pour y étre réintroduit plus
tard. Aprés les invasions barbares (350 a 400 de notre ére), ce sont les Arabes qui reprennent les
rénes du commerce. lls diffuseront le citron, I'introduisant en Afrique du Nord, en Afrique et en
Espagne, de méme que dans tout le bassin méditerranéen, a I'exception des cotes italiennes et

francaises.

Enfin, lors des Croisades au Proche-Orient, les Européens de l'ouest, de l'est et du nord
découvriront les agrumes et développeront un goQt pour ces fruits acides et juteux qu'ils

rapporteront dans leur pays respectif (Figure 21). (COTTIN, 2002).

Figure 21. Champ des citronniers.




Chapitre 2. Huile essentielle du citron

1.2. Description

Citrus limon est un arbuste de taille moyenne qui atteindra, en pleine terre entre 3 et 6 m de haut.
En culture, il est souvent taillé, d’une part pour limiter son encombrement, d’autre part optimiser
son branchage. Ses feuilles sont persistantes, vert profond et luisantes, plus pales sur leur revers.
Elles ont une forme en fuseau, de 6 a 11 cm de long. Les feuilles sont alternes, dentelées et leur
pétiole est parfois ailé. Les feuilles sont odorantes. Les fleurs sont plutot de petites tailles et
blanc violacé, a 5 pétales blancs. Légerement cireuse d’aspect, elle dégage un parfum trés

agreable. Leurs fruits, les citrons jaunes sont plus ou moins acides en fonction de la variéteé.

Les racines sont relativement superficielles et supportent mal la concurrence de plantes voisines.
Il peut vivre environ 80 ans (BLANCKE, 2001), (Figure 22).

Figure 22. La plante de Citrus limon

Les principales variétés méditerranéennes cultivées de citronnier sont « Verna », « Eureka »,
« Lisbonne », « Monachello », et « Lunaris » (BLANCKE, 2001).

1.3. Classification botanique

Le tableau 2, ci-dessous illustre la classification botanique du citron (Citrus limon).



https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Citrus_x_limon_-_K%C3%B6hler%E2%80%93s_Medizinal-Pflanzen-041.jpg?uselang=fr
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Tableau 2. Classification de citrus limon (Padrini et Lucheroni, 1996).

Classe Eudicotylédones
Ordre Sapindales
Famille Rutaceae

Genre Citrus

Espece Citrus limon

1.4. Caractéristiques générales

Aspect général : arbre de port érigé et de croissance rapide.

Feuilles : grandes et trés parfumées. Jeunes pousses souvent de couleur pourpre.

Fleurs : blanches, rosées en boutons, groupées en inflorescences. La floraison, parfois trés
remontante. Dans ce dernier cas, on le dira « citronnier des 4 Saisons ».

Fruits : ovale, moyens a gros, au zeste tres parfumé. La peau est d’épaisseur variable, la pulpe
acide, juteuse, avec quelques pépins. Ils restent longtemps sur I’arbre sans que le gout s’altére.

C’est un arbre tres fructifére (Figure 23).

Figure 23. Citrus Limon (L.)

1.5. Particularités de culture

Résistance au froid : -5a - 6 °C.
Culture en intérieur : a proscrire. Il craint particulierement la sécheresse des appartements
chauffés. Treés vigoureux en pleine terre, il faut le tailler fréiqguemment. En pot également la taille

de formation est impérative les premiéres années (Bénédicte et Michel, B, 2011).
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1.6. Valeur nutritive du citron

Comme tous les agrumes, le citron est un fruit trés juteux renfermant 90 % d’cau, fortement
acide (pH inférieur a 3). L’acidité est essentiellement & I’acide citrique, accompagné de faibles
quantités d’acides malique, caféique et férulique. Le fruit du a une haute teneur en vitamine C
(40 a 50 mg/100g) et d’un large éventail de vitamines du groupe B avec des quantités

considérables de flavonoides (VALNET, 2001).

Le tableau 3 représente les principaux composés contenus dans le fruit de citron et son jus.
L’ar6me du citron provient en grande partie de ses essences et huiles essentielles, abondantes
dans les vacuoles de 1’écorce. Il s’agit de mélange de limonenes, de citral, de citronellal, de

coumarines, substances tres aromatiques et pour certaines fortement ameres (LECLERC, 1984).

Tableau 3. Composition biochimique moyenne de citron.

Citron sans écorce Jus de citron frais, 63 ml
(5,4 cm de diametre)/60 g (Y4 tasse)/65 g
Calories 17 16
Protéines 0649 0,39
Glucides 549 560
Lipides 0,2¢g 0,09
Fibres alimentaires 1649 0,39

Sources : Santé Canada. Fichier canadien sur les éléments nutritifs, 2010.

1.7. Les bienfaits du citron

De nombreuses ¢tudes indiquent que la consommation d’agrumes, dont le citron et la lime,
exerce un effet favorable contre le cancer.

o Cancer (prévention)

Plusieurs études ont démontré que la consommation d’agrumes serait reliée a la prévention de
certains types de cancers (CHAINANI-Wu, 2002; KIM et al., 2002; TANAKA et al., 2000;
FOSCHI et al., 2010), comme le cancer de 1’oesophage, le cancer de I’estomac, le cancer du
colon, de la bouche et du pharynx. Selon ’'une de ces études (FOSCHI et al., 2010), une
consommation modérée d’agrumes (soit de 1 & 4 portions par semaine) permettrait de réduire les

risques de cancers touchant le tube digestif et la partie supérieure du systeme respiratoire. En ce
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qui concerne le cancer du pancreéas ou de la prostate, les études demeurent controversées (BAE et
al., 2009).

e Cancer (ralentir la progression)

Les flavonoides, des composés antioxydants contenus dans les agrumes, ont démontré qu’ils
pouvaient ralentir la proliféeration de plusieurs lignées de cellules cancéreuse (KAWAII et al.,
1999; POULOSE, 2005; BENAVENTE-GARCIA et CASTILLO, 2008) et diminuer la
croissance des métastases (KUNIMASA et al., 2000).

« Maladies cardiovasculaires

Plusieurs études épidémiologiques ont démontré qu’un apport régulier en flavonoides provenant
d’agrumes est associé¢ a une diminution du risque de maladies cardiovasculaires (BENAVENTE-
GARCIA et CASTILLO, 2008). Les flavonoides contribueraient a améliorer la vasodilatation
coronarienne, a diminuer I’agrégation des plaquettes sanguines et a prévenir 1’oxydation du
« mauvais » cholestérol (LDL).

o Inflammation

Plusieurs études ont démontré que les flavonoides des agrumes avaient des propriétés anti-
inflammatoires. Ils inhiberaient la synthése et D’activité de médiateurs impliqués dans
I’inflammation (dérivés de I’acide arachidonique, prostaglandines E2, F2 et thromboxanes A2),
(BENAVENTE-GARCIA et CASTILLO, 2008).

o Hypercholestérolémie

Les flavonoides et les limonoides des agrumes et de leurs jus pourraient avoir un potentiel de
réduction de I’hypercholestérolémie. Des études réalisées chez 1’animal ont démontré que
certains d’entre eux abaissaient le cholestérol sanguin (KAWAGUCHI et al., 1997; BOK et al.,
1999; KUROWSKA etal.,  2000).

o Autres

Parmi d’autres effets observés, deux limonoides présents dans les agrumes (la limonine et la
nomiline) inhiberaient la réplication du virus de I'immunodéficience humaine (VIH), en plus
d’inhiber 1’activité de la protéase du virus (BATTINELLI et al., 2003). De plus, certains
limonoides du citron démontrent une activité contre certains champignons pathogenes
(GOVINDACHARI et al., 2000).

D’autres limonoides (RAPHAEL et KUTTAN, 2003) et certaines protéines (GHARAGOZLOO

et GHADERI, 2001) amélioreraient le systéme immunitaire chez I’animal.
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2. Généralités sur les huiles essentielles

2.1. Histoire des huiles essentielles

Reconnues pour leurs puissantes propriétés thérapeutiques et utilisées depuis des millénaires en
Chine (cannelle, anis, gingembre), en Inde, au Moyen Orient (khella, pin, fenouil...), en Egypte,
en Grece, en Amérique (Aztéeques, Mayas, Incas: bois de HO, sassafras) et en Afrique
(encens, myrrhe, ravintsara), les huiles essentielles tombent dans 1’oubli au Moyen Age. A ce
moment, I’Europe connait un retour a la barbarie avec un déclin général du savoir. Il faudra
attendre I’arrivée des Arabes pour assister a un nouvel essor de la médecine par les plantes qui

retrouvent alors une place de choix dans I’arsenal thérapeutique de I’époque.

L’extraction des huiles essentielles par distillation a la vapeur d’eau nait a I’époque de la
révolution industrielle et permet le développement de produits alimentaires et de parfums. Au
début du XXeéme siecle, des chercheurs (CHAMBERLAND, CADEAC, MARTINDALE)
démontrent par leurs expérimentations le pouvoir antiseptique des huiles essentielles. Mais les
véritables “peres* de 1’aromathérapie sont GATTEFOSSE puis VALNET et ses disciples.

R.M.GATTEFOSSE, pionnier de la parfumerie moderne qui, se brilant les mains lors d’une
explosion dans son laboratoire, a le réflexe génial de plonger ses mains dans un récipient rempli
d’huile essentielle de lavande. Soulagé instantanément, sa plaie guérit avec une rapidité
déconcertante. Etonné par ce résultat, il décide d’étudier les huiles essentielles et leurs
propriétés. L’aromathérapie moderne était née. Aujourd’hui, des médecins (VALNET,
DURAFFOURD, LAPRAZ, D’HERVINCOURT, BELAICHE) et des chercheurs de haut niveau
(P. FRANCHOMME), des pharmaciens (D. BAUDOUX) ont définitivement assis la réputation,

I’efficacité et I’extraordinaire richesse des huiles essentielles.
2.2. Définition

On appelle huile essentielle, ou parfois essence vegétale (du latin essentia, «nature d'une
chose »), le liquide concentré et hydrophobe des composés aromatiques (odoriférants) volatils
d'une plante. 1l est obtenu par extraction mécanique, entrainement a la vapeur d'eau ou

distillation a sec.

Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une mati¢re premicre
végétale botaniquement définie, soit par entrainement par la vapeur d’eau, soit par distillation

séche, ou par un procédé mécanique approprié sans chauffage.



http://www.pranarom.com/nos-produits/cannelier_de_chine_120/FAM00100/SSF00110/120
http://www.pranarom.com/huiles-essentielles-catalogue/FAM00100/SSF00120/7077
http://www.pranarom.com/huiles-essentielles-catalogue/FAM00100/SSF00120/291
http://www.pranarom.com/huiles-essentielles-catalogue/FAM00100/SSF00120/5966
http://www.pranarom.com/huiles-essentielles-catalogue/FAM00100/SSF00110/7182
http://www.pranarom.com/qui_sommes_nous/dominique-baudoux
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrophobe
https://fr.wikipedia.org/wiki/Extraction_%28chimie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Entra%C3%AEnement_%C3%A0_la_vapeur
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L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique
n’entrainant pas de changement significatif de sa composition (ANSM, 2008).

Selon la Norme 1SO, une huile essentielle est définie comme un « produit obtenu a partir d’une
matiere premicre d’origine végétale, aprés séparation de la phase aqueuse par des procédés
physiques : soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de

1’épicarpe des Citrus, soit par distillation séche.

Selon I'AFNOR, L'huile essentielle est une substance volatile et odoriférante sécrétée par les
plantes aromatiques. Les poches sécrétrices peuvent étre situées tant au niveau des parties
aériennes (fleurs, feuilles, tiges et rameaux) que des organes souterrains (racines, rhizome).
L’huile essentielle désigne un produit obtenu a partir d'une matiére premiére (dont elle porte le
nom) par simple distillation ou par expression mécanique (AFNOR, 2000).

Le terme dhuile essentielle a été retenu par les spécialistes en pharmacognosie.
La quantité d'huile essentielle contenue dans les plantes est toujours faible, parfois tres faible
(BRUNETON, 1999).

2.3. Caractéristiques d’HE du citron

L’huile essentielle du citron est obtenue par expression mécanique a froid a partir d’un zeste frais
de fruit (Figure 24), le terme technique ou appellation est essence. Ce mode d’obtention est le
plus couramment utilisé pour le traitement des zestes.

Cependant les zestes secs d’agrumes peuvent étre distillés a la vapeur d’eau. Le produit obtenu
est alors une huile essentielle.

Essence et huile essentielle présentent les mémes propriétés et précautions a 1’exception de la

photosensibilisation qui existe uniquement pour 1’essence.

Figure 24. Huile essentielle de Citron.
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Nom botanique : Citrus limon.

Famille botanique : Rutacées.

Origine : Italie.

Procédé d’obtention : Expression a froid de la partie externe de 1’écorce.
Partie utilisée: zestes.

Couleur: jaune pale.

Odeur : fraiche, agréable, douce et citronnée.

Aspect : liquide mobile limpide. Peut troubler légérement.

Parfum : agrume, frais et délicat.
2.4. Partie de la plante utilisée

L’huile essentielle se trouve dans des cellules sécrétrices spécifiques. Ce sont des structures
histologiques spécialisées servent a leur synthese et a leur stockage. Les cellules sécrétrices sont
rarement a 1’état isolé, mais le plus souvent regroupées dans des poches (Myrtacées, Rutacées),
dans des canaux secréteurs (Apiacées, Composées) ou dans des poils sécréteurs (Lamiacees).
Ces cellules sont le plus souvent a la périphérie des organes extérieurs de la plante.

Les huiles essentielles permettent, entre autre, a la plante de se défendre contre les agressions
extérieures. Elles ont des propriétés répulsives ou attractives vis-a-vis des insectes. La
pollinisation des fleurs est, économiquement, trés importante pour les arbres fruitiers. Elles
présentent aussi des propriétés antiseptiques dirigées contre les parasites du sol et des propriétés
inhibitrices sur la germination des grains sur le sol (MONNATTE, 2014).

2.5. Localisation de biosynthése de I’huile essentielle de Citrus limon

Les essences des plantes sont sécrétées par des cellules spéciales, localisées au niveau de
I’épiderme, souvent a la base d’un poil.

Les plantes du genre Citrus font partie de la famille des Rutaceae qui sont caractérisées par la
présence, dans les feuilles, fleurs, tiges et péricarpes des fruits, de poches schizolysigénes
contenant de 1’essence aromatique. Ce sont des poches dont la formation initiale est identique a
celle des poches schizogénes, mais en plus des cloisonnements radicaux, les cellules sécrétrices
de bordure subissent également des cloisonnements tangentiels, ce qui donne plusieurs assises de
cellules sécrétrices (GORIS, 1967).
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Dans les fleurs de plantes du genre Citrus, les poches sécrétrices se situent dans le parenchyme
des pétales, sous 1’épiderme. Le fruit du citron se compose de 1’épicarpe, 1’endocarpe et du
mésocarpe. Ce dernier comprend 1’albédo et le flavédo qui est une zone colorée contenant les

poches schézolysigenes réparties de facon tres irréguliere (Figure 25), (BRUNETON, 1999).

Huile essentielle

poche schizolysigéne

Citrus lemon Rutaceae - poch hi: igé fruit
*hoto : E950 R =1:21 Fond clair - Prép : Eau - Colo : Etzold vert

Figure 25. Poche sécrétrice schizolysigéne des Citrus.
2.6. Composition chimique

Les huiles volatiles sont des mélanges trés complexes, les constituants sont principalement des
monoterpenes et des sesquiterpenes de formule générale (CsHs)n, les composés oxygénés dérivés
de ces hydrocarbures incluent des alcools, des aldéhydes, des esters, des éthers, des cétones et
des phénols.

On estime qu’il y a plus de 1000 monoterpenes et 3000 de structures sesquiterpénes. D’autres
composés incluent des phénylpropanes et des composés spécifiques contenant le soufre ou
I’azote (SVOBODA et HAMPSON, 1999).

La norme ISO : NF T 75-335 (1995) a donné la composition de 1’huile essentielle extraire par
expression de 1’écorce du Citrus limon avec un rendement de 1,2 a 1,5%. Les principaux
constituants sont le limonéne (65 a 70%), le citral (1 & 5%), le béta-pinéne (4 a 9%), le
gamaterpéne (9 a 12%), le linalol (1,5%), le cinéole, d’acétate de géranyle, le nonanal, le

citronellal, I’alpha-terpinéol, le camphéne et I’alpha-bisaboléene.
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2.7. Méthodes d'extraction

Les huiles essentielles sont obtenues selon trois techniques. Les deux premiéres utilisent la
chaleur (entrainement par la vapeur ou hydrodistillation, et la distillation séche). La troisiéme est
I’expression mécanique réalisée a la température ambiante et ne concerne que les agrumes (fruits
du genre Citrus) a 1’état frais.

Dans le domaine alimentaire, une distillation peut étre réalisée, par exemple a partir de fruits
conservés dans 1’alcool. Cette distillation « aprés macération » ne sera pas évoquée ici.

Enfin, de plus en plus d’industriels utilisent les méthodes d’extraction a partir de solvants
organiques, suivies de 1’évaporation de ces derniers. Le résidu d’extraction apres volatilisation

du solvant est appelé « extrait » et non « huile essentielle ».
2.7.1. Entrainement par la vapeur

C’est procédé le plus utilisé dans I’extraction moderne. Le procédé consiste a placer la masse
végétale dans un alambic a vapeur sous pression et faire passer le flux de vapeur en son sein. La
chaleur de la vapeur fait éclater les gouttes d’huiles végétales qui s’évaporent. La vapeur étant
emprisonné dans un circuit fermé, elle monte naturellement dans 1’alambic jusqu’a son passage
dans un systeme de refroidissement. La vapeur est donc condensée et fait sont retour a 1’état
liquide en étant gorgé des précieuses huiles essentielles (BRUNETON, 1999), (Figure 24).
L’huile essentielle commence a se séparer de ’eau et, bien sir, flotte au-dessus de 1’eau. On
pense que ce processus permet de conserver les propriétés curatives et aromatiques de la maniére
la plus avantageuse (PADRINI et LUCHERONI, 1996).
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Figure 26. Montage d’entrainement a la vapeur d'eau (d’hydrodistillation).

1. source de chaleur (ici, un bec Bunsen). 6. entrée d'eau de refroidissement.

2. ballon a distiller. 7. sortie d'eau de refroidissement.

3. téte de distillation. 8. ballon de réception des gouttes de distillat.
4. thermometre. 9. vers une pompe a vide éventuelle.

5. réfrigérant a eau. 10. adaptateur pour la pompe a vide.

2.7.2. Extraction par « I’expression a froid »

Technique réservée aux agrumes (citron, orange, bigarade...etc.). L’extraction se fait sans
chauffage, 1’écorce ou les fruits ses plantes sont pressées a froid (Notamment pour les
hespéridés : citron, orange...). On utilise des presses hydrauliques.

La pulpe et ’H.E. sont séparées a la centrifugeuse. Il s’agit d’une méthode d’extraction utilisée
pour certaines variétés de fruits ou plantes comme par exemple les agrumes. Les zestes
d’agrumes, sont séparées des fruits, les croites sont broyés ou hachés puis pressees pour extraire
I’huile qui séparée de la phase aqueuse par différence de densité et libérer le contenue des poches
sécretrices. Le résultat est un mélange aqueux ou I’huile essentielle finira par remonter a la

surface (BRUNTETON, 1999 ; WERNER, 2002).
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http://fr.wikipedia.org/wiki/Fruit_(alimentation_humaine)
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2.9. Application d’huile essentielle du citron

Depuis plusieurs annees, les huiles essentielles ont envahient de nombreux produits de la vie
courante. Il y a bien sar les parfums mais elles sont de plus en plus remplacées par des produits
de synthese beaucoup moins chers.

Par contre, on les retrouve de plus en plus en tant qu'ardmes alimentaires comme exhausteur de
godts (cafés, thés, tabacs, vins, yaourts, plats cuisinés,..) (ISERIN et al., 1996, ROBERT et
LOBSTEIN, 2005).

La cosmétique, et principalement la cosmétique bio, est également un secteur qui utilise de plus
en plus d'huiles essentielles. On les retrouve dans de nombreux produits comme : savons,
shampoings, gel-douches, créemes.

Dans une époque ou tout doit étre beau et sentir bon, les huiles essentielles ont largement
envahies, en tant que parfum, le secteur des produits ménagers. Elles permettent notamment de

masquer les odeurs des produits purs souvent désagréables (ISERIN et al., 1996).

En gastronomie I’emploi des plantes a essences sous forme d’épices. Celles-Ci sont réparties
aromatiques (aromes amers et acres) comme dans le cas du faux poivrier, ou simplement en
épice pour les desserts et patisseries (BRUNETON, 1999). Les huiles essentielles peuvent
également étre ajoutées dans les produits alimentaires destinés a la conservation (produits de la
quatrieme gamme). Elles s’ajoutent sur les produits de consommation dans le but

d’aromatisation (quelques gouttes déposées sur les morceaux du sucre), (PINGOT, 1998).
2.10. Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles possédent de nombreuses activités biologiques. En phytothérapie, elles
sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine
bactérienne, par exemple contre les bactéries endocanalaires (BILLERBECK, 2008) ou au
niveau de la microflore vaginale (DUARTE et al., 2007 ; GIRON et al., 1988); et d’origine
fongique contre les dermatophytes (DUARTE et al., 2005) Cependant, elles possedent
également, des propriétés cytotoxiques (BAKKALI et al., 2008) qui les rapprochent donc des
antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a large spectre.

Dans les domaines phytosanitaires, les huiles essentielles ou leurs composés actifs pourraient
également étre employés comme agents de protection contre les champignons phytopathogenes
(KURITA, MIYAIJl, KURANE ET TAKAHARA, 1981) et en agroalimentaire, contre les

microorganismes contaminant les denrées alimentaires (SMITH et al., 2002).
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2.10.1. Activités antioxydantes

Certains constituants des huiles essentielles présentent un pouvoir antioxydant trés marqué et
sont aujourd’hui commercialisés : c’est le cas de 1’eugénol, du thymol, du carvacrol,.. .etc.

Les résultats montrent que les huiles essentielles constituent une bonne source d’antioxydants
naturels recherchés pour leur innocuité relative (Burits et Bucar, 2000 ;Candan, Unlu, Daferera,
Polissiou, S6kmen et Akpulat, 2003; Tepe, Daferera, Sokmen et Polissiou, 2005).

Le pouvoir antioxydant, de ces huiles est développé comme substitut dans la conservation
alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables de ce pouvoir
(RICHARD, 1992).

Lorsque I’on parle d’activité antioxydante, on distingue deux sortes selon le niveau de leur
action : une activité primaire et une activité préventive (indirecte). Les composés qui ont une
activité primaire sont interrompus dans la chaine autocatalytique de 1I’oxydation. En revanche,
les composés qui ont une activité préventive sont capables de retarder 1’oxydation par des

mécanismes indirects tels que la complexation des ions métalliques ou réduction d’oxygene...etc

(MADHAVI et al., 1996).
2.10.2. Activités antibactérienne

Du fait de la variabilité des qualités et des profils des composants des HE, il est probable que
leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs
sites d’action au niveau cellulaire (CARSON et al., 2002).

De fagon générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des HES sur les bactéries
comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la force motrice de
proton, fruite d’électron et la coagulation du contenu protéique des cellules (DAVIDSON, 1997).
Le mode d’action des HE dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des composants
actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double couche
phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire un changement de
conformation de la membrane (COX et al., 2000; CARSON et al., 2002).

2.10.3. Activités antifongique

Dans le domaine phytosanitaire et agro alimentaire, les huiles essentielles ou leurs composés
actifs pourraient étre employés comme agents de protection contre les champignons
phytopathogénes et les microorganismes envahissant la denrée alimentaire (LIS-BALCHIN,
2002).

Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés antifongiques

appartiennent a la famille des Labiatae : thym, lavande, menthe, romarin, sauge,...etc.
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Etant donnée la grande complexité de la composition chémotypique des huiles essentielles,
malgré de possibles synergies certains auteurs préferent étudier 1’effet d’un composé isolé pour
pouvoir ensuite le comparer a 1’activité globale de I’huile. Ainsi 1’activité fongistatique des
composes aromatiques semble étre liée a la présence de certaines fonctions chimiques
(VOUKOU et al., 1988).

2.10.4. Activité pesticide

Malgré les nombreuses molécules synthétiques susceptibles d’étre utilisées, la protection des
végétaux peut également se faire avec certaines essences naturelles. En effet, les pesticides sont
tres diversifies et se classent selon leur activité en insecticides, mollucides, nématicides,
germicides. Certaines huiles sont reconnues pour leur efficacité sur les champignons
phytopathogénes : tel est le cas des essences de Citrus sur la croissance mycelienne de
Phaeoramularia angolensis (CHENG et al., 2004).

2.10.5. Activité antiseptique

Certaines huiles essentielles sont dotées d’un pouvoir antiseptique marqué. Ce dernier s’exerce
sur des souches bactériennes variées, y compris celles habituellement résistantes en antibiotique
(Tétracycline, acide oxolinique) (BURT, 2004).

En effet, elles sont « eubiotiques », (NGASSAPA, RUNYORO, HARVALA & CHINOU,
2003), c’est a dire qu’elles détruisent les parasitent sans interférence avec 1’organisme hote,
contrairement aux antibiotiques qui trés souvent interagissent avec les parasites en les dénaturant
avec des effets secondaires sur les sujets traités. Elles agissent généralement a faible dose. Les
essences de sarriette, cannelle, thym, girofle, lavande, eucalyptus sont les plus antiseptiques.
Certains de leurs composés tels que le citral, le géraniol, le linalol et le thymol sont en moyenne
7 a 10 fois plus antiseptiques que le phénol (BRUNETON, 1999; NGASSAPA Et al., 2003).
Certaines huiles essentielles sont utilisees dans le traitement de certaines maladies du tractus
respiratoires : toux, bronchites, angines (MILIJAONA et al., 2003).

2.10.6. Activités anti-inflammatoires

Les constituants des huiles essentielles tels que les monoterpenes hydrocarbonés, les
sesquiterpénes hydrocarbonés et les alcools sesquiterpéniques ont montré une activité inhibitrice
de la 5-lipoxygénase qui est une enzyme responsable de la production de leucotrienes suspectes
de jouer une role importante dans la maladie d’Alzheimer (CHAO et al., 2005).
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2..11. Toxicité des huiles essentielles

La toxicité des huiles essentielles est variable en fonction des composés et de la voie
d’administration. Les HE a I’intérieur des plantes posent peu de problémes. En revanche, des

solutions concentrées d’HE peuvent étre responsables de toxicité.

La toxicocinétique des HE est difficile a établir. En effet, si I’on peut étudier et décrire les effets
biologiques et/ou pharmacologiques d’un monoterpéne ou sesquiterpéne pur, il est difficile
(voire impossible) de parler de pharmacologie, pharmacocinétique ou de métabolisme d’une HE,

c'est-a-dire d’un mélange d’une certaine de composés (BRUNETON, 1993).

De plus, il n’existe pas encore d’études complétes et rigoureuses, de type « partie
toxicologiques » d’un dossier d’AMM. De nombreuses études sont réalisées par différents
laboratoires, avec des objectifs différents, des conditions expérimentales trés variables. Il est
donc difficile de faire le point.

L’action de I’HE est assimilée a 1’action de I’un des ses composants ou quelques-uns de ses

composants, ainsi qu’a certains métabolites issus des biotransformations de ces composés.
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¢ Objectifs du travail

Nous avons essayé, au laboratoire de biochimie et au laboratoire de microbiologie de la faculté
des Sciences de la Nature et de la Vie de I’Universit¢é de Mostaganem (Algérie), d’extraire

I’huile essentielle du citron (Citrus limon) d’une part.

D’autre part ; de synthétiser un savon additionné de cette huile et enfin étudier ces propriétés

physico-chimiques et sa rémanence.
1¢ Partie : Extraction de ’huile essentielle du citron

1. Matériel végétal

Le produit ayant servi a I’extraction des huiles essentielles est la partie écorce (zeste) du citron

(Citrus limon).

Les fruits ont été procurés d’une petite pépiniére située a Oued Lkhir, wilaya de Mostaganem. Le
fruit utilisé se caractérise par une forme ovale, de couleur jaune, I’écorce est molle,
moyennement épaisse, son épaisseur est d’environ 2 mm. Le poids moyen d’un fruit du citron

employé est de 200 g le poids moyen de son zeste est de 33 g (Photo 1).

Photo 1. Matériel végétal utilisé.

2. Extraction de I’huile essentielle du citron (Citrus limon)
2.1. Principe d’extraction

L’extraction des huiles essentielles a partir du zeste de citron frais est effectuée par la méthode

d’hydrodistillation décrite par CHANTHAPHON et al., (2008).


http://citruspages.free.fr/images/eurekafrost-jr.jpg
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Le procédé consiste & immerger la matiére végétale dans un ballon rempli d’eau placé sur une
source de chaleur. Le tout est ensuite porté a 1’ébullition. La chaleur permet 1’éclatement des
cellules végétales et la libération des molécules odorantes qui y sont contenues. Ces molécules
aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Les vapeurs sont
condensées dans un réfrigérant et les huiles essentielles se séparent de 1’eau par différence de

densité.
2.3. Technique d’extraction

Le citron utilisé pour I’extraction des huiles essentielles a préalablement subit un lavage, une

élimination des taches et un essuyage.

Pour extraire I'huile du citron nous avons choisi I'hydrodistillation, ¢a consiste a retirer I'huile de
I’écorce du citron et a la récupérer grace a un réfrigérant droit, il transforme la vapeur en liquide
(condensation).

Pour cela, il faut réaliser le montage illustré sur la photo 2, avec un chauffe ballon, un réfrigérant
droit, un erlenmeyer et un ballon monocol. L’entrée de I’eau se situe en bas, et la sortie en haut.
Mettre le chauffe ballon en marche, puis observer la température : celle-ci atteint rapidement

90°C. Chauffer environ 3 heures pour obtenir I’huile essenticelle et 1’eau.

Photo 2. Dispositif utilisé pour I’extraction de ’HE du citron
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Une fois I’hydrodistillation réalisée, prendre une ampoule a décanter et y mettre le distillat, puis
ajouter un solvant extracteur pour séparer 1’eau de I’huile essentielle (ex : eau salée) (Photo 3).
L’huile obtenue est conservée dans un réfrigérant a une température de 6°C, dans des flacons en

verre brun en vue de son incorporation dans le savon.

Photo 3. Ampoule a décanter du Clevenger.
2.3. Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de la biomasse végétale traitée

(AFNOR, 1986). Il est exprimé en pourcentage (%) et calculé par la formule suivante :

R = (Pn/ Pp) x 100

R : rendement en huile essentielle en pourcentage (%).
P : poids de I’huile essentielle en gramme.

Pr: poids de la biomasse végétale en gramme.
2°™e partie : Synthése du savon
1. Principe de la saponification

Le savon est le produit de la réaction d’une saponification (Figure 17). Au cours de cette
réaction, des corps gras (graisses ou huiles) sont hydrolysés en milieu alcalin par une base,
généralement de la potasse (KOH) ou de la soude (NaOH), & une température comprise entre 80
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et 100 °C. La température élevée sert a accélérer la réaction de saponification. La saponification
des corps gras produit du glycérol et un mélange de carboxylates (de sodium ou de potassium)

qui constitue le savon.
2. Technique de la saponification

1¢¢ étape : chauffage a reflux

Dans un ballon de 250 ml, on place un barreau aimanté, puis on verse 20 ml d’huile d’olive, 2.5
ml de glycérine, 10 ml de NaOH a 7 mol/l et 20 ml d’une solution d’éthanol a 90°.

On met en place le réfrigérant & eau et on chauffe a reflux le mélange réactionnel durant

30 min (Photo 4).

Photo 4. Dispositif de chauffage a reflux.
2¢me étape : le relargage

Au bout de 30 min, on arréte le chauffage et on laisse refroidir. On verse alors le mélange dans

un bécher contenant environ 100 ml de solution froide de chlorure de sodium a 20%.
3¢me étape : filtration sur Bichner

On filtre le mélange obtenu sur un filtre Biichner (Photo 5) et on rince le savon a ’eau distillée

froide plusieurs fois afin d’éliminer 1’exceés de NaOH.
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Photo 5. Dispositif de filtration du savon.
3. Incorporation de ’HE du citron

L’essence de citron est incorporée dans le savon obtenu & raison de 2 % (v/p). L’HE est ajoutée

au besoin a la pate du savon obtenue (Photo 6).

Cliché 6. La pate du savon obtenue.

4. Moulage et séchage

La pate du savon est versée dans des moules (Photo 7), puis mise a sécher pour la durcir pendant

plusieurs jours.
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Photo 7. Moulage de la pate du savon.

3¢me Partie : Etude des propriétés du savon obtenu
1. Détermination du point de fusion

Le point de fusion est la température a laquelle la substance est complétement fondue ainsi qu’en
témoigne la disparition de la phase solide et la transparence totale du liquide obtenu.

Le principe repose sur le chauffage d’un tube capillaire contenant une prise d’essai du savon
synthétisé sur une plagque chauffante et la notation de la température de fusion.

Le point de fusion de savon synthétisé est déterminé a 1’aide d’un banc de Koffler (Photo 8).

Photo 8. L appareil de banc de Koffler.

On note la température a laquelle la pate de savon devient complétement transparente ; cette

température constitue le point de fusion.




Chapitre 3. Matériels et méthodes

2. Détermination du pH

Pour la mesure du pH, on prépare une solution aqueuse par 1’ajout de 0,5 g de savon synthétise et
150 ml d’eau distillée. L’ensemble est soumis a une agitation constante pendant 2 minutes ; a
I’aide d’un agitateur (Stuart, modele UC 152). Le pH est ensuite déterminé a 1’aide d’un pH-
meétre (AD, modele 1030).

3. Détermination de I’alcali libre caustique

Elle représente I’hydroxyde alcalin NaOH ou KOH non combiné aux acides gras exprimés en
grammes pour 100 g de savon (%, P/P). La méthode utilisée est celle de 1’éthanol de la Norme
Algérienne n° 284 publiée en 1990 (selon la Norme ISO n° 456 du 1973).

On dissout 5 gramme de savon au réfrigérant ascendant dans 100 ml d’alcool a 60 % et 1’on
précipite a I’aide d’un exces de solution neutre a 10 % de chlorure de baryum. Sans filtrer le
précipité qui s’est formé, on titre alors goute a goute et en agitant constamment, par 1’acide

chlorhydrique en présence de phénolphtaléine.

4. Détermination du pouvoir moussant du savon dans différents milieux

Le pouvoir moussant du savon dans différents milieux est estimé par la mesure de taux de
mousse formée dans chaque milieu (acide, salin) par apport a un témoin (eau distillée) selon la
formule suivante :

hauteur de mousse de 1'¢chantillon(cm)

Taux de mousse (TM %) = x 100
( ) hauteur de mousse de témoin (cm)

4.1. En milieu acide

On prépare une solution savonneuse (S) par la dissolution de 3 g de savon dans 100 ml d’eau
distillée dans un tube a vis, on ajoute goute a goute 1 ml d’une solution d’acide chlorhydrique (1
mmol/l) a 2 ml de la solution S. On bouche le tube, on agite vigoureusement en position

horizontale pendant 15 secondes environ. Aprés 5 min au repos, on mesure la hauteur de mousse.

4.2. En milieu salin

Dans un tube a vis, on ajoute goute a goute 1 ml d’une solution saline de NaCl (30%) a 2 ml de
la solution S. On bouche le tube, on agite vigoureusement en position horizontale pendant 15

secondes environ. Apres 5 min de repos, on mesure la hauteur de mousse.
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4¢me Partie : Etude microbiologique
1. Méthode d’évaluation de Defficacité et la remanence du savon

Les objectifs de cette étude ont été de tester I’efficacité bactéricide et la rémanence du savon
obtenu.

Un protocole expérimental est élaboré en s’inspirant d’autres études réalisées dans le but
d’apprécier 1’efficacité de différents désinfectants (MARCHETTI et al., 2003; HERRUZO-
CABRERA et al., 2000; MULBERY et al., 2001; GIROU et LOYEAU, 2002).

Les volontaires choisis pour participer aux études étaient des étudiants de 1’Université de
Mostaganem, agés de 23 a 26 ans.

Les résultats des expérimentations permettront de calculer la capacité de réduction bactérienne

du savon apres lavage des mains.
2. Description globale du protocole expérimental

Le protocole expérimental s’est déroulé en plusicurs étapes : des prélevements bactériologiques
ont été effectués sur les mains de 1’opérateur avant et a différents temps apres lavage avec le

savon synthétisé (1 min, 1/2 h et 2 h).

Etape 1. Prélévements bactériologiques avant lavage

Un premier prélévement bactériologique réalisé sur mains non lavées a été effectué afin de
connaitre la flore cutanée de départ de 1’opérateur. Ce prélévement a servi de valeur de base pour

évaluer la capacité d’élimination des bactéries sur la peau par le savon.

Les extrémités distales des phalanges des doigts 2, 3 et 4 (index, majeur et annulaire) de chaque
main ont été apposées 5 secondes sur la gélose de 3 boites de prélevements, en appuyant
légérement (Photo 13) Ces manipulations se sont déroulées sur une seule journée. Les boites de
prélevement ont été identifiées : "D" pour la main droite et "G" pour la main gauche (Tableau 8).

Photo 9. Prélevement bactériologique avant lavage des mains
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Etape 2. Prélévement bactériologique aprés lavage.

Un préelévement a été réalisé apres le rincage et le séchage des mains, Le protocole expérimental
a été identique pour chaque prélévement, seuls les temps auxquels les prélevements étaient
effectués différaient (1 minute, %2 heure et 2 heures).

L’opérateur a frotté, avec du savon, chaque zone des 2 mains qui ont été rincées a 1’eau courante

et laissées sécher.
Etape 3. Dénombrement des bactéries

A la fin des différentes manipulations, les boites de gélose contenant les prélevements ont été
incubées pendant 24 heures a 30°C. A [D’issue de cette période, les colonies bactériennes

présentes dans chaque boite ont été dénombrées.

Tableau 4 : Tableau récapitulatif du déroulement des prélévements.

Bactériologie des mains

Opérateur Temps
Droite Gauche
Avant lavage D1 Gl
. 1 min apres lavage D1(1) G1(1)
N 1/2 heure apres lavage D1 (1/2) G1 (1/2)
2 heures aprés lavage D1(2) G1(2)
Avant lavage D2 G2
) 1 min apres lavage D2(1) G2(1)
N2 1/2 heure apres lavage D2 (1/2) G2 (1/2)
2 heures apres lavage D2(2) G2(2)
Avant lavage D3 G3
) 1 min apres lavage D3(1) G3(1)
NS 1/2 heure apres lavage D3 (1/2) G3(1/2)
2 heures apres lavage D3(2) G3(2)

3. Etude statistique

Aprés obtention des résultats bactériologiques, le taux de réduction bactérienne (TR) a été

calculé de la maniére suivante :
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TR = nombre d’UFC dans le prélévement avant désinfection—nombre d UFC aprés désinfection

x100
nombre d’UFC dans le prélévement avant désinfection

Des TR moyens ont été calculés en prenant en compte les résultats obtenus pour chaque
opérateur, a différentes répétitions et a différents temps.
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1¢"¢ Partie : Extraction de I’'HE de citron

1. Lerendement

L’hydrodistillation réalisée sur le zeste de citron (Citrus limon) a permet 1’obtention d’une huile
de couleur jaune péle, limpide, possédant une odeur caractéristique fraiche de citron (Photo 8).
La densité déterminée de I’HE extraite est de 0,852.

Photo 10. HE de citron (Citrus limon) obtenue par hydrodistillation.

Le rendement d’extraction calculé est de 1’ordre de 1,3%, en fonction de la matiere végétale
fraiche (Figure 27).

Rendement (%)

1,4 -
1,2 - ® Rendement (%)
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

L'HE de Citrus limon

Figure 27. Rendement en HE extraite a partir de citron.
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Notre résultat en matiére de rendement est superieur aux rendements edités par KHEIRA (2013)
qui est de I’ordre de 1,1%, par contre elle est égale le rendement édité par BOURGOU et al.
(2012) qui est de I’ordre de 1,3%. Mais ce rendement est supérieur aux rendements obtenus par
BLANCO TIRADO et al. (1995) et HELLAL (2011) qui valent respectivement 0,19% et 0,7%.

Le rendement de ces métabolites secondaires est différent d’une famille botanique & une autre,
d’une espeéce a une autre et méme entre les plantes de la méme espece. De plus, cette différence
de teneur en HES peut étre liée a plusieurs facteurs tels que la zone géographique de collecte, le

climat, le stade de développement et la saison.

Le degré de maturation du fruit influe remarquablement le rendement de 1’huile essentielle.
BOURGOU et al. (2012) ont constaté que le rendement en HE du citron augmente au début puis

diminue vers la fin de la maturation.

D’apres HIMAD (2011), le mode d’extraction a un impact sur le rendement d’extraction des
huiles essentielles. Le méme auteur a constaté que, en utilisant la méme variété de citron, le
rendement obtenu par hydrodistillation est nettement supérieur a celui obtenu par expression a
froid.

La norme AFNOR NF I1SO 855 (2004) a donné la composition de I’huile essentielle extraite par
expression de 1’écorce du Citrus limon avec un rendement de 1,2 a 1,5%. Les principaux
constituants sont le limonene (65 a 70%), le citral (1 a 5%), le béta-pinéne (4 a 9%), le gama-
terpinéne (9 a 12%), le linalol (1,5%), le cinéole, d’acétate de géranyle, le nonanal, le citronellal,

I’alpha-terpinéol, le camphéne et 1’alpha-bisaboléne.

Donc du point de vue quantitatif, il est intéressant de procéder a 1’extraction des huiles
essentielles de citron par hydrodistillation. L’intervention de la chaleur dans I’extraction par
hydrodistillation facilite 1’éclatement des poches sécrétrices ce qui explique cette différence en
rendements (BACHELOQOT et al., 2006).

Les huiles essentielles sont obtenues avec des rendements tres faibles (de I’ordre de 1%) ce qui
en fait des substances fragiles, rares, et précieuses. Ainsi les différentes techniques d’extraction
des huiles essentielles ou extraits aromatiques doivent d’une part, tenir compte de ces

caractéristiques et d’autre part, apporter des performances quantitatives satisfaisantes.

La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre plusieurs heures
selon le matériel utilisé et la matiére végétale a traiter. La durée de la distillation influe non

seulement sur le rendement mais également sur la composition de I’extrait.
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Dans notre protocole on a choisi une durée de 3 heures, qui nous a apparu convenable avec nos

conditions expérimentales : matiére fraiche utilisée et la température d’ébullition (Max 100°C).

On constate que le rendement est variable malgré que la technique d’extraction est la méme ;
cette variabilité est due probablement a la variation des facteurs suivants : le stade de croissance,

la période du récolte, le temps du récolte...etc.
2¢me partie : Synthése du savon

Etant donné que la réaction de saponification est une réaction lente & température ambiante, on
augmente la température du mélange réactionnel pour accélérer la réaction. Le chauffage a reflux
a permet de condenser les vapeurs des réactifs grace au réfrigérant a bulles et de les faire

retourner a I’état liquide dans le ballon.

L’utilisation de 1’éthanol a rendu le mélange réactionnel plus homogene. Il joue un role
d’émulsifiant : il permet le mélange de I’huile d’olive et la glycérine hydrophobe et de la

solution aqueuse de NaOH hydrophile.

Lors de I’étape du relargage, on a versé la solution obtenue dans solution aqueuse de chlorure de

sodium froide, elle s’est solidifiée et le savon précipita. Ainsi, on a pu récupérer le savon.

On a laissé le savon se durcir pendant quelques jours. Le Photo 9, représente le savon obtenu.

Photo 11. Le savon synthétisé apreés séchage.
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3tme partie : Etude des propriétés du savon obtenu
1. Détermination du point de fusion

Le point de fusion déterminé pour notre savon synthétisé est de 190°C, cette température permet

la transformation totale de savon en liquide non laiteux.

Le point de fusion des savons, méme lorsque le sel d’acide gras est unique et purifié, reste assez
mal défini, entre 200°C et 250°C, par mesure sur le banc Koffler. Le liquide obtenu est

transparent, non laiteux.

La nature de base utilisée en saponification influe considérablement le point de fusion de savon
synthétisé, environ 150°C avec une base minérale et 200°C avec une base de synthése (JOHO,
2007). Le tableau 5, ci-aprés représente les points de fusion des savons usuels selon la nature de

la base utilisée.

Tableau 5. Point de fusion des savons usuels (JOHO, 2007).
Savon Calcium | Aluminium Lithium Sodium Argile

Point de fusion (°C) 95 110 180 190 InfUSible

2. Détermination du pH

Pour notre savon obtenu, le pH déterminé est de 10,5 a 22°C, qui est un pH basique. La
principale préoccupation a propos du savon a I’heure actuelle est celle du pH. Le pH de la peau
est acide et se situe entre 5,2 et 7,0.

Le pH de la peau entre 5,2 et 7,0 caractérise le type de peau. Une peau normale a un pH
d’environ 6,5. La peau humaine a un pH relativement acide. Le savon est basique. Son pH est
autour de 9. Lors de la toilette, il perturbe donc I’acidité de I’épiderme (HOTANTAI, 1999).

La diminution du pH est liée a la I’addition de I’HE de citron qui & un pH acide de 6,6.

Le niveau du pH obtenue est en concordance avec celui obtenue par BRANDA et al., (2002)
pour le savon « Rosa venus », (Tableau 6).

Théoriquement, il apparait logique de croire qu’une telle substance soit irritante pour la peau. Et
pourtant nous utilisons tous réguliérement le savon.

En effet aprés savonnage, les glandes sébacées reprennent une activité normale en quelques

minutes et le pH initial de la peau est rétabli.
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L’incorporation de la glycérine dans notre savon synthétisé, et sa teneur en huiles neutre permet

un savonnage en douceur respectant le film hydrolipidique de la peau.

Certains savons a base de dérivés du pétrole, ont un pH allant de 7 & 5,5 ; on pourrait donc les
croire plus «doux » mais ce n’est pas le cas ces savons ont un pouvoir détergent tellement

puissant qu’ils assechent la peau.

Le niveau de pH du savon déterminera son utilisation postérieure, ainsi un savon avec un pH
supérieur a celui de la peau, c’est-a-dire, alcalin lui-méme et irritant pour la peau, peut se
considérer comme un savon détergent, et par conséquent ne pas étre recommandé pour

I’utilisation personnelle.

3. Détermination de I’alcali libre caustique

L’exceés d’alcali doit étre évité non seulement dans les savons de toilette et de ménage, mais
aussi dans les savons servant au lavage de la laine et de la soie, car I’alcali libre rend réches les
fibres animales, et diminue leur solidité et leur éclat. Les teintureries sur soie ne tolerent par
exemple pas plus de 0,03% de soude libre, tandis que pour le lavage et le foulage des draps laine,
on permet de 1 a 1/2 % (MARCUSSON, 1929).

L’alcali libre caustique déterminé pour notre savon est de 0,27%. Cette valeur indique la quantité
minime de soude caustique présente dans le produit fini. L’élimination de la soude est atteinte,

dans notre protocole, par plusieurs ringages consécutifs a I’eau distillée (environs 12 ringages).

De fagon générale, lorsqu’on se référe aux normes 1ISO 684-1974, notre savon peut étre classé
dans la 2°™ gamme des savons de ménage (leur teneur en alcali libre caustique étant inférieure

ou égale a 0,27%, celui de I’eau étant également inférieure a 30%.

De cette faible teneur en alcali libre caustiques décelée dans le savon parfumée a I’HE de citron,

on peut prévoir son incapacité a produire des irritations sur une peau normale.

Le tableau 7, ci-dessous récapitule les caractéristiques physico-chimiques du savon synthétisé

(point de fusion, pH, alcali libre caustique).

Tableau 6.Caractéristiques physico-chimiques du savon synthétisé.

Point de fusion 190°C
pH 10,5

Alcali libre caustique 0,27%
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4. Détermination du pouvoir moussant de savon dans différents milieux
4.1. En milieu acide

L’ajout de la solution savonneuse au milieu acide (HCI), a permet 1’obtention d’un précipité
blanc (Photo 11, B) et il n’y avait pas formation de mousse par rapport au témoin (Photo 11, A).

Le taux de mousse calculé (TM) est de 0% par rapport au témoin.

Lors de la dissolution du savon dans 1’eau, les groupes carboxylate et les ions sodium s’entourent
de molécules d’eau et sont disperses dans la solution : ¢’est le phénomeéne de solvatation (Figure

28). On obtient des ions hydratés entourés de molécules d’eau.

Figure 28.Solvatation des ions de savon dans I’eau.

Une solution acide contient des ions HzO* qui sont I’acide du couple HzO*/H20. Comme les
ions carboxylate sont la base du couple RCOOH/RCOO™ il se déroulera une réaction acide —

basique qui a pour équation :

R-COO" + H30O* » R-COOH + H20

L’action détergente d’un savon est liée a sa solubilit¢ dans 1’eau, c’est-a-dire son pouvoir

moussant. Donc un milieu acide n’est pas favorable a I’action du savon obtenu.
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A B

Photo 12.La solubilité du savon.
A.dans P’eau distillée.
B.dans I’acide chlorhydrique.

4.2. En milieu salin

Le pouvoir moussant du savon dans un milieu salin (NaCl) a largement diminué par rapport a

I’eau distillée (Photo 13, B). Le taux de mousse calculé (TM) est de 15% par apport au témoin.

En présence d’ions sodium Na® , les ions carboxylates vont réagir en formant un précipité de
carboxylate de sodium, c’est-a-dire du savon solide qui n’aura aucune action. Cette réaction de

précipitation a pour équation :

R-COO ~ + Na* » R-COONa
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Photo 13. La solubilité du savon.
A. dans P’eau distillée.

B. dans le chlorure de sodium.
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4%me pPartie : Etude microbiologique

Les résultats obtenus des différents prélevements microbiologiques sont rapportés dans le tableau
9 : des colonies bactériennes et des moisissures ont été denombrées dans chaque boite de Pétri,
de chaque répétition et pour chaque opérateur et a différents temps.

Les photos 14 et 15 représentent les boites de gélose des prélévements de I’opérateur D2 avant et
aprés lavage avec le savon synthétisé aprés 1’incubation. Les colonies bactériennes sont visibles
sur les deux boites de preléevement avant lavage (Photo 14) et apres lavage (Photo 15). Les

empreintes de doigts laissées par 1’opérateur lors du prélévement sont discernables sur la Photo
14.

Empreinte digitale

Colonies bactériennes

Photo 14. Boite de gélose D2 apres incubation.
(D. main droite, 2. Opérateur 2 avant lavage avec le savon)

Colonies bactériennes

Photo 15. Boite de gélose D2(1/2 h) aprés incubation.

(D. main droite, 2. Opérateur 2, 1/2 heure apreés lavage avec le savon)
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Opérateur

Tableau 7 : Résultats des prélevements microbiologiques.

Temps

Dénombrement

des colonies

(mains droites)

Dénombrement

des colonies

(mains gauches)

430 colonies 63 colonies
Avant lavage D1 o Gl o
23 moisissures 6 moisissures
N° 1 1 min apres lavage D1(1min) | 6 colonies G1(1min) | 7 colonies
1/2 heure aprés lavage | D1 (1/2h) | 40colonies G1 (1/2h) | 35 colonies
2 heures aprés lavage D1(2h) 84 colonies G1(2h) 50 colonies
111 colonies 168 colonies
Avant lavage D2 o G2 o
16 moisissures 4 moisissures
N° 2 1 min apres lavage D2(1min) | 48 colonies G2(1min) | 32 colonies
1/2 heure aprés lavage | D2(1/2h) | 53colonies G2(1/2h) | 40 colonies
2 heures apres lavage D2(2h) 72 colonies G2(2h) 61 colonies
142 colonies 118 colonies
Avant lavage D3 - G3 o
1 moisissure 8 moisissures
N° 3 1 min apres lavage D3(1min) | 55 colonies G3(1min) | 62colonies
1/2 heure apres lavage | D3(1/2h) | 80 colonies G3(1/2h) | 78 colonies
2 heures aprés lavage D3(2h) 93 colonies G3(2h) 89 colonies

Ce tableau montre bien que le nombre de colonies bactériennes dénombrees avant lavage des
mains (soit droite ou gauche) avec le savon synthétise est largement réduit aprés lavage et celui-

ci pour chaque opérateur et a différents temps.

Les doigts de la main droite, pour I’opérateur 1 et I’opérateur 3, semblaient plus contaminés que
ceux de la main gauche : donc la boite de gélose D1, par exemple, contenait 430 colonies alors

que la boite G1 en contenait 63 colonies (Tableau 9).
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Les doigts de la main gauche, pour I’opérateur 2, semblaient plus contaminé que ceux de la main
droite : la boite de gélose D2, contenait 111 colonies alors que la boite G2 en contenait 168
colonies (Tableau 9). Le nombre de moisissures dénombrées dans les différents prélevements

varie de 1 3 23.

L’objectif de cette étude était de tester 1’efficacité ainsi que la rémanence du savon obtenu aprés
le lavage des mains. Le protocole expérimental a été €laboré en s’inspirant une étude testant
I’efficacité d’un savon chirurgical (TANNEUR, 2006). Contrairement a cette étude, nos

expérimentations ont été effectuées sur 3 opérateurs.

Les résultats obtenus des tests microbiologiques nous ont permis d’avoir une premicre idée sur

I’efficacité du savon.

Les résultats des prélevements bactériologiques réalisés pendant les manipulations ont été tres
satisfaisants. Ils ont montré qu’aprés un lavage avec le savon, le taux de réduction bactérienne
sur la peau était entre 47,46 et 98,60% de la flore totale avant lavage; et ce une minute apres le

lavage avec le savon. (Tableau 10 et Figure 29, ci-apres)

Tableau 8. Les taux de réduction bactérienne 1min apreés le lavage avec le savon

synthétise.

Opérateur Pré'évement Taux de I’édUCtiOl’l bactérienne (TR)

D1(1min) 98,60%
N1 G1(1min) 88,89%

D2(1min) 56,76%
N"2 G2(1min) 80,95%

D3(1min) 47,46%
N° 3

G3(1min) 61,27%
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100,00% -
90,00% -
80,00% -
70,00% -

60,00% -
50,00% - lTaux’dg réduction
bactérienne (TR)

40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00%
0,00%

D1 G1 D2 G2 D3 G3

Figure 29 : Taux de réduction bactérienne (TR) aprés 1min.

Pour I’étude de la rémanence du savon synthétisé on a fait des prélevements bactériologiques
aussi aprés %2 heures. Le TR était entre 33,90 et 90,69 %. Les résultats obtenus sont illustrés

dans le tableau 11 et figure 30, ci-apres.

Tableau 9. Les taux de réduction bactérienne %2 heure apres le lavage

avec le savon synthétise.

Opérateur Prélevement | Taux de réduction bactérienne (TR)
D1(1/2 h) 90,69%
N“1 G1(1/2 h) 44,44%
D2(1/2 h) 52,25%
"2 G2(1/2 h) 76,19%
D3(1/2 h) 43,66%
N"3 G3(1/2 h) 33,90 %




Chapitre 4. Résultats et discussions
|

100,00% -
90,00% -
80,00% -
70,00% -

60,00% -
50,00% - B Taux de réduction
bactérienne (TR)

40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -
0,00%

D1 G1 D2 G2 D3 G3

Figure 30 : Taux de réduction bactérienne (TR) aprés %2 heure .

Les résultats des prélévements bactériologiques apres 2 heures, le taux de réduction bactérienne

sur la peau était entre 20,63 et 80,47% de la flore totale avant lavage (Tableau 12 et Figure 31,

ci-dessous).
Tableau 10. Les taux de réduction bactérienne 2heures
apres le lavage avec le savon synthétise.
Opérateur Prélevement | Taux de réduction bactérienne (TR)

D1(2 h) 80,47%

N1 G1(2h) 20,63%

D2(2 h) 35,14%

N®2 G2(2 h) 63,60%

D3(2 h) 34,51%

N3 G3@2h) 24,58%
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Figure 31 : Taux de réduction bactérienne (TR) aprés 2heures.

Ces résultats étaient attendus et concordant avec les donnees bibliographiques concernant
I’efficacité antibactériennes de I’huile d’olive et I’HE de citron utilisée comme adjuvant dans

notre savon amélioré.

Les mécanismes par lesquels les huiles essentielles exercent leur activité antibactérienne sont
incomplétement compris, mais il y a un certain nombre de mécanismes proposés (HLLEY et
PATEL, 2005). L’action des huiles essentielles sur le développement des microorganismes peut

étre

Le savon obtenu semble avoir une activité bactéricide prolongée dans le temps sur la peau :
jusqu’a 2 heures apres le lavage des mains, le taux de réduction bactérienne a atteint 80,47%. La
peau ne s'est pas recontaminée, malgré que la chaleur et 1’humidité des mains générent un milieu
confiné tres favorable au développement des bactéries. Le savon semble donc avoir une

excellente rémanence.

La peau des mains semble protégée de la recontamination bactérienne par 1’action rémanente du
savon. Cependant, il est possible que des bactéries restent en phase de latence (capables de

survivre mais pas de se multiplier).
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Conclusion

La formation du savon est une réaction simple sur le plan chimique. Cependant la démarche
technologique a adopter pour obtenir un produit de qualité acceptable est quelque peu
complexe. Pour obtenir un savon de bonne qualité, il faut attacher une attention particuliére a
la qualité des matiéres premiéres. L’objectif premier de cette étude était de tester I’efficacité
bactéricide d’un savon additionné a I’huile essentielle de citron (Citrus limon), ainsi que sa

rémanence.

Les résultats des manipulations réalisées ont été tres encourageants : aprés un lavage avec ce
savon, le taux de réduction bactérienne sur la peau a été de 47,46 et 98,60%. L’efficacité et la

rémanence de ce savon paraissent étre excellentes.

Les perspectives d’études sur I’efficacité et la rémanence du savon synthétisé suite a cette
étude sont nombreuses :

e les résultats de cette étude montrent que la réduction bactérienne est de 80,47%, 2 heures
apres desinfection. Il serait judicieux de batir un protocole expérimental comprenant des
prélevements bactériologiques a des temps supérieurs a 2 heures aprées le lavage des mains.
Ceci permettrait de déterminer le temps au bout duquel la rémanence du savon s’atténue ;

e il est également envisageable de réaliser d’autres études comprenant des protocoles de
désinfection des mains, permettant par exemple de déterminer le temps de lavage minimum
pour un effet optimum du savon ;

e des ¢tudes pourraient étre réalisées pour comparer 1’efficacité et la rémanence du savon

obtenu avec d’autres savons, pouvant servir de témoins ;

|E
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Annexes

Annexes

Annexes N° 1. La composition de la Gélose Nutritive

- Extrait de viande 1,09

- Extrait de levure 2,59

- Peptone 5,09

- Chlorure de sodium 5,0g
- Agar 16,5¢

- pH=70

Annexe N°2. Les normes adoptées pour classer les savons et détergents (ISO 684-1974).

Pate de
Type de produit Savon de ménage Savon de toilette savon
Parfumé
Pourcentage .
1ere /
pondéral 2éme 3éme 1éme 2éme
Gamme
Matieres grasses
animales ou
o ) 62 58 60 78 70 18
végétales (Min)
Alcali libre
(Max) 0,08 0,3 0,3 0,002 0,02 0,02
Humidité
(Max) 28 30 28 14 20 55



Annexe N° 3. Les taux de mousse dans un milieu acide.

A B

Photo 16. La solubilité du savon.

A. dans ’eau distillée.
B. dans I’acide chlorhydrique.

Le taux de mousse calculé (TM) est de 0% par rapport au témoin.

Annexe N° 4. Les taux de mousse dans un milieu salin.

Photo 17. La solubilité du savon.
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A. dans P’eau distillée.
B. dans le chlorure de sodium.

Le taux de mousse calculé (TM) est de 15% par rapport au témoin.

Annexe N° 5. Les prélevements microbiologiques des mains de I’opérateur 1 avant et

aprés lavage au savon.

Photo 18. Préléevements microbiologiques des mains avant lavage au savon.

D1 : main droite, opérateur 1.

G1 : main gauche, opérateur 1.

Photo 19. Prélévements microbiologiques des mains aprés 1min de lavage au savon.

D1 : main droite, opérateur 1.

G1 : main gauche, opérateur 1.
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Photo 20. Préléevements microbiologiques des mains apres %2 h de lavage au savon.

D1 : main droite, opérateur 1.

G1 : main gauche, opérateur 1.

Photo 21. Prélévements microbiologiques des mains aprés 2h de lavage au savon.

D1 : main droite, opérateur 1.

G1 : main gauche, opérateur 1.
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Annexe N° 6. Les prelevements microbiologiques des mains de I’opérateur 2 avant et

aprés lavage au savon.

Photo 22. Prélevements microbiologiques des mains avant lavage au savon.
D2 : main droite, opérateur 2.

G2 : main gauche, opérateur 2.

Photo 23. Prélévements microbiologiques des mains aprés 1min de lavage au savon.
D2 : main droite, opérateur 2.

G2 : main gauche, opérateur 2.
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Photo 24. Prélévements microbiologiques des mains apres % h de lavage au savon.

D2 : main droite, opérateur 2.

G2 : main gauche, opérateur 2.

Photo 25. Prélevements microbiologiques des mains aprés 2h de lavage au savon.

D2 : main droite, opérateur 2.

G2 : main gauche, opérateur 2.



Annexes

Annexe N° 7. Les prelevements microbiologiques des mains de I’opérateur 3 avant et

aprés lavage au savon.

Photo 26. Prélevements microbiologiques des mains avant lavage au savon.

D3 : main droite, opérateur 3.

G3 : main gauche, opérateur 3.

Photo 27. Prélévements microbiologiques des mains aprés 1min de lavage au savon.

D3 : main droite, opérateur 3.

G3 : main gauche, opérateur 3.



Annexes

Photo 28. Prélévements microbiologiques des mains apres % h de lavage au savon.

D3 : main droite, opérateur 3.

G3 : main gauche, opérateur 3.

Photo 29. Prélévements microbiologiques des mains aprés 2h de lavage au savon.

D3 : main droite, opérateur 3.

G3 : main gauche, opérateur 3.



