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INTRODUCTION

L’homme a depuis fort longtemps été désireux deifiencet d’améliorer son apparence.
Les premiéres utilisations des cosmétiques somgpee aussi anciennes que lui. Déja lors de la
Préhistoire, il réalisait de la peinture corporellerigine minérale mélangée a des corps gras pour
embellir et protéger sa peau. Depuis, I'applicatitas cosmétiques a considérablement évolué.
Depuis le XXMesiecle et surtout avec I'Industrialisation, lesdhrits sont de plus en plus variés.

A présent, ces produits sont congus dans la m@joes cas avec des produits de synthése ou
encore des dérivés pétroliers, ce qui a permisaiksér fortement leurs prix. Toutefois, dans les
produits cosmétiques d’aujourd’hui, ce sont lesnpgosants des parfums et les conservateurs qui
représentent les allergenes les plus frequemmeobm&és ; viennent ensuite les excipients et les
emulsifiants. Pour le cas des conservateurs, lepaes sont les plus utilisés en cosmétique. lls
ont fait I'objet de nombreuses études qui ont dénéoleur large spectre d’action contre divers
microorganismes. Néanmoins, la controverse sur kmploi s'accroit depuis des études
britanniques effectuées en 2004 qui ont permisékealion des traces de parabenes dans des
échantillons du cancer du seihl]. D’autre part, la tendance actuelle vers les ctigoes
biologiques devient de plus en plus considérable.

Par ailleurs, l'usage des cosmétiqgues a Madagastarelativement ancien. Actuellement
cela ne se limite plus aux « recettes traditiomsell : les malgaches se tournent de plus en plus
vers les produits de synthése. Dans un soucisalgit@ainsi que de bien-étre du consommateur,
il nous a donc semblé judicieux avec la société HEOMHARMA de nous intéresser a la
guestion suivante : « Quels sont les additifs & bdes plante qui pourraient jouer le role de
conservateur et seraient compatibles avec les pisochsmétiques a Madagascar pour le cas de la
société HOMEOPHARMA? »

Afin d’obtenir réponse a cette question, des revieiographiques ont été réalisées en
amont suivis de divers travaux de laboratoire, deslyses sensorielles et des enquétes
sociodémographiques.

La présente étude se subdivisera donc en troisepariaprés les généralités sur les
cosmetiques, les conservateurs en général et Béxpe la méthodologie, la deuxiéme partie
traitera des matériels et méthodes mis en ceuvnel@don déroulement de I'étude et la troisieme
partie traitera des résultats, des discussions qiressdes recommandations et permettra alors de
répondre a la question fondamentale posée précéeetnm

ETUDE DES CONSERVATEURS NATURELS POUR LES PRODUITSCOSMETIQUES : CAS DE L'HUILE ESSENTIELLE DE
GIROFLE CLOUS (Eugenia caryophyllata ET DE MANDRAVASAROTRA(Cinnamosma fragrany
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I GENERALITES SUR L’ETUDE

1.1.Généralités sur les produits cosmétiques

1.1.1. Définition

Un cosmétique est une substance ou un mélangaélésétre mis en contact avec diverses
parties superficielles du corps humain, notamm@épiderme, les systemes pileux et capillaires,
les ongles, les lévres, les organes génitaux eedetas dents et les muqueuses buccales, en vue,
exclusivement ou principalement, de les nettoyest@ger, parfumer, maintenir en bon état, de
modifier leur aspect ou d'en « corriger » l'oddwes cosmétiques sont des produits d'hygiene et
d'embellissement. De maniéere plus générale, la étgue désigne l'ensemble des procédés et
traitements destinés a embell24]

1.1.2. Composants d’'un produit cosmétique

Un produit cosmétique est généralement composé de :

- L’excipient ou base : c’est la partie la plus intpate du point de vue guantitatif : eau,
huile, cire et émulsifiants pour une émulsion ; ,eéensioactifs et épaississant pour les
shampoings ou gels douches ; mélange d’alcool deasires et d’huiles pour les rouges a levres.

- Les principes ou agents actifs : ce sont eux gaofezent leurs propriétés soignantes aux
cosmétiques. Les substances hydratantes ou less fiblaires protecteurs sont des agents actifs,
tout comme les vitamines.

- Les substances auxiliaires (additifs) : elles $ihit les préparations cosmétiques. Les
conservateurs et les antioxydants sont comptési gasrdernieres.

- Les parfums : un produit de beauté n’aurait paséfment besoin d’étre parfumeé, mais
'achat se fait aussi avec le nez : I'odeur joue@la prépondérant dans la prise de décigi®].

1.1.3. Emulsifiant

Les émulsifiants sont d'importants agents stabilisalLa peau réussit tout naturellement a
émulsionner 'huile et I'eau. Mais pour que la phagjueuse et la phase huileuse d'un produit
cosmetique forme une émulsion agréable, I'ajoun diers : I'émulsifiant est nécessaif£9]

e Composition d’'une émulsion

L’émulsion cosmétique est un cocktail dont les @paux composants sont la phase
aqueuse et la phase huileuse.

- La phase aqueuse est constituée d'eau et de sobstémydrosolubles, comme les

extraits de plantes

- La phase huileuse est généralement composée dhdgecires, d’alcools gras, d’esters

d’acide gras ou des composants gras comme par é&x&hyle d’avocat ou I'huile de
noyau d’abricot.

Il existe deux types d’émulsions :

- L’émulsion « huile dans I'eau » dans laquelle lesttglettes d’huile sont en suspension

dans l'eau. L'eau forme une phase continue danselbg sont incorporées les
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gouttelettes d huile constituant la phase discontinue. Et puisque la phase continue est
agueuse, cette émulsion a un fort pouvoir hydratant, s étale facilement et est rapidement
absorbée.

- L’émulsion « eau dans I" huile » dans laquelle les gouttelettes d’ eau sont enfermées dans
I"huile, cette derniére formant la phase continue. Une telle émulsion couvre les besoins
delapeau en graisse et en eau ; elle est mieux adaptée aux soins de nuit.

Dans la reédlité, plus de 90% des formules de soins ont le méme et unique excipient :
I’émulsion. C’est une « recette de base » a partir de laquelle est élaborée toute pal ette de produits :
lait nettoyant, créme pour le visage, créme solaire ou soins capillaires. Le grand avantage des
émulsions est gu’elles sont bien tolérées par la peau car leur composition est tres proche de la
couche hydrolipidigue naturelle de |’ épiderme.

1.1.4. Qualités requises par un produit cosmétique ou produit d’hygiene corporelle
Toute formulation cosmétique doit [2]:

- Respecter I'intégrité de la peau,

- Maintenir son pH physiologique ou permettre un retour rapide alanormale,

- Etre bien tolérée et d’ une parfaite innocuité toxicol ogique et microbienne pour I utilisateur,
- Avoir unetexture agréable,

- Etrefaciled emploi.

1.1.3. Etiquetage des produits cosmétiques

Les récipients et/ou emballages doivent porter, en caracteres indélébiles, facilement lisibles
et visibles:

- lenom ou laraison sociale, et I'adresse ou le siege social, du fabricant ou du responsable
de lamise sur le marché du produit cosmétique établi al'intérieur de la Communauté;

+ le contenu nominal au moment du conditionnement indiqué en poids ou en volume;

- la date de durabilité minimale annoncée par la mention "A utiliser de préférence avant
fin..." pour les produits dont la durabilité minimale est inférieure & 30 mois;

« la durée d'utilisation apres ouverture sans dommage pour le consommateur pour les
produits dont la durabilité minimale excede 30 mois. Cette information est indiquée par un
symbole spécial qui représente un pot de créme ouvert;

+ les précautions particuliéres d'emploi;

« le numéro de lot de fabrication ou la référence du produit permettant I'identification de la
fabrication;

« lafonction du produit. [2]

Rapport-gratuit.com @
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1.2. Contamination microbienne des produits cosmétiques

1.2.1. Origine des contaminations

Une des principales sources d'altération des ptedwosmétiques est d'origine
microbiologique (les sources de contamination sesgentiellement les ingrédients, surtout a
l'eau).[21]

Un produit cosmétique peut en effet étre contarpi@édes microorganismes de plusieurs
manieres. Ces microorganismes se multiplient jusquoduire un nombre total de bactéries
susceptible d'altérer la qualité du produit et déren a la santé des consommateurs, allant
d’infections simples jusqu’a des réactions allengs graveqd38]

Les sources possibles de contamination microbiete® produits cosmétiques sont trés
nombreuses. llya:

L) Les contaminations survenant au cours de la faimrcdues :

- aux matiéres premiéres souillées (I'eau, les pteddiorigine végétale, animale ou
tellurique) pouvant servir de nutriments aux miorganismes ;

- aux locaux ou a des matériels inadaptés ou insnffisent protégés des causes de
pollution : courant d’air, humidité, eau stagnasete, ;

- au personnel qui sont des éventuels porteurs daegepar leurs peaux, leurs cheveux,
leurs salives, leurs vétements, leurs chaussutesgepar leurs déplacements dans les
ateliers de fabrication.

& Les contaminants survenant aprés la fabrication dus

- au conditionnement primaire comme les articles a@itionnement (flacons, tubes, etc.)
emballés directement dans des cartons, sans wemient de ce dernier par un sac en
matiere plastique ;

- alutilisation par le consommateur du produit (pr&ment avec les doigts, remise dans le
récipient d’excédents de produit prélevé, introdurcinvolontaire d’eau lors de l'usage ou
de la refermeture du flacon).

1.2.2. Nature des contaminants

Les bactéries sont les agents contaminants lesrgiggemment rencontrés aussitot apres la
fabrication des produits. Les champignons infésgumoisissures, levures) sont moins fréquents.
Les bactéries du genfeseudomonasont le plus souvent isolées des produits cosomedisqon
utilisés ; cette frequence s’explique par l'origingdrigue de ces germes. Viennent ensuite les
genresEnterobacteriaceaestaphylococcusBacillus, Clostridium etc.

En cours d'utilisation, la nature des contaminaatsouvés n’est pas identique : les genres
Staphylococcusont alors les germes les plus fréquemment reréont

Selon la norme internationale 1ISO 1841, [portant sur Cosmétiques- Microbiologie-
Détection des micro-organismes spécifiés et norifsge: pour les cosmétiques et d’autres
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produits topiques, la détection d’agents pathog@oes la peau tels qugtaphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosd Candida albicanspeut étre justifié car ils peuvent engendrer des
infections cutanées ou ophtalmiques. La détectianties sortes de micro-organismes peut aussi
représenter un intérét car ces micro-organismeso(gpris des indicateurs de contamination
fécale, par exempl&scherichia coli laissent penser a une défaillance de I'hygieneaus du
processus de fabrication.

Ce sont dailleurs les germes dont des indicatisp&cifiques sont données pour leur
identification. Les normes correspondantes sorsu@santes pour :

- Staphyloccocus aureusdSO 22718:2006 Cosmeétiques Microbiologie— Recherche de
Staphyloccocus aureus

« Pseudomonas aeruginos#SO 22717:2006 Cosmétiques Microbiologie— Recherche
dePseudomonas aeruginosa

« Candida albicans :ISO 18416 : 2007 Cosmétiques Microbiologie — Recherche de
Candida albicans

- Escherichia coli NF ISO 21150 Cosmétiques —Microbiologie — DétectiorEdtherichia
coli

1.2.3. Conséquence des contaminations

La contamination microbiologique d’'un produit cosigée peut étre préjudiciable sur un
double plan :

- Sur le plan de la santé pour le consommateur. Eml'cailisation d’un produit contaming,
le risque sera fonction de la nature du germe aonint, de I'importance de la contamination du
produit et du site corporel ou sera déposé le proda peau saine, avec sa microflore résidente,
constitue une barriére efficace vis-a-vis des naaganismes exogenes, de plus la quantité de
produit déposé par unité de surface cutanée dsiefélmg/cm). Le risque sera d'autant plus
important si le produit est utilisé sur une peasé& au voisinage d’'une muqueuse (muqueuse
oculaire par exemple), chez le tres jeune enféelz tes sujets dont la résistance aux infections es
diminuée, etc.

- Sur le plan économique pour le fabricant. En efbetye le colt du rejet de lots trouvés
contaminés par le laboratoire de contrdle, les ficadions des caracteres organoleptiques et
physico-chimiques du produit, qui surviennent sodvéorsque la contamination devient
importante, peuvent détourner le client de I'achaproduit.

Les modifications observées peuvent étre :

- Un changement de coloration di : soit a la dégradate composants du produit, soit a la
formation de métabolites diffusibles par les contemts (pigments dd’seudomonaspar
exemple) ;

- L’apparition de colonies parfois pigmentées, erfat@ des produits pateux présentés en
pots Flavobacterium Micrococcus levures, moisissures, etc.). cette apparitioalenies peut
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étre favorisée par la présence, en surface du pyodiel gouttelettes d’eau de condensation
formées apres fermeture du contenant (pots) ;

- L’apparition de troubles, de floculats dans lesdpits limpides, constitués par la biomasse
microbienne et/ou par des composants des prodhgitduibilisés sous I'influence du métabolisme
microbien ;

- L'apparition de gaz, le plus souvent due au dé\mdopent de bactéries anaérobies ;

- Une modification des caracteres rhéologiques : atian de viscosité, rupture des
emulsions ;

- Un changement olfactif : certains microorganismexipisent des composés d’odeur plus
ou moins désagréable qui vont modifier le parfuiinita@l du produit ;

- Une modification de pH de la préparation, une oxgta une réduction ou une hydrolyse
d’actifs ou d’additif, etc. réactions dues a 'ttt des enzymes bactériefiss]

1.3.Parametres et normes microbiologiques

Il nexiste pas de parametres et de normes miclodigues officiels, relatifs a la qualité
microbiologique des produits cosmétiques, maiseseeht les limites proposées et recommandées
par la profession.

Ces limites comprennent des spécifications qudivéis, des spécifications qualitatives
reproduites dans le tableau suivant, ainsi quetiésres d’acceptation. Pour ces derniers, il est
indiqgué que «tous les échantillons doivent étrefawnes aux spécifications quantitatives et
qualitatives ».

Tableau I: Limites microbiologiques pour les produits cosmétiques [4]

MICROORGANISMES ‘ LIMITES
Spécifications quantitatives (prise d’essai de 1guale 1ml minimum)
Microorganismes  aérobies = mésophiles
revivifiables
Catégorie 1 : produits destinés aux bébés|et1d* UFC/g ou /ml
la zone oculaire

Catégorie 2 : autres produits <10°UFC/g ou /ml

Spécifications qualitatives
Pseudomonas aeruginosa Non détectable dans un échantillon |de
Staphylococcus aureus produit de 0,1g ou 0,1ml

Candida albicans

1.4. Conservateurs

1.4.1. Généralités

Selon la définition de la communauté européennéaddirective 95/2/CE, on entend par
conservateur toute substance qui prolonge la ceatien des produits en les protégeant contre les
altérations dues aux microorganisnfigls Selon le Nouveau précis d'esthétiqgue cosmétigrage
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édition, dans les cosmétiques, un conservateuuarpte de protéger les produits cosmeétiques des
contaminations microbiennes et fongiques au coailg ¢abrication et lors de l'utilisatiof28].

Compte tenu des risques liés a un développememid@organismes dans un produit
cosmétique, le formulateur doit, dans la majorié das, se poser la question de I'addition d'un
agent conservateur adapté a la formule consid@&gaines formulations peuvent posséder une
autoprotection suffisante et ne nécessitent pgeutad’un conservateur antimicrobien. Cette
autoprotection peut étre la conséquence des casticqgées physico-chimiques de la formulation
ou liée a la présence en quantité suffisante dadu d’additifs possédant des propriétés
antimicrobiennes. Ces derniers peuvent étre inttedians la formulation pour une autre fonction
gue la conservation (conservateurs proprement ditsubstances pouvant participer a la
conservation) du produit et doivent étre capabksiévelopper, au sein du produit cosmétique,
des propriétés microbiostatiques et microbicidendites, sans toutefois interférer notablement
sur la flore cutanée normale lors d’'une applicatiaitaire.

1.4.2. Autoprotection des formulations

1.4.2.1.  Protection par les caractéristiques physico-chimiques de la formulation
Certaines caractéristiques physico-chimiques d&sapations peuvent influencer la capacité
de multiplication et/ou de survie des microorgarasii6]

a. pH
Un pH inférieur a 4 ou supérieur a 8 peut inhikeermultiplication de la majorité des
bactéries et participer a la protection du prodGiéependant un pH acide peut permettre la
croissance de champignons microscopiq[ie.

b. Activité de 'eau ou @

L’a,, minimale pour laquelle les microorganismes peuvantmultiplier varie selon les
espéeces microbiennes. Les espéces du d&seadomonasgxigent une quantité d’eau libre trés
importante et peuvent rarement survivre dans uremdont I'g, est inférieure a 0,96. Les autres
bacilles a Gram négatif peuvent survivre a upee0,90. Les staphylocoques et les microcoques
sont moins exigeantsStaphylococcus aureuseut survivre a uneyade 0,86. Les levures et
moisissures sont encore moins exigeantgsnfiimale : 0,60). Les spores bactériennes sont

€également trés résistantes a la diminution dg 6]

1.4.2.2.  Protection par un conservateur
Si la formule ne posséde pas un pouvoir auto-pitecsuffisant, un conservateur
antimicrobien doit étre ajouté. Divers critéres tvamienter le choix de ce conservateur :
I'innocuité, le spectre d’activité, la compatibdliavec le processus de fabrication, notamment si
une phase de chauffage intervient dans le proces$susolubilité dans l'eau, le pH de la
formulation, le coefficient de partage huile/eaa,cbmpatibilité avec les autres composants, la
compatibilité avec les matériaux de conditionnemjgd:&
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1.5. Conservateurs utilisés dans les cosmétiques

1.5.1. Conservateurs synthétiques

1.5.1.1. Parabeéne
b) Généralités

L'utilisation de conservateurs dans les produitsnoétiques est trés répandue. Les plus
utilisés sont de loin les parabénes.

Un parabene est un parahydroxybenzoate d'alkyle, c'est-a-direester résultant de la
condensation de l'acide parahydroxybenzoique amealaool. Ses propriétés antibactérienne et
antifongique font qu'il est généralement utilisénooe conservateur dans les cosmétiques, les
médicaments et les aliments. Les parabénes sorégraément synthétigues mais existent
également a l'état naturel dans certains alimebés produits de I'abeille (propolis, gelée
royale,..) en sont particulierement riches maidedgant certains fruits comme l'orge, la péche, la
fraise. On les trouve naturellement comme précusseéel Coenzyme Q10 dans le corps humain et
plus particulierement dans le corps de la fen2w.

c) Propriétés physico-chimiques

La structure générale d'un parabéne étant donnéélipatration ci-dessous, les différents
composés de cette famille different par la naturgmupe alkyle R.

O\}C /O—R

OH

Figure 1: Structure générale des parabénes [24].

Les parabenes constituent une famille d’ingrédielits sont tous assez proches mais
différents par leurs structures chimiques, notantrpanla longueur de la chaine alkyle).

Les propriétés physico-chimiques des principauwalpames sont présentées dans le tableau
suivant :

Tableau II: Propriétés physico-chimiques des principaux parabéenes [24].

R- Méthyl Ethyl Propyl Butyl
Désignation del E218/E219 E214/E215 E216/E217 -
'additif (ester/sel)

Masse molaire| 152,05 166,06 180,08 194,09
(g/mol)

Point de fusion (°C) | 131 116 - 118 96 - 98 68 - 69
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Point d’ébullition | 270 — 280 297 - 298

(°C)

Solubilité dans I'eau| 0,25% 0,17% 0,05% 0,02%
a (25°C)

Apparence a 25°C | Cristaux incolores sans odeurs et sans gout

d) Utilisations
Du fait de leur activité effective antibactérieneteantimycosique, ils sont utilisés comme
conservateurs dans des aliments, des boissonspgegtiques et des produits pharmaceutiques.
lls sont retrouvés dans plus de 80 % des prodthiigy@ne et de toilette dont des shampooings,
des crémes hydratantes, mousses a raser, gelgameito[24]

Dans lesndustries alimentaires :les parabenes ont été ajoutés aux aliments dejusisle
50 ans et leur emploi s'est étendu progressiveraenh nombre plus grand d'aliments. Les
parabéenes les plus utilisés sont les methylparab&nepropylparabéne. Leur plus forte
incorporation est retrouvée dans|[8g

« gateaux, patisseries, glacages, garnitures : 0MB&%6 avec un rapport methyl/propyl de
1 sur 3,

- boissons sucrées, cremes et pates : 0,1% aveomienaison de parabénes,

- confitures, gelées, condiments : 0,07% avec unarappethyl/propyl de 2 surl,

- olives, conserves : mélange de divers parabend94 0

+ sirops a la concentration de 0,07%.

Cosmétiques :L'incorporation majoritaire des parabénes dansdsemétiques est due a leur
faible toxicité, leur spectre d'activité importafiactéries, moisissures, levures, champignons),
I'absence d'interaction avec les autres substarar@snues dans les cosmétiques, leur stabilité,
leur biodégradabilité, leur acceptation par lefédénts organismes de régulation internationaux et
leur faible codt.

Les parabenes, seuls ou en association avec d'agtmservateurs sont utilisés dans tous les
types de cosmétiques qui peuvent étre en contactlavpeau, les cheveux et le cuir chevelu, les
levres, les muqueuses, les aisselles et les onglegparabenes les plus utilisés en 1995 étaient pa
ordre de décroissance, respectivement, methyl|, gilgpyl, butyl, benzylparabéne. Il existe une
pénétration transcutanée des parabénes.

lls peuvent étre utilisés a des concentrations,d&{acide) pour un ester et 0,8% (acide)
pour un mélange d’esterd35]

Médicaments. Les parabenes sont utilisés depuis les années €9 ont été employés
comme conservateurs dans de nombreux produits eaédicParmi, les parabénes, le
propylparabene est I'un des plus efficaces coaesrenlycoseg22]
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e) Consommation par I'étre humain du parabene
Les résultats sont analysables seulement pour ééisyiret propylparabénes. Selon la FDA
(Food and Drug Administration), la consommation tglienne de methylparabéne est de 0,6 mg
par jour (0,01 mg/kg/j) et celle de propylparabésede 0,78 mg par jour (0,013 mg/kg/j) pour
une personne de 60 kg. En plus des produits alairest les parabénes sont aussi consommeés via
les cosmétiques et les produits d'hygiene (0,83&apjyj et les médicaments (0,417 mg/kg/j).

La consommation totale de parabéne est ainsi estinT®,78 mg/j ou 1,26 mg/kg/j pour une
personne pesant 60 kg. La quantité supposée appmatdes aliments serait de I'ordre de 1 mg/j,
celle des cosmeétiques de 50 mg/j et celle des médints de I'ordre de 25 md42].

f) Dangers par rapport a l'utilisation du parabéene [3]
Controverses sur le parabene

En 2010, l'utilisation de parabénes porte a coetns®e/en raison de leur capacité a activer les
récepteurs des cestrogenes, induisant une posstlda aur la fertilité et les tumeurs cestrogéno-
dépendantes, comme le cancer du sein. Le 3 mai, A&kkemblée Nationale a adopté une
proposition de loi interdisant I'utilisation du paene en France.

En effet, la structure cyclique des parabénesmaroahe de celle de I'cestradiol ; cestrogéne
primaire, naturellement présent et indispensablmanntien des caracteres sexuels secondaires et
a la fertilité chez la femme. En conséquent, il gsssible que les parabenes agissent sur les
phénomenes biologiques liés au cycle des cestrogénes

Les travaux de TAVARES®t al. (2009) ont montré que les parabéenes étaient cepdhl se
lier aux récepteurs a oestrogenes, d'activer leegeontrolés par ces récepteurs, de stimuler la
croissance cellulaire et d’augmenter le niveau d#émes réceptrices aux oestrogenes. Cela
explique I'effet oestrogénique mis en évidencepbasieurs étude$3]

Les propriétés physiques des parabénes, notameneritdosolubilité qui augmente avec la
taille de leur chaine alkyle, leurs permettant daétrer la couche cornée de la peau. Une étude
réalisée par PRUSAKEWICEt al (2007) a montré que les parabenes empéchaisntfédation
des cestrogenes par I'inhibition de I'activité desldfotransférase dans la peau. Cette enzyme
jouant un rdle dans la régulation négative de ladpection d’cestradiol, les parabénes ont le
pouvoir d’augmenter la quantité d'cestrogene présatdns le derme. Cela expligue que
I'application cutanée chronique des parabéenesewbquer des effets oestrogéniqyas.

Mais la polémique réside surtout dans la découveete parabenes dans des tissus des
cancers du sein chez la femme d’aprés les étudeSas@ar DARBRIEt al. (2004)et qui ménent
a I'hypothése que les parabéenes peuvent étre igitierdu cancer de sein. Cependant aucune
étude épidémiologique n'a été publiée pour suppaste réfuter 'hypothése d’'un lien entre
I'application du parabéne et 'augmentation deciitence du cancer du sejg]
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1.5.1.2.  2-phénoxy-éthanol

a) Geénéralités.
Le 2-phénoxyéthanol est un éther de glycol aromatide formule brute ¢El100, utilisé
dans les produits dermatologiques tels que leses@mur la peau et les cremes solaires pour ses
propriétés d’agent de conservation et de solyasi.

@—o—cuz—CHz—ou

Figure 2: Formule générale du 2-phénoxyéthanol [24].

b) Propriétés physiques.

Le 2-phénoxyéthanol est un liquide huileux incolade faible odeur aromatique. Il est
modérément soluble dans I'eau (2,7g/100ml a 20€3, soluble dans l'alcool, I'éther, I'acétone,
le glycérol, le propyléne glycol, les solutions deude, Iégérement soluble dans les huiles
minérales. Ce conservateur sert aussi souvent Hensopour d’autres conservateurs, en
particulier pour les parabéengs]

Les principales caractéristiques physiques du 2wwhgtanol sont indiquées dans le
tableau ci-dessous.

Tableau lll: Caractéristiques physiques du 2-phénoxyéthanol [24].

Masse molaire 138,16 g/mol
Point de fusion 14°C

Point d’ébullition 245°C
Densitéd2) 1,109

Point éclair 121 -127°C

c) Propriétés chimiques

Le 2-phénoxyéthanol est un produit stable dansdeslitions normales de température et de
pression. Il est également stable en présencedé'sieit de bases.

Il peut régir vivement avec les oxydants forts asregue d’'incendie et d’explosion. C’est un
produit combustible. Les produits de combustiort si@s oxydes de carbone.

Son noyau benzenique lui confére également desigtép parfumantes.
d) Utilisations [24].

Le 2-phénoxyéthanol est présent a I'état naturet da thé vert et la chicorée. Mais il est la
plupart du temps synthétisé et utilisé comme :
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- solvant pour peintures, vernis, laques, encrespdimerie, colorant;

« Intermédiaires de synthé:;

- biocide entrant dans la composition de produitsttééien ménagers et industriels (ag
de nettoyage, désinfectants l'industrie textile, ...

- biocides, répulsif d'insectes, agents de conservatour cosmétiques, produits d'hygit
corporelle, produits pharmaceutiques a usage humaugtérinaire, fixateur de parfu

e) Dose
Cette substancest un allergene reconnu trés puissant. Il estrigatpar la législation pot
une concentration maximale de 1 %, en tant queecwateur [20].

f) Toxicité sur 'lhomme

Il existe peu de données concernantoxicité du 2phénoxyéthanol chez 'homme. L
effets décrits sont deallergie: cutanées et des troubles neurologiques. Concetactoxicité
aigué les concentrations jusqu'a 10% (danvaseling appliquées sur la peau de volontaire:
provoquent pas d'effets irritants. Par contre plus cas disensibilisation cutanéeeczéma ou
urticaire sont rapportés. La fréquence est faible et lesoat le plus souvent en rapport avec
utilisation réguliére dans des cosmétiques. Leqéles sur les risques cancérigénes ou les
sur la reproduction liés aughénoxyéthanol ne sont pas encore con

1.5.1.3. Formaldéhyde

a) Généralités
Le méthanal oflormaldéhyd ou aldéhyde formique ou formest uncomposé organique de
la famille des aldéhydesle formule chimique C,O. C'est d'ailleurs le plus simple ccomposés
de cette famille. A température ambiante, c'estgam inflammable. Le terme formol ¢
généralement réserveé a des solutions aqueusesutauge du formaldéhyde est représentée p
figure suivantg24]:

Figure 3: Formule développée du formaldéhyde [24].

b) Propriétés physique:
L’'aldéhyde formique est un composé organique \Jelatill possede une ode
caractéristiqug(piquante et suffocante) «’est un composé incolordres inflammabl il est
soluble dans I'eau (@9%), I'alcool et les solvants organiq. [24].

Les principales caractéristiques physiques du flatégyde sont indiqguées dans le tabl
ci-dessous.
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Tableau IV: Caractéristiques physiques du formaldéhyde [5].

Masse molaire 30,03 g

Point de fusion -92,0 a -118,0°C
Point d’ébullition -19,2°C

Densité 1,04

Point éclair 32a61°C

c) Propriétés chimiques

Le méthanal possede la plupart des propriétés ghasi des aldéhydes, mis a part le fait
qu'il soit plus réactif. De plus, il est remarquebent électrophile, et peut réagir par substitution
électrophile aromatique avec les composés aronetiquu par addition électrophile sur les
alcénes.

Enfin, le formol (methanal) est facilement oxydé& pmdioxygene de l'air pour former de
I'acide formique. C'est pourquoi il faut conserlemeéthanal dans des récipients bien étanches.
[24].

d) Utilisations
Le méthanal est utilisé comme :

« désinfectant, notamment en médecine vétérinaidil(es de désinfection) ;

- fixateur et conservateur de cadavres d'animauxXhunthins (pour les dissections d'écoles
de médecine par exemple)

« conservateur dans certains vaccins ;
« pour assécher ou tuer la peau (pour le traiteméxiaal des verrues par exemple) ;

- en dentisterie; sous forme directe (formaldéhyde) dérivée (paraformaldéhyde,
polyoxyméthyléne)

« pour embaumer les corps,

« pour produire des polyméres et des produits chiesqplus de 50 % du total des usages
du méthanal) ; et¢24].

e) Dose
Classé canceérigene et tres allergisant, sa comatiemtne doit pas dépasser 0,2[20]

f) Toxicité sur 'lhomme
Le formaldéhyde est une substance qui réagit denfagpide et quasi complete avec les
différents composants organiques des cellules Bgepiels il entre en contact, qu’il s’agisse de
protéines, de lipides ou d'acides nucléiques (caapts des chromosomes). Ceci explique la
plupart, sinon tous les effets néfastes provoqaéscette molécule qui sont essentiellement des
Iésions locales au point de contd86].
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- Effets locaux :

Les solutions de formaldéhyde sont irritantes payreau et séverement pour les yeux. Les
vapeurs provoquent une irritation sensorielle itaime et réversible des yeux et des voies
respiratoires.

Le formaldéhyde peut également provoquer des #@kergutanées. Ces allergies sont
déclenchées par un contact direct avec un prodateaant du formaldéhyde ou des matériaux en
libérant. Lors du contact, le formaldéhyde se lig protéines qu’il rencontre et c’est ce produit
qui déclenche le mécanisme allergique. Les allsrgeemanifestent généralement par un eczéma
de contact localisé mais parfois également parrélastions généralisées (choc anaphylactique).
Elles sont principalement d’origine domestique prant des contacts avec les produits
cosmeétiques et des produits ménagély-

- Autres effets

Des symptémes de type fatigue, maux de téte, teadilsommeil ont été rapportés pour des
individus exposés a une concentration qui dépaSppm.[36].

1.5.1.4. Benzoate de sodium
a) Geéneralités

Le benzoate de sodium (E211) est le sel de sodiantadide benzoique. Sa formule
chimique est représentée par la figure suividg:

O _° NS

Figure 4: Formule générale du benzoate de sodium [24].

L'acide benzoique est présent naturellement dattairee fruits comme les canneberges ou
airelles a des concentrations de l'ordre de 076 f¢st aussi présent dans les produits laitiars p
la fermentation de I'acide hippurique & des conegions de I'ordre de 16 mgkg

L'acide benzoique peut également étre produit tnéllement ; il est ensuite dissout dans
une solution d'hydroxyde de sodium pour former enzoate de sodium.

b) Propriétés
Les propriétés physiques du benzoate de sodiunreprésentés dans le tableau suivant :
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Tableau V: Caractéristiques physiques du benzoate de sodium [24].

Masse molaire 144 g
Point de fusion Au dessus de 300 °C
Masse volumique 1,44 g-€m
Température d'auto-inflammation >500 °C
Point éclair >100 °C

c) Utilisation

Le benzoate de sodium est utilisé comme consenvatgnentaire, autorisé sous condition
et référencé en Europe sous le code E211. Il estrisé en cosmétique biologique comme
fongicide et antibactérien. Employé seul il estauirefficace pour des préparations ayant un pH
inférieur a 4. Il est le plus souvent associé abate de potassiunf3].

Aux Etats-Unis, la Food and Drug Administration ilienla concentration d'utilisation dans
les aliments a 0,1 %.

Il est utilisé pour préserver toutes sortes de witedcosmeétiques (cremes, lotions,
shampoings ...), peintures et colles acides avecancentration moyenne 0.1-0.5%

d) Effets sur la santé
Cet additif est autorisé, mais il est suspectél gelen association avec des colorants et
additifs alimentaires d'avoir des effets sur laéales enfants.

Des colorants s’étaient déja montrés capable dérkac I'hyperactivité, syndrome qui
affecte de nombreux enfants aux USA, mais selon atnde publiée en septembre 2007, le
benzoate de sodium pourrait aussi étre un factbypeéractivité, cette fois chez des enfants de la
population générale et pas seulement chez desterdaja hyperactifs. Les chercheurs doivent
encore vérifier s’il s’agit d'une synergie entredenzoate de sodium et certains colorants, ou si
c’est I'effet du seul benzoate de sodium.

1.5.1.5. Sorbate de potassium

a) Geénéralités [24].

Le sorbate de potassium (E202) est un additif altaiee, plus précisément un agent
conservateur. Chimiquement, c'est un sel de potasde I'acide sorbique (E200). Il est synthétisé
chimiquement et on le retrouve dans de nombreuredlis tels que les yaourts aux fruits, les
sauces et les boissons.
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Figure 5: Formule générale du sorbate de potassium [24].

b) Propriétés
Le tableau suivant fournit quelques indications Issr propriétés physiques du sorbate de

potassium
Tableau VI: Caractéristiques physiques du sorbate de potassium [24].

Masse molaire 150 g
Point de fusion 270 °C
Masse volumique 1,363 g-&m

c) Utilisations

Le sorbate de potassium est un conservateur alnergutorisé en cosmétique bio, efficace
contre les moisissures, levures et bactéries adeogdins une gamme de pH de 2 a 6,5. Il est le
plus souvent associé au Benzoate de Sodium

Avec uneconcentration moyenne 0.1-0.5%, il est utilisé ppr&server toutes sortes de
produits cosmétiques (crémes, lotions, shampoinys peintures et colles Iégérement acides
(solutions de gomme arabique [23].

1.6. Problématique et présentation de I'étude

De part les controverses sur l'utilisation des eovateurs d’origine chimique depuis
guelques années, et dans un souci du bien-éteelatscurité des consommateurs, en association
avec la société HOMEOPHARMA (cf annexe Il), nousim@sommes proposeé d'effectuer une
étude sur les conservateurs naturels qui peuvenuélisés dans les cosmétiques. Par ailleurs, la
tendance actuelle se penchant sur les « cosmétmplegiques », I'élaboration de produits avec
des conservateurs naturels constituerait un pascegte propension.

A travers cette étude, nous nous proposons de dépanla question suivante « quels sont
les conservateurs a base de plante qui seraiematinies avec les produits cosmétiques pour le
cas de la société HOMEOPHARMA & Madagascar? »

1.6.1. Buts et objectifs

Le but de I'étude est de mettre a la disposition melgaches des produits cosmétiques dont
la majorité des matieres premieres soit d’origiagurelle pour contribuer au bien étre et a la
sécurité des consommateurs. Les conservateursshoisent contribuer a maintenir la stabilité
du produit au cours du temps et avoir des actiatésoxydantes et antibactériennes selon les
normes requises.
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L’étude vise donc a vérifier les hypotheses suisint

H1 : Les huiles essentielles choisies en tant qusearvateur contiennent des composantes
gui agissent en tant que conservateurs dans ldsifg@osmétiques

H2 : Ces conservateurs sont efficaces sur les mapsico-chimiques, microbiologiques et
acceptables d’'un point de vue sensoriel

1.6.2. Méthodologie de travail
Les principales méthodes de travail suivantes entiélisées :

- Des études bibliographiques et webographiguestéménées en amont et tout au long de
I'expérimentation.

- Les enquétes socio-économiques sur un échantiéleationné de population pour dégager
les attitudes des utilisateurs de cosmétiques face produits qui contiennent des
conservateurs naturels

- Des expérimentations par laquelle des essais djpocation des conservateurs dans les
produits ont été effectués dans le laboratoire @ehBrches et Développement, des
analyses sur CPG des huiles essentielles séleégsnndes analyses sensorielles
(détermination du seuil de détection des huileerdgdles et hédoniques) et enfin la
vérification de l'efficacité des conservateurs nete par des «challenge test» effectués
dans le laboratoire de microbiologie.

1.7. Choix des huiles essentielles

Les effets antimicrobiens de différentes espécegdétaux et d’épices sont connus depuis
longtemps et mis a profit pour augmenter la durée vie des aliments. Ces propriétés
antimicrobiennes sont dues a la fraction d’huilseesielle contenue dans la plantes. Ces huiles
ont un spectre d’action tres large puisqu’ils immbaussi bien la croissance des bactéries que
celle des moisissures et levures. L'activité argiohienne des huiles essentielles est
principalement fonction de leur composition chinggen particulier la nature de leurs composés
volatils majeurs. Produits naturels sains, serd&arbmes alimentaires, les huiles essentielles sont
actuellement étudiées pour mieux cerner leur effi€acomme conservateur naturel. Les huiles
essentielles et leurs composés constitutifs emp@&dagroduction, sporulation et la synthese des
toxines et des bactéries. Sur les levures, ilssagissur la biomasse et la production de
pseudomycélium. Sur les moisissures, ils inhibengérmination des spores, I'élongation du
mycélium, la sporulation et la toxinogén€éisg.

1.7.1. Les huiles essentielles.

1.7.1.1. Généralités sur les huiles essentielles

Une huile essentielle est définie par la norme ARNF. T. 75 — 006 ; comme étant un
produit obtenu a partir d’'une matiere premiere idioe végétale, que ce soit par entrainement a la
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vapeur, moyennant des procédés meécaniques, ougbdlation seche. L’huile ainsi extraite est
séparée de la phase aqueuse via des procédésyasysag’issue desquels elle pourrait subir des
traitements physiques qui ne modifieront pas dei@naisignificative sa compositiofi.0]

D’aprés RAMANOELINA (1997); les huiles essentiellssent les produits obtenus sous
forme liquide par distillation a la vapeur des mas premieres vegetales et plus rarement
animales. On distingue les huiles essentiellehd#ss fixées par leur caractere volatil et odarant
[42]

De nature complexe, les huiles essentielles affieé@nrobent les sensations olfactives et
gustatives données par les composés odorants sgats

Les huiles essentielles sont largement utilisées parfumerie, cosmétique, dans la
pharmacie, elles sont également employées en téarbgnes alimentaires et insecticides.

1.7.1.2. Procédé d’obtention

Selon I'objectif visé et les types de matieres péses a traiter, le choix du procédé est
large, mais les plus couramment utilisés a I'heactuelle sont I'entrainement a la vapeur et
I'extraction par solvan{42]

a. L’enfleurage
L’enfleurage présente deux méthodes qui nécesslteaticoup de temps. La premiere
consiste a déposer le solvant et les matieres premvéegeétales sur des chassis vitrés pour avoir
une pommade de haute qualité, tandis que la deexésnune pulvérisation d’'un beurre solide qui
peut fondre sur les matieres végetales, pour ungétation d’'un produit actif tres aromatique.
[42]

b. L’expression
C’est une technique utilisée principalement pogrdgrumes, elle est aussi réservée pour
guelques plantes spécifiques et elle est pratiguée des pressoirgl2]

c. L’hydrodistillation
L’hydrodistillation consiste a laisser tremper etrfpis macérer de la matiére premiere
végétale dans une cuve remplie d'eau. L'eau « dissa@lors en quelque sorte les substances
aromatiques contenues dans les cellules végétaleéctptent par turgescence. L’ensemble du
meélange est ensuite chauffé et les substances tqoegvolatiles sont entrainées avec la vapeur
d’eau.[42]

L’hydrodistillation est le procédé le plus rudimainé et nécessite un trés grand savoir faire
dans la mise en ceuvre. En effet, une montée enétampe trop rapide du milieu provoque un
«coup de feu» ou caramélisation de I'essence sghit des réactions dites de Maillard
(brunissement non enzymatiqué2]
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1.7.1.3. Propriétés

L'utilisation des vertus antimicrobiennes des haiigssentielles ne date pas d’aujourd’hui.
Plusieurs manuscrits trés anciens décrivaient déjaaombreuses recettes a base de plantes et
d’huiles aromatiques que les prétres et les médeamimployaient. Actuellement, I'utilisation des
huiles essentielles s’effectue sur des bases #ijers et rationnelles dans le but de mettre au
point de nouveaux produits a divers usages médiéatrinaire et cosmétique. En effet, dans la
littérature, plusieurs travaux de recherche ontypédes propriétés antimicrobienne, antivirale et
insecticide des composés terpiges.[30].

a. Propriétés antimicrobiennes

Du fait de la variabilité de quantité et de profiss composants des huiles essentielles, il est
probable que leur activité antimicrobienne ne pai attribuable a un mécanisme unique, mais a
plusieurs sites d’action au niveau cellulaire. @eoh générale, il a été observé une diversité
d’actions toxiques des huiles essentielles estalume augmentation de la perméabilité de la
membrane plasmique suivie de sa rupture entraladatte du contenu cytoplasmique et donc la
mort de la levure. En effet, GLOGANI et KALOASTIAKROO6) ont noté que les composés
terpéniques des huiles essentielles et plus praeis€leurs groupements fonctionnels tels que les
phénols et les aldéhydes réagissent avec les eszgrambranaires et dégradent la membrane
plasmique des levures. De méme GIDE@Nal (2007) ont rapporté que les phénols sont
responsables de dégats irréversibles au niveawa deeimbrane et des parois cellulaires des
bactéries[37]

« Propriétés antibactériennes

La capacité des huiles essentielles a neutraleergérmes est aujourd’hui indiscutable.
Grace a la pratique des aromatogrammes, les prépaéti-infectieuses des huiles essentielles ont
pu étre exploitées selon des criteres rigoureux.chanaissance des molécules porteuses de
I'activité antibactérienne est de premiere imparéan

Les molécules possédant le coefficient antibactélés plus élevés sont : le carvacrol, le
thymol et 'eugénol (composants majoritaires degebilessentielles de thym et de clou de girofle);
elles appartiennent toutes trois au groupe desgbhémaustralol et le gaiacol font partie de ce
groupe mais les huiles essentielles les recelanitrsoins actives.

Les phénols sont les molécules les plus antiseggiquue I'on puisse rencontrer dans une
plante. lls tuent directement les germes par detédru de leur membrane cellulaire. Les phénols
aromatiques sont de puissants eénergisants et icae8r[18].

L’aldéhyde cinnamique posseéde également une actwiti-infectieuse comparable a celle
des phénols.

Les alcools a 10 atomes de carbone (ou monotergéselsituent immédiatement apres ;
leur liste est plus étendue : géraniol, linaloujdémol, et myrcénol, terpinéol, menthol et pipérito
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sont les plus connus. Présentant une fiabilitéacertet un assez large spectre, ces molécules
seront utiles dans de nombreux cas d’infectiondraine.

Le groupe des aldéhydes manifeste également uteneepuissance antibactérienne : néral
et géranial (qui forment les citrals), citronnel&lcuminal sont les plus souvent employeés.

Le groupe de cétones présente un intérét dans aieentrent des états infectieux
mucopurulents (action le plus souvent uniquemedirecte) : verbénone, thujone, bornéone
(camphre), carvone,...

En ce qui concerne les éthers, leur action angéii@cine est certaine mais irréguliére ; seul
'aromatogramme permet de prévoir avec certitude Idilité : estragole et anéthole sont les
molécules les plus représentatives de ce groupe.

Les oxydes présentent en général des propriétéseldgnt anti-infectieuses.

Enfin, les terpenes peuvent étre intéressants, haarsutilité en ce domaine se révélera
plutét sous forme aérodiffusée.

Par ailleurs, selon les travaux de DEANS al(1987), I'étude de l'effet de 50 huiles
essentielles de plantes sur 25 genres de bactédesoncentrations différentes a montré que 9
huiles essentielles ont manifesté des propriétéibitrices les plus importantes dont : les huiles
essentielles de I'angélique, du laurier, de la edandu clou de girofle, du thym, de 'amande
amere, de la marjolaine, du piment et du géranjdpn.

Les constituants volatils majeurs qui ont les pigps antimicrobiennes les plus importantes
sont : le carvacrol (composé volatil majeur de iléessentielle d’origan), I'eugénol (huiles
essentielles de poivre, clou de girofle), linalbluiles essentielles de coriandre), I'aldéhyde
cinnamique (huile essentielle de cannelle), le thiyfnuiles essentielles de thymyj]

+ Propriétés antifongiques

Ici, les groupes moléculaires cités en priorité jgar action antibactérienne, se révelent
egalement actifs sur les fungis, néanmoins avectraitement de plus longue durée en
aromathérapie. Doivent étre cités également lesolcet les lactones pour leur activité
antifongiques.

Selon PAULI et KNOBLOCH (1987)es composés dont les activités antifongiques lesnt
plus élevés sont I'iso-eugénol, le cinnaldéhydeglevacrol, 'eugénol et le thym{f].

« Propriétés antivirales

Des molécules appartenant a de nombreuses farohiesiques ont révélé in vitro leur
activité antivirale : monoterpénols, monoterpéneis,
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Le couple synergique, cinéole-monoterpénol sera piour traiter les pathologies virales
concernant la sphere respiratoire. Il est présant dle nombreuses huiles essentielles issues
d’arbres de la famille des myrtacées.

Le groupe des cétones, notamment la rare cryp@méyélé une intéressante capacité a
combattre spécifiguement les virus nus. Les aldéhyken usage interne et en diffusion
atmosphérique constitueront de bons compléments dantraitement des malades atteints
d’infectons virales.

Les virus sont en général, tres sensibles aux migig@romatiques et certaines pathologies
virales graves sont susceptibles d’étre trés nettieaméliorées grace a elles.

b. Autres fonctions
Les huiles essentielles peuvent également assareomibreuses fonctions dont une action
antiseptique, désodorisante, antiparasitaire, iifisge et insecticide, anti-inflammatoire, etc.

Dans le cadre de notre étude nous sélectionneesnisuiles essentielles qui auront comme
composantes majeures les molécules actives ayamrdgriétés anti-infectieuses.

1.7.2. Huiles essentielles utilisées

Plusieurs composés sont souvent cités comme reggendes propriétés antiseptiques des
huiles essentielles, tels que le thymol, le caslateugénol et le 1,8-cinéo]15]

Les huiles essentielles contenant en majorité oego0sés sont citées dans le tableau ci-
dessous.

Tableau VII: Quelques composés antiseptiques dans les huiles essentielles [13]

Composeés Huiles essentielles
Carvacrol, Thymol Thym, Origan, Sarriette
Eugénol Clou de girofle, Cannelle
1,8-cinéol Mandravasarotra Romarin

Selon les extractions effectuées par la société HORHARMA les huiles essentielles
suivantes ont été sélectionnées : les huiles éskemtde thym, de clou de girofle et de
mandravasarotra

1.7.2.1. L’huile essentielle du Thymus vulgaris

a) Description botanique duThymus vulgaris

Thymusest un genre de plantes de la famille des Lamsac&e genre comporte plus de 300
especes. Ce sont des plantes rampantes ou ennatugsrtant de petites fleurs rose pale ou
blanches. Ces plantes sont riches en_huiles eslesitiet a ce titre-.font partie des plantes
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aromatiques. La principale huile essentielleTgmus vulgariest un terpénoide qui lui doit son
nom, le thymol, une substance bactéricide.

b) L’huile essentielle deThymus vulgaris

L’huile essentielle deThymus vulgarispossede différents chimiotypes: a thymol, a
carvacrol, a linalol, a géraniol, a thujuanol-4y-gerpinéol, etc. seule I'analyse chromatographique
en phase gazeuse donne des chromatogrammes qutigetnde différencier les différents types
chimiques[39]

D’apres ROULIER G. (1990); I'huile essentielle deymh aurait a la fois des propriétés
antibactériennes majeures, des propriétés antingees et antiviraleg18]

D’aprés les travaux de RANDRIANASOLO (1996), lesabses effectuées sur les huiles
essentielles d&hymus vulgarisnontrent qu’elle renferme ces corps responsablew dactivité
antimicrobienne a savoir des phénols : le thymd|18% dans la tige feuillée et 59,57% dans la
tige fleurie) le carvacrol ; des alcools (linalakterpinéol) ; des hydrocarbures aromatiques (p-
cymene)[13]

Les germes bactériens sur lesquels a été effeettest antimicrobien de I'huile essentielle
de thym sont des coccies Gram posi8taphyloccocus aureust Streptoccocus faecalisples
bacilles Gram positifBacillius subtilis)et des bacilles Gram négatifgcherichia coliKlebsiella
pneumoniagPseudomonas aeruginosa).

Les concentrations minimales inhibitrices ou CMsétées surStaphylococcus aureus
Escherichia coli, Pseudomonas aerugingsat respectivement de :

- 14 437,5 pg/ml
- 7218,75 pg/ml
- 115000 pg/ml

D’aprés les études de BENJILAEL al.(1986); I'étude du pouvoir antiseptique des huiles
essentielles appliguée aux essences du tkifhymus capitatus)du romarin (Rosmarinus
officinalis), de I'EucalyptugEucalyptus globuluspt de I'armoise blanch{@rtemisia herba albax
montré que I'huile essentielle de thym s'est rév&éplus active sur les 37 souches de moisissures
etudiées|29]

Par ailleurs, la sensibilité déandida albicansaux huiles essentielles a été étudiée par
POZZATI P. et al. (2010). La concentration minimale d’huile essentielle cdpatbinhiber la
formation du tube germinatif variait de 66,07 pgénplus de 3200 pug/ml. Le profil d’activité
étant le suivant : huile essentielle d’origathym > cannelle > gingembre > basilic > sauge >
romarin[29].

1.7.2.2. L’huile essentielle de Cinnamosma fragrans

a) Description botanique deCinnamosma fragrans
Suivant les localités ou elle pous§#nnamosma fragranBaillon répond a plusieurs noms
vernaculaires malgaches tels gfsalamangidy, mangidimanitra, motrobetiniaina, si#a,
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sakaiazo, sakarivohazo et mandravasarotra évoquant ainsi des caractéristiques aromatiques
mélées a des propriétés exceptionnelles qui attirent la curiosité. Plus récemment, le nom francais
« Saro » a éé attribué a I’ espéce sans doute pour des raisons de commodité au niveau de la
prononciation.

Bien que trés connue sous le nom « Mandravasarotra », I’ espece Cinnamosma fragrans B.
risquerait d’'étre confondue avec une autre appartenant au méme genre, en |’ occurrence
Cinnamosma madagascariensis qui en plus de porter le méme nom que la premiére, s agirait du
véritable « mandravasarotra ».

De taille assez modeste, Cinnamosma fragrans B. se représentent généralement sous le port
arbustif de 4 a 7m de hauteur ou petit arbre inférieur a 4m de hauteur, tres aromatique a écorces,
feuilles et fruits dotés d’ une saveur pimentée brllante. [12]

b) Formesd’utilisation et indicationsthérapeutiques de la plante
Les différentes parties de la plante étaient utilisées fraiches ou plus ou moins séchées. Elles
sont employées soit généralement en infusion pendant dix minutes, soit en décoction de cing a dix
minutes, ou bien directement machées comme pour |es écorces.

Les feuilles et les tiges sont utilisées contre le rhume et le maux de téte, avec les écorces les
feuilles sont employées comme stimulant, tonique et contre la colique. Enfin les écorces traitent
les maux de dents et sont actives contre |e tamia.

c¢) Composition chimique del’huile essentielle de Cinnamosma fragrans

La composition chimique des échantillons anaysés par RANDRIAMAHAZO (2009)
montre gue le constituant e plus abondant est représenté par le 1,8-cinéole (31,55 a 53,28%) qui
appartient au groupe des oxydes, lequel est accompagné de quelques molécules de proportion
relativement importante tels que o-pinene (2,27 a 5,04%), B-pinéne (4,18 a 6,56%), limonéne
(1,29 & 10,40%), terpinéne-4-ol (2,33 a 8,79%), a-terpinéol (4,04 a 8,57%). La proportion de 1,8-
cinéole est la plus élevée dans les feuilles séches (53,28%) et S avére étre la plus basse dans les
écorces seches (31,55%). [12]

d) Propriétés microbiologiquesdel’huile essentielle de Cinnamosma fragrans[17]

Les travaux effectués par RANDRIANARIVELO et al. (2009) ont permis d apprécier les
activités antimicrobiennes des huiles essentielles de C. fragrans. En effet, RANDRIANARIVELO
et al. (2009) ont montré que les huiles essentielles de C. fragrans possedent un large spectre
d’activités antimicrobiennes vis-avis des différentes souches. Les concentrations minimales
inhibitrices et les concentrations minimales bactéricides ont été évaluées entre 0,18 et 5,88 mg/ml
pour le type chimique a linalol (95,8%) et entre 0,37 et 1,18 mg/ml pour le type chimique a 1,8

cinéol. [17]
-t g
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1.7.2.3. L’huile essentielle d’Eugenia caryophyllata

a) Description botanique du giroflier

C’est un arbre a feuillage persistant pouvantradiei 12 a 15 cm et originaire d’Indonésie.
Le clou de giroflier s’obtient en récoltant les s floraux avant leur épanouissement. La
corolle, dont les pétales sont replies au sommaetlalw de girofle, s’appelle « téte de clou ». A
Madagascar, il n’existe qu’une seule forme de {i@oét est rencontrée sur la Cote-].

b) L’huile essentielle de clous de girofle [26].
L’huile essentielle de clous de girofle est obtepaedistillation a la vapeur des clous. C’est

un liquide mobile d’aspect jaune a jaune pale. eCétiile essentielle possede de nombreuses
propriétés : antibactérienne puissante a largetrspeantivirale puissante, fongicide remarquable,
antalgigue et antinévralgique puissante, régukatrdu systeme nerveux, mucolytique et
expectorante puissante ; anticoagulante, antispdigon® coronarodilatatrice.

Une étude menée par Fbt al. (2007) sur l'activité antimicrobienne des huilsseantielles
de clou de girofle $yzygium aromaticur(l.)) et le romarin Rosmarinus officinalid..) montre
gue Les CMI de I'huile de girofle variait de 0,06290,500% (v / v)[6]

CONCLUSION PARTIELLE I

Les cosmétiques sont des produits destinés a mmttreontact avec la peau afin d’en
modifier I'aspect ou de corriger 'odeur. Tout comartes produits alimentaires, ce sont des
produits facilement périssables et nécessitentdliporation de conservateurs afin d'élargir leur
durée de conservation.

Parmi les conservateurs de synthése actuellemiisésitdans les cosmétiques, nombreux
sont examinés a la loupe et en particulier le parabmalgré ses propriétés antimicrobiennes.
Parmi les huiles essentielles ayant des propratémicrobiennes, les huiles essentielles de thym
(Thymus vulgaris de clous de girofle(Eugenia caryophyllatd et de mandravasarotra
(Cinnamosma fragranont été sélectionnées pour étre testées dapsddaits cosmétiques.
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II. MATERIELS ET METHODES

2.1. Produits testés

2.1.1. Présentation des produits cosmétiques

Une des principales sources d’altération des ptedwosmeétiques est d'origine
microbiologique (les sources de contamination sont essentielled@sningrédients, surtout a
'eau). Ainsi, les essais ont été effectués sur mlesluits cosmétiques qui contiennent une
proportion élevée en phase aqueuse dont un laiagittant et une lotion. De par leur teneur en
eau élevée, ces produits sont rapidement sujetss aaltérations. D'ou l'intérét de I'étude des
conservateurs a appliquer dans leurs formulations.

a) Le lait démaquillant orchidée
De texture visqueuse, le lait démaquillant orchidgeun des produits de la gamme de soins
professionnels dHOMEOPHARMA. Produit de soin pianit, ce lait destiné a des peaux a
tendance grasse ou acnéique a été congu pour é@litoimes traces de maquillage et toutes autres
impuretés de la peau.

b) La lotion Baobab
C’est une lotion de soin destinée aux peaux séghiesompléte le nettoyage de la peau en
éliminant les derniéres traces de lait démaquillahe prolonge les bienfaits du démaquillage

2.1.2. Les huiles essentielles
Il s’agit d’huiles essentielles dehymus vulgarisdeCinnamosma fragranstd’Eugenia
caryophyllata

Les caractéristiques de ces huiles essentielldgigtaillées dans les tableaux suivants :

Tableau VIII: Caractéristiques de I'huile essentielle de Thymus vulgaris

Nom botanique Thymus vulgaris
Procédé d’obtention Hydrodistillation
Organe distillé Feuilles
Densité 0,907 — 0,9326].
Principaux constituants biochimiques Thymolferpinene
Propriétés Antiseptique général puissant, anéetiéux
a large spectre d'action, antiviral et stimulant
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immunitaire, antibactérien, antiparasitaire,
fongicide, digestive, carminative, apéritive,
cholagogug26].

Tableau IX: Caractéristiques de I'huile essentielle de Cinnamosma fragrans

Nom botanique

Cinnamosma fragrans

Procédé d’obtention

Hydrodistillation

Organe distillé

Feuilles

Densité

0,89626].

Principaux constituants biochimiques

1,8-cinédddjisene-pinene a-pinéne

Propriétés

Antivirale, anticatarrhale, expectogant
antibactérienne, immunomodulante,
antifongique, antispasmodique,
calmantg26].

Tableau X: Caractéristiques de I'huile essentielle d'Eugenia caryophyllata

Nom botanique

Eugenia caryophyllata

Procédé d’obtention

Hydrodistillation

Organe distillé Feuilles
Densité 1,04 - 1,0R26].
Principaux constituants biochimiques Eugénol

Propriétés

Anti-infectieuse, antibactérienne @anss a
large spectre, antivirale, antifongique,
antiparasitaire, antiseptique, stimulante
générale ; neurotonique, hypertensive,
aphrodisiaque légefe6].
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2.2.Méthodologie de travail

Le travail s’effectuera en trois étapes constitudes analyses sensorielles, des tests
d’efficacité des conservateurs ou « challengextettdes tests de stabilité des produits a I'étuve
45°C et a température ambiante.

Ces étapes sont indépendantes les unes des auteesserésultats combinés permettront
d’effectuer un choix sur le conservateur le pludipent.

Une enquéte socio-économique a été prealablemengemeour connaitre l'avis des
consommateurs sur les conservateurs utilisés dargdduits cosmétiques.

2.2.1. Analyse des huiles essentielles par chromatographie en phase gazeuse

La détermination de la composition chimique de¢elsuessentielles nécessite I'utilisation de
la chromatographie en phase gazeuse ou CPG (céxaniV) qui permettra d’identifier les
constituants ainsi que leur pourcentage relati. &ealyses CPG ont été effectuées au laboratoire
des IAA A I'ESSA.

2.2.2. Détermination du seuil de détection des huiles essentielles dans les produits
cosmétiques et analyses hédoniques.

Les essais ont été effectués sur les produits dagmé précités vu leur teneur en eau assez
élevée: un lait démaquillant et une lotion. De lparendement tres faible de I'huile essentielle de
thym aprés une hydrodistillation au laboratoireRaftie expérimentale 1), I'utilisation de cette HE
n'aurait pas été rentable. Deux huiles essentielféseté finalement retenues pour évaluer leurs
propriétés conservatrices dans ces produits dontld’ essentielle de clou de giroflEugenia
caryophyllatg et I'huile essentielle dslandravasarotraCinnamosma fragrans

Ces huiles essentielles ont été incorporées sépatépuis en méme temps dans les
produits, a différentes concentrations selon l&Lik8l ou leur CMB. Les concentrations de ces
huiles essentielles dans les produits cosmétigstést sont présentées dans le tableau suivant.

Tableau XI: Concentration des conservateurs incorporés dans les produits cosmétiques

Huile Concentration| Concentration| Concentration| Concentration| Concentration

Essentielle 1 2 3 4 5
Girofle 0,06% 0,12% 0,24% 0,48%

Mandravas 0,18% 0,24% 0,32% 0,48%
arotra

Girofle + 0,06% + 0,06% + 0,12% + 0,12% + 0,18% +

Mandravas 0,06% 0,12% 0,06% 0,12% 0,18%

arotra
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Les conservateurs ont été incorporés a quatreo@dgentrations différentes pour les deux
types de produits. La détection du seuil de tolzasensoriel de ces huiles essentielles a été
déterminée par des analyses sensorielles sur dgs gatrainés. Le résultat de cette épreuve
indiquera la concentration a partir de laquell@ilé essentielle sera pergue par le sujet lorsigu’el
est incorporée dans les produits. Par ailleurs, aleslyses hédoniques sur des sujets naifs
permettront de sélectionner parmi les produitsaabdceux qui seront finalement retenus.

2.2.3. Test de stabilité

Le test de stabilité visera surtout a suivre I'étioin des caractéristiques organoleptiques
des produits et peut étre effectué directementsafwémulation du produit. Par ailleurs, il
permettra d’apprécier les propriétés antioxydardesces huiles essentielles. En effet, Les
conséquences de I'oxydation d’'un corps gras daesfammule cosmétique sont essentiellement
d’ordre fonctionnel (aspect, texture), nutritionn@cides gras polyinsaturés, vitamines) et
sensoriel (odeur, couleur, dans certains cas ld)gagiles affectent directement la qualité
marchande du produi®].

2.2.4. Test d’efficacité microbienne ou «CHALLENGE TEST»

Toutes les concentrations d’huiles essentielles dias produits n’ont pas pu étre soumises
aux tests d’efficacité microbiologiques. Les huiessentielles retenues pour le «challenge test»
sont celles qui ont été les plus stables durariede de vieillissement et qui ont été les plus
appréciées durant les analyses sensorielles.

2.3. Analyses sensorielles

L'analyse sensorielle consiste a analyser les i@t@grorganoleptiques des produits par les
organes des sens, a savoir la vue, I'ouie, le ¢jodbrat et le toucher. D’aprés STONE et SIDEL
(1995):« L'analyse sensorielle est une méthodensfigpie pour évoquer, mesurer, analyser et
interpréterles réponses obtenues a partir de produits ayarévaiués par les organes des sens ».
[41].

Les épreuves sensorielles se révéelent étre un efiilace par rapport aux éventuelles
réactions des consommateurs vis-a-vis des produits.

Une analyse du seuil de détection des huiles a@elestajoutées dans les produits est
d’abord effectuée au préalable, ensuite des tasisrtiques de classement et d’acceptabilité a
l'issue de laquelle la concentration la plus apigedans les produits sera retenue.

2.3.1. Epreuves sensorielles :

a. Analyse du seuil de détection des huiles essentislidans les produits
* Principe
Ces épreuves ont été réalisées dans le but delubéva partir de quelle concentration
I'huile essentielle commencait a étre ressentidgssujets. Cette épreuve comporte deux types de
tests
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- Analyse du seuil de détection de I'huile essedi¢thandravasarotreou girofle) sur
des échantillons contenant des huiles essenti@lEmncentration croissante sans base
parfumante

- Analyse du seuil de détection de I'huile essemtietinsidérée comme conservateur sur
des échantillons dont la formulation contient uasebparfumante

Et chaque test se fera en deux étapes c'est-ardlverd sur les laits démaquillants ensuite
les lotions et seront espacées par des pausesgyitarrla fatigue sensorielle des sujets.

Le but de ces deux types d’analyses étant de diérsi I'huile essentielle en question est
plus ressentie et plus appréciée mélangée avebades parfumantes ou lorsqu’elle constitue la
seule base parfumante de la formulation.

Rappelons qu’une base parfumante constitue I'odans un produit cosmétique. Les bases
parfumantes sont des compositions de deux ou phssiprincipes aromatiques. Une base
parfumante se compose comme un parfum c'est-ardireélange de deux ou plusieurs principes
aromatiques|14]

Pour ce faire, un flacon contenant un coton imllbd’huile essentielle a tester est placé

devant chaque sujet. Aprés avoir senti préalablétraateur de I'essentielle, ce dernier sentira un
a un les 5 échantillons a différentes concentratidun moins concentré vers le plus concentré et
notera dans le formulaire I'échantillon a partiqdal il aura retrouvé I'odeur de I'huile essengell
préalablement sentie.

Remarques
- Seuls les échantillons contenant uniquement ddldé’hessentielle de girofle ou de

mandravasarotraont été soumis a I'analyse du seuil de détectimmr géterminer si
I'odeur de I'huile essentielle est plus accentugales bases parfumantes
- Le premier des cinq échantillons senti par le sagtcontient pas du tout I'huile
essentielle et sert donc de témoin, les quatreecarations sont présentées dans le
paragraphe précédent (tableau XI)
» Traitement des résultats

Les résultats obtenus ont été traités sur le LehEEKCEL sur Microsoft Office 200Ze
logiciel a permis de regrouper et de classer legnmations.

b. Les épreuves hédoniques
Il s'agit ici de demander aux sujets de classepdssuits en fonction de leur préférence.

« Epreuve de classement
» Principe
Lorsque I'épreuve de classement est utilisée codpneuve hédonique, la tache des sujets
est de classer des échantillons présentés simoitaniésur la base de leur caractere agréable de
« plus agréable » a « moins agréable ».
Ce type de test ne renseigne pas sur le niveaatidéastion propre aux différents lots testés
. il permet uniqguement de classer les lots lespamgsapport aux autregl4].
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Les sujets attribueront donc un rang (de 1 a 4)cauatre échantillons selon leur préférence.
Sera donc classé en numéro 1, I'échantillon le phé&ré et en numéro 4, I'échantillon le moins
préeféeré.

Apres avoir attribué un rang aux trois échantilldes sujets auront pour tache de donner la
raison de l'attribution de ces rangs pour chaqunaeiilon.

» Traitement des résultats

L’ANOVA a été utilisée pour pouvoir dépouiller legsultats. Ces derniers ont pu étre
interprétés a I'aide de la loi de Page ainsi queilde FRIEDMAN a partir de la somme des rangs
obtenus par les produits pour déceler la différgrazeue par les sujets.

Selon le nombre de variables ou caractéristiguesergbes simultanément, les outils
statistiqgues disponibles se classent en méthodee aimension ou a plusieurs dimensions. De
plus, selon que les méthodes sont contraignantgewontraignantes, principalement quant a la
condition d'application relative aux distributiodss populations-parents, elles sont qualifiées de
paramétriques ou non paramétriquaist(ibution-free methods

Souvent, dans le cas de classements hédoniquesntees méthodes qui sont employées
puisque les données correspondent a des rggigs.

» Test d’acceptabilité
> Principe

Il s’agit d’évaluer séparément les produits a défdes concentrations d’huile essentielles
afin d’obtenir des appréciations individuelles gesduits. Pour ce type de test les échantillons
sont présentés un a un. Le sujet aura donc a évalligiduellement les échantillons de lait ou
lotion a une concentration donnée. Le test d’aat®Blite permet également de voir la fidélité des
juges pendant les analyses par rapport aux tesiasgement.

La notation se fait sur une échelle structurée migué en 5 points (note de 1 a 5), une
échelle sémantique ou sur une échelle visuelleseptée par une ligne avec a I'extrémité gauche
« Je déteste » et a droite « J'adore » et sur llageeconsommateur doit positionner une marque
(un trait ou une croix) marquant son appréciatjba].

1 2 5
= wer == [T ]
L) i) <
' 39 \/
] ] ]
Ratsy Ratsiratsy Sady tsy ratsy no  Tsraratsara Tsara
tsy tsara
(Trés mauvais) (Mauvais) (Moyen) (Bon) (Trés bon)

Figure 6: Echelle picturale relatant I'appréciation des échantillons [14]
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» Traitement des résultats
Puisque le nombre de produits a étudier est supérie égal a 3, on ne peut se contenter de
faire des comparaisons 2 a 2. Les résultats starpnétés par ANOVA ou analyse de la variance
qui est un test d’hypothése consistant en la coamgrar des moyennes de plusieurs populations
[41].

2.3.2. Outils de travall
a. Lesjuges

Dans la réalisation des évaluations sensoriellesligtingue deux types de jurys :

- les jurys entrainés constitués de 15 a 20 suptsposés des membres du comité
scientifique de THOMEOPHARMA qui réaliseront I'alyae du seuil de détection.

- Les jurys naifs constitués d'une soixantaine deetsujau minimum issus de
'THOMEOPHARMA et de 'ESSA qui effectueront les tediédoniques.

Ces sujets naifs sont composés de catégories denpes venant de milieux différents et
d’ages variés qui n’'ont pas recus de formationlpbda sur les analyses sensorielles. Cependant,
ces individus ont recus des directives précisesgpport au déroulement des analyses ainsi que le
mode de remplissage des formulaires.

b. Le local

Les évaluations sensorielles se sont déroulées danssalle de réunion de
'THOMEOPHARMA a Antsakaviro pour les tests du sedi détection. Pour les épreuves
hédoniques, les épreuves se sont déroulées a 'HOMHARMA Manakambahiny et a 'ESSA.

c. Présentation des échantillons
Chaque échantillon a un code distinct (un codeid thiffres). Tous les échantillons sont
présentés simultanément a chaque sujet dans ue prévu a l'avance et il a le droit de sentir
plusieurs fois les échantillons tout en respedtardre de gauche a droitgl4].
Comme les huiles essentielles ont été incorporé&aasrément puis en méme temps dans les
produits, 3 types d’analyses hédoniques (testaksement et d’acceptabilité) ont eu lieu :
- Pour les produits (lait et lotion) dont le conséeua utilisé est I'huile essentielle de
girofle
- Pour les produits dont le conservateur utiliséd’lbatle essentielle denandravasarotra
- Pour les produits qui contiennent simultanémentdimsx huiles essentielles précitées
comme conservateur

2.3.3. Déroulement des analyses

Avant I'épreuve proprement dite, des explicationdes consignes seront fournies aux sujets
sur le déroulement des tests et le remplissageqdestionnaires. Ces derniers seront ensuite
ameneés a sentir chacun les échantillons mis adisposition. En aval de ces épreuves, se feront
les dépouillements et le traitement des résultats.
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& Préparation des échantillons
Les échantillons ont été élaborés au sein du lédiogade Recherche et Développement de
'THOMEOPHARMA. Les lotions sont disposées dans flasons de 10ml les laits dans des pots
de 30g sur lesquels seront disposées les étiqupttdant le code a 3 chiffres de chaque
échantillon.

2.3.4. Traitement statistique des résultats

Les résultats sont analysés statistiquement afiped@ettre a I'expérimentateur de tirer des
conclusions sur la population de personnes ou aldufts proposeés.
Les résultats des tests statistiques sont expemé®mnnant la probabilité que le résultat soit
vrai du fait d'un événement fortuit plutdét que @ufifférence réelle. Si on obtient un résultat 5
fois sur 100, du fait du hasard, on dit alors guprbbabilité est de 0,05. On estime habituellement
qu'un résultat statistique est significatif si sabjabilité est égale ou inférieure & 0,05. A ceaiv
de probabilité, I'hypothése nulle serait rejetéis sur 100 alors qu'en veérité, elle devrait étre
acceptee [14].
Les tests statistiques servent a analyser les dsmprévenant des études sensorielles.
Ces analyses statistiques visent les objectifsastsv
- Vérifier les hypothéses posées préalablement;
- Voir s'il y a des différences importantes entredebantillons, les traitements ou les
populations et si ces différences sont fonctiontdés variables ou parametres;
- Contr6ler l'uniformité des réponses fournies par dajets. Pour cela, ont été utilisées
les méthodes statistiques suivarjtel.
* Moyenne et écart type
La moyenne arithmétique est la somme de la valeuredvariable divisée par le nombre
d’individus. L'écart type est la racine carrée dedriance.

* Analyse de la variance ou ANOVA

L’Analyse de la variance couvre un ensemble denigcles de tests et d’estimation destinés
a quantifier I'effet de variables qualitatives sue variable numérique. Dans le cas le plus simple,
cela consiste a comparer plusieurs moyennes d’étibas.

Cette méthode permet d’analyser des données qeindépt de plusieurs types d’effets
opérant simultanément, afin de quantifier ces effdt d’en évaluer I'importance. L’ANOVA
détermine aussi I'impact d’'un ou de deux facteursusie réponse (respectivement ’TANOVA a un
facteur et TANOVA a deux facteurs).

L’ANOVA peut aussi étre utilisée en association@les tests de comparaison multiple.

 Testde Khi
Ce test permet de mettre en évidence s'il y a ufiérehce ou non entre les différentes
catégories pour chaque classe (test par ligne)ilegy a une différence entre les classes pour
chaque catégorie (test par colonne).
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» Testde FRIEDMAN
Le test de FRIEDMAN permet d'effectuer la compamaisle plus de deux échantillons
appariés, de faibles effectifs, ne vérifiant pasdadition de "normalité”. Les sommes des rangs
octroyés a chaque échantillon seront donc compandess elles. L'échantillon le plus apprécié
par les sujets sera donc celui avec la plus peitur de la somme des rangs.

2.4. Test de vieillissement accéléré a I’étuve

Le vieillissement accéléré consiste a placer urmdytadans des conditions telles que son
vieillissement est accéléré par rapport a un 8sdiment en conditions ambiantes. L’intérét
principal est d’observer I'évolution au cours dmfes pour estimer une date limite d’utilisation
optimale sans attendre la durée réelle proposéeexemple : Mimer un an de vieillissement en
guatre mois[32].

Le vieilissement accéléré par augmentation de ézaipre est basé sur le principe
d’Arrhénius selon :

Vitesse d’oxydation = A exp (-Ea/ RT)

Ea : énergie d‘activation de la vitesse d’oxydatpparente
R la constante des gaz parfaits

T la température

Ainsi toute réaction chimique est accélérée paerapérature. Le vieillissement des produits
étant basé dans le cas étudié sur des réactiamsgcigis d’oxydation, ces réactions vont aussi étre
accélérées. Connaissant I'énergie d'activationest possible de simuler un phénomene se
déroulant a température ambiante a partir d’'unaesimpérature plus élevée, sur un temps plus
court.

Tous les échantillons ont été conditionnés dansfldesns transparents afin de mieux
observer les modifications survenant au cours deéltéode de test et placés dans une étuve a
45°C.

2.5.Evaluation de I'efficacité d’'un conservateur ou «challenge test»

2.5.1. Généralités

Afin de maitriser la contamination secondaire desdpits cosmétiques, l'industrie
cosmeétique a recours au test de contaminationcélti€ ou « Challenge-test ».

Un «challenge test»est une technique permettant de démontrer I'effie@ntimicrobienne
(bactériostatique ou bactéricide) d'une substanomék (produits pharmaceutiques, cosmétiques
ou agroalimentaires par exempl4].
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Le principe du « Challenge-test » consiste en tulation de I'échantillon a tester par une
sélection de microorganismes : bactéries, levutanasissures, pathogenes ou susceptibles de
dégrader le produit. La viabilité de ces microoigares dans le produit est ensuite évaluée sur
une période aussi longue que jugée néces$dire.

Les microorganismes a utiliser dans le « Challeege» sont :

- Daprés le Comité scientifique des produits cosquits et non alimentaire destinés aux
consommateurs (SCCNFP ; 200Bseudomonas aeruginosa, Staphylococcus awtus
Candida albicans

- Selon la Pharmacopée européenne, les mémes sdatiésennes que ci-dessus ainsi
gue la moisissur@spergillus niger,

- Selon la Pharmacopée américaine, les mémes sobab&siennes que ci-dessus, ainsi
gueEscherichia coli.

2.5.2. Méthode de la Pharmacopée Européenne

La pharmacopée européenne décrit une méthode dedleorde I'efficacité de la
conservation antimicrobienne des préparations paeentiques et fixe des criteres d’efficacité
minimale en fonction de la voie d’administration ohédicament. Ainsi, des criteres sont fixés
pour les spécialités pour application locale qoe peut considérer comme proches des produits
cosmetiques dans leur conception. Telle que décette méthode, qui est tres proche de I'essai
décrit a la Pharmacopée ameéricaine, n'est appécajplaux produits possédant une phase
agueuse16]

2.5.2.1. Micro-organismes d’essai
Pour les préparations pour application locale, rguanicro-organismes d’essai sont
préconisés Pseudomonas aerugino§dP 82.118 (ATTC 9027 %taphylococcus aure3lP 4.83
(ATTC 6538), Candida albicanslP 48.72 (ATTC 102333 1) eispergillus nigerlP 1431.83
(ATTC 16404)

Selon les souches disponibles au sein du labogaté microbiologie de la société
HOMEOPHARMA, les essais porteront sstahylococcus aureust Candida albicans.

2.5.2.2. Inoculum
& Préparation et ajustement de I'inoculum

L’inoculum est constitué d’'une suspension

- Des cellules bactériennes issues d’une cultureBeh a 30-35°C sur gélose trypticase
soja poulS. aureus

- Des levures issues d'une culture de 48h a 20-2%fCgeélose Sabouraud po@.
albicans
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Pour préparer ces suspensions, le diluant utiktéuse solution de peptone (1g/l) et de
chlorure de sodium (99 /) po&. aureutC. albicans.

La culture développée en surface des boites dedudtrétre ensuite dispersée et transférée
dans des récipients appropriés. Quelques colonigsenisemencées dans le bouillon nutritif puis
'ensemble est incubé pendant 4 a 5h a températnt@ante poulC. albicans.La culture
microbienne est ensuite diluée avec de I'eau p&gtémmponée jusqu’a I'obtention d’une opacité
identique a I'une des gammes étalons de Mc FARLAND.

Ces suspensions ajustées & #0lF germes viables par ml, doivent étre utilisées
immédiatement pour I'inoculation des échantilloespdoduit. Leur population est déterminée par
dénombrement en milieu gélosé identique au mileeprdduction de I'inoculum.

L’estimation de la concentration microbienne dassduspensions est déterminée a partir de
la comparaison avec la gamme étalon proposées p&ARLAND.

& Préparation de I'échelle de Mc FARLANDS].

L’échelle de Mc FARLAND est utilisée pour estimgypaoximativement la concentration
microbienne en suspension dans un liquide graes aaleurs préétablies.

Cette technique est basée sur la comparaison tlebidité de la suspension microbienne
avec celle des gammes étalon proposées par Mc FARLAeux réactifs constituent la solution
Mc FARLAND : le chlorure de barium (Baglet I'acide sulfurique (k5Qy). En effet, la turbidité
de la solution de Mc FARLAND varie selon la propontde ces 2 réactifs, se traduisant par une
formation de faible précipité correspondant auataltie barium.

Les compositions de la gamme étalon sont indiqdéas le tableau ci-apres.

Tableau XlI: Echelle standard de Mc FARLAND [15].

Mc FARLAND | BaCk (ml) H.S O, (ml) Concentration en
Standard 1% 1% ufc/ml
0,5 0,05 9,95 1,5x%0
1,0 0,1 9,9 3,0x10
2,0 0,2 9,8 6,0x10
3,0 0,3 9,7 9,0x10
4,0 0,4 9,6 1,2x10
5,0 0,5 9,5 1,5x10
6,0 0,6 9,4 1,8x10
7,0 0,7 9,3 2,1x10
8,0 0,8 9,2 2,4x10
9,0 0,9 9,1 2,7x10
10,0 1,0 9,0 3,0xf0
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La comparaison est réalisée au moyen d'un opacmeétrs’observe visuellement. La
concentration en ufc/ml est lue dans le tableaoguént indiquant la correspondance entre valeurs
exprimées en Mc FARLAND et valeur en ufc/ml. Cedtespension constitue I'inoculum pour le
test antimicrobien.

& Contamination de la matrice

Pour chaque micro-organisme, un récipient de pta@liéxaminer est ensemencé avec la
suspension préparée précédemment, afin d’obteninaculum de 10— 1 germes viables par
ml ou par g de préparation. Le volume de I'inoculimtnoduit ne doit pas dépasser 1% du
volume du produit (0,5% pour la Pharmacopée amégga Pour assurer une répartition
homogene, il faut mélanger soigneusement.

Le produit est ensuite maintenu a 20 - 25°C, etdde®mbrements sont réalisés apres 2, 7,
14 et 28 jours de conservation.

Le schéma de réalisation du test d’efficacité deservateurs dans les produits cosmétiques
se resume dans le diagramme suivant :
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& Critéres d’'appréciation

Pour les préparations pour application localectéeres recommandée (criteres dits A)
d’efficacité du conservateur sont :

- Pour les bactérie$S( aureuetP. aeruginosi: réduction de 2log en 48h, de 3log en
7jours de la population initiale et pas d’augmeatatltérieure (au 28éme jour).

- Pour les fungi €. albicans et A. nige) : réduction de 2log en 14jours et pas
d’augmentation ultérieure.

2.6. Etudes socio-économiques

Ce paragraphe sera axé sur les résultats desedifsr enquétes effectuées auprés des
utilisateurs de produits cosmeétiques.

Une étude de marché est un ensemble de techniqadsting qui permet de mesurer,
analyser et comprendre les comportements, les @ppofs, les besoins et attentes d'une
population définie.

L'étude de marché effectuée utilise des techniguemtitatives telles que le sondage, les
panes, et d’autres techniques qualitatives telleslgs entretiens individualisés. Elle s’est aussi
accompagnée de recherches documentaires (compikdtamalyse de sources existantgds)]

Les informations a recueillir aupres des sujetatarioger ont été obtenues de fagon auto
administrée (questionnaire par internet).

» Enquétes sociodémographiques

Des enquétes ont été effectuées auprés de 72 pesspaur évaluer la situation actuelle de
l'utilisation des produits cosmetiques mais surtbuiilisation des produits cosmétiques « sans
conservateurs d’origine chimique ».

Dans cette voie, une série de 15 questions orill&hérés a I'aide de la plate forme «google
guestionnaire » principalement axée sur les peutgants :

- La fréquence d'utilisation des produits cosmétiques

- Les critéres influencant le choix d’achat des pitsdtosmétiques,
- L’intérét pour les cosmétiques naturels ou biolagi

- L'intérét pour les cosmétiques sans conservatezsydthese

Le traitement des résultats obtenus de l'enquétdese par la plate forme «google
guestionnaire » mais aussi a I'aide du logiciel EXC sous Windows 2007.
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CONCLUSION PARTIELLE II

Diverses méthodes ont donc été employées afin éexydéterminer le choix des huiles

essentielles a utiliser ainsi que leur efficacite tant que conservateur dans les produits
cosmetiques cibles.

Les analyses chromatographiques en phases gazeusesttent d’'identifier les constituants
des huiles essentielles choisies et de vérifieellgis contiennent réellement les composants
antimicrobiens recherchés.

Les analyses sensorielles ainsi que les testsailésgement accéléeré a I'étuve constituent
des outils précieux dans les choix des concentratibhuiles essentielles a faire tester dans les
analyses microbiologiques. Par ailleurs, les tdststabilité a I'étuve permettent de donner un
apercu des pouvoirs antioxydants des huiles esflestutilisées.

Les analyses microbiologiques quant & elles peemett’évaluer I'efficacité réelle des
conservateurs sur des souches de microbes.
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III. RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1. Résultats des analyses des huiles essentielles sur CPG
Le résultat des analyses chromatographiques desslasisentielles effectuées au laboratoire
des IAA a I'ESSA sont présentées ci —apres respguegnt pour I'huile essentielle de thym
(Thymus vulgaris de girofle (Eugenia caryophyllatg et de mandravasarotra(Cinnamosma
fragrang. Les profils sont présentés en annexe n°5).

Tableau XllI: Constituants chimiques de I'huile essentielle de thym

CONSTITUANT CONCENTRATION DE NORME AFNOR
L'ECHANTILLON (% RELATIF) NFT 75-349
a-thuyéne+a-pinéne 0,5 1,1-3,7
Myrcene 1,0 1,0-2,8
a-terpinéne 1,1 0,9-2,6
I-terpinéne 14,5 5,0-10,3
p-cymene 7,0 15,0-28,0
Linalol 19 4,0-6,2
B-caryophyllene 3,0 0,6-1,8
Thymol 56,82 36,0-55,0
Carvacrol 2,68 1,2-4,0
Tableau XIV: Composition chimique de I'huile essentielle de girofle clou
CONSTITUANT CONCENTRATION DE NORME AFNOR
L'ECHANTILLON (% RELATIF) NFT 75-207
B-caryophyllene 8,1 2-7
a-humuléne 1,0 -
Eugénol 87,0 75-87
Acétate d’eugényle 1,7 8-15

Tableau XV: Composition chimique de I'échantillon de I'huile essentielle de Mandravasarotra

CONSTITUANT CONCENTRATION DE RESULTATS DEJA
L’ECHANTILLON (% RELATIF) TROUVES

a-pinéne 5,3 4,9
B-pinéne 5,8 6,7
Sabinene 7,6 9,2
Myrcene 2,4 2,8
a-terpinéne 1,1 0,5
Limonéne 3,7 11,5
1,8-cinéol 47,9 42,3
Cisf-ocimene - 1,4
I-terpinéne 2,2 0,9
Transg-ociméne - 0,9
p-cymene 0,4 -
Terpinoléne 0,5 -
Linalol 2,0 -
Terpinéne-4ol 5,2 2,7
a-terpinéol 4.4 3,0
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Ces résultats montrent que les huiles essentigtieBennent bien les composés a activités
antibactériennes en quantité élevée : 87% powygBBol si la norme est de 75-87% et méme
supérieure aux normes pour le thymol (56,82% sidame est de 36,0-55,0) et le 1,8-cinéol
(47,9% si les résultats déja trouvés sont de 42,3%)

3.2. Résultats des analyses sensorielles

3.2.1. Analyses du seuil de détection des huiles essentielles
Afin de classer les résultats obtenus pour cesyses| le dépouillement des résultats s’est
fait sur le logicielEXCEL sur Microsoft Office 2007.

3.2.1.1.  Pour l'huile essentielle de girofle

Les tableaux suivants (tableaux XVI, XVII, XVIII dXX) représentent le nombre de
réponses marquées pour une concentration donngeadfle dans les gammes de lotions et lait
contenant des bases parfumantes ainsi que la meyebtenue par rapport a l'appréciation
générale sur une échelle de 1a 5 de I'échantillorgeestion. Les tests ont été effectués sur
21sujets.

Tableau XVI: Seuil de détection de I'huile essentielle de girofle dans les échantillons de lait démaquillant + base

parfumante
Echantillons Réponses marquées en %  Appréciation générale
Echantillon 1 : 0,06% d’HE 23,81 4
Echantillon 2 : 0,12% d’HE 19,05 3,75
Echantillon 3 : 0,24% d’'HE 19,05 3,75
Echantillon 4 : 0,48% d’'HE 38,09 4,12

Tableau XVII: Seuil de détection de I'huile essentielle de girofle dans les échantillons de lait démaquillant sans

base parfumante

Echantillons Réponses marquées en %  Appréciation générale
Echantillon 1 : 0,06% d’HE 33,33 371
Echantillon 2 : 0,12% d’HE 14,29 1,66
Echantillon 3 : 0,24% d’'HE 28,58 3,66
Echantillon 4 : 0,48% d'HE 23,80 4,4

Les résultats des analyses de seuils de déteaiiorigs lotions sont représentés dans les
tableaux suivants :
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Tableau XVIII: Seuil de détection de I'huile essentielle de girofle dans les échantillons de lotions + base

parfumante
Echantillons Réponses marquées en %  Appréciation générale
Echantillon 1 : 0,06% d’HE 9,52 4
Echantillon 2 : 0,12% d’'HE 33,34 4,14
Echantillon 3 : 0,24% d’'HE 33,34 3,43
Echantillon 4 : 0,48% d’'HE 23,80 4

Tableau XIX: Seuil de détection de I'huile essentielle de girofle dans les échantillons de lotions sans base

parfumante
Echantillons Réponses marquées en %  Appréciation générale
Echantillon 1 : 0,06% d’HE 19,04 3
Echantillon 2 : 0,12% d’HE 33,34 3,57
Echantillon 3 : 0,24% d’'HE 23,81 3,6
Echantillon 4 : 0,48% d’HE 23,81 4,23

3.2.1.2.

Les mémes tests que precédemment ont égalemesftextttiés sur 17 sujets avec les huiles
essentielles denandravasarotrg les résultats pour les échantillons de lait dguiiant sont

Pour I'huile essentielle de mandravasarotra

représentés dans les tableaux suivants :

Tableau XX: Seuil de détection de I'huile essentielle de mandravasarotra dans les échantillons de lait

démagquillant + base parfumante

Echantillons Réponses marquées en %  Appréciation générale
Echantillon 1 : 0,18% d’HE 33,33 2,83
Echantillon 2 : 0,24% d’'HE 16,67 3,66
Echantillon 3 : 0,32% d’'HE 27,78 3,4
Echantillon 4 : 0,48% d’HE 22,22 4,25

Tableau XXI: Seuil de détection de I'huile essentielle de mandravasarotra dans les échantillons de lait

démaquillant sans base parfumante

Echantillons Réponses marquées en %  Appréciation générale
Echantillon 1 : 0,12% d’HE 16,67 2,66
Echantillon 2 : 0,24% d’'HE 22,22 2,25
Echantillon 3 : 0,32% d’'HE 22,22 2,25
Echantillon 4 : 0,48% d’'HE 33,89 1,71
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Les résultats des tests effectués sur les lotiontsles suivantes :

Tableau XXII: Seuil de détection de I'huile essentielle de mandravasarotra dans les échantillons de lotion + base

] parfumante

Echantillons Réponses marquées en %  Appréciation générale
Echantillon 1 : 0,18% d’HE 22,22 3,5
Echantillon 2 : 0,24% d’'HE 38,88 4,28
Echantillon 3 : 0,32% d’'HE 16,68 4,33
Echantillon 4 : 0,48% d’'HE 22,22 2,5

Tableau XXIlI: Seuil de détection de I'huile essentielle de mandravasarotra dans les échantillons de lotion sans

base parfumante

Echantillons Réponses marquées en %  Appréciation générale
Echantillon 1 : 0,18% d’'HE 44 44 3,25
Echantillon 2 : 0,24% d'HE 16,67 4
Echantillon 3 : 0,32% d’'HE 16,67 3,66
Echantillon 4 : 0,48% d’'HE 22,22 3,25

3.2.1.3. Discussionssur I'analyse du seuil de détection
» Cas de I'huile essentielle de girofle :
- Sur les laits démagquillants

38,09% des sujets ne détectent I'odeur de l'huisestielle qu'a partir de la®%
concentration c'est-a-dire a 0,48% d’huile esskatde girofle lorsqu’elle est mélangée avec la
base parfumante dans le lait démaquillant et anolti@e note de 4,12 sur 5. Pour les échantillons
sans base parfumante, la majorité des sujetsac@ise 28,58% ont décelé I'odeur du conservateur
a partir de la 9™ concentration c'est-a-dire & un taux de 0,24%ilressentielle et dont la note
obtenue a été de 3,66.

L’huile essentielle de girofle est donc mieux masewet plus appréciée lorsqu’elle est
associée a la base parfumante dans le lait dértayuil

- Sur les lotions

Dans les échantillons contenant des bases parfema@3t34% des sujets ont pergu I'huile
essentielle de girofle & partir de [&"2concentration (0,12%) et lui ont attribué une ri¢ed, 14
sur 5 et 33,34% ont également décelé I'odeur dsemateur utilisé a 1a®3° concentration c'est-
a-dire a 0,24% avec une note de 3,43.

Dans les lotions contenant seulement I'huile essiénde girofle par contre, la majorité des
sujets c'est-a-dire 33,34% ont percu I'odeur diseorateur & partir de 1&™ concentration.

Les sujets n'ont donc pas cernés de différencedidg entre les échantillons dont le girofle
est mélangé avec les bases parfumantes et celirsitricorporé seul dans la formulation.
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» Cas de 'huile essentielle dmandravasarotra
- Sur les laits démagquillants

33,33% des sujets ont détecté 'odeur de I'huikerselle & partir de 12 concentration
c'est-a-dire a 0,18% d’huile essentiellend@ndravasarotrdorsqu’elle est mélangée avec la base
parfumante et a obtenue une note de 2,83 surébsitug encore entre moyen et désagréable. Pour
les échantillons sans base parfumante, la majesgésujets c'est-a-dire 33,89% ont décelé I'odeur
du conservateur a partir de [#"concentration c'est-a-dire & un taux de 0,48%iktessentielle
et dont la note obtenue a été de 1,71.

L’huile essentielle denandravasarotraest moins cernée par les sujets lorsqu’elle npast
associée aux bases parfumantes toutefois elle estsnappréciée vue que la moyenne des
appréciations est de 1,71 c'est-a-dire entre désblgret assez désagréable.

- Sur les lotions

Dans les échantillons contenant des bases parfem&8{88% des sujets ont percu I'huile
essentielle denandravasarotraa partir de la 9" concentration (0,12%) et lui ont attribué une
note de 4,28.

Dans les lotions dont I'huile essentielle m@ndravasarotran’a pas été associée a la base
parfumante par contre, la majorité des sujets-a'ehte 44,44% ont percu I'odeur de I'H.E. dés la
1%"® concentration.

L’huile essentielle de girofle est donc légeremaemteux masquée et plus appréciée
lorsqu’elle est associée a la base parfumanteldarations.

L’analyse du seuil de détection de ces conservatgams les produits ne permet pas a elle
seule de donner une estimation de la préférencecalesommateurs d’ou la raison des tests
hédoniques effectués sur une soixantaine de sujets.

3.2.2. Analyses hédoniques

Par rapport aux résultats obtenus sur les analyseseuil de détection les échantillons
analysés par les sujets sont celles qui contierdesnbases parfumantes.

Les épreuves hédoniques sur I'odeur ont permiséterminer laquelle des concentrations
proposeées est la plus appréciée par le sujet potype de produit. Le but est de choisir parmi les
différentes concentrations celle qui sera testée @rallenge test ».

3.2.2.1. Tests de classement
Les tests de classements ont été effectués poBrypes de conservateurs employés :

- Test 1: test de classement sur les échantillons destaie lotion dont le conservateur
utilisé est lemandravasarotrancorporé a 4 concentrations différentes (tabkgu
- Test 2: test de classement sur les échantillons detlaié lotion dont le conservateur est
le girofle incorporé a 4 concentrations différentes
- Test 3: test de classement sur les échantillons de dhitle lotion avec comme
conservateur : girofle mandravasarotra 5 concentrations difféerentes.
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a. Test de classement 1
Les sujets ayant participé au test sont au nombr@ld Cette épreuve a été effectuée sur 4
échantillons différents de lait et 4 échantilloreslation portant les codes a 3 chiffres
Les codes des échantillons des laits démaquiltanttreprésentés dans le tableau suivant :

Tableau XXIV: Code des échantillons de lait démaquillant pour le test de classement 1 avec I'huile essentielle de

mandravasarotra
ECHANTILLONS CODE
Echantillon 1 : 0,18% d’'HE 426
Echantillon 2 : 0,24% d’HE 237
Echantillon 3 : 0,32% d’'HE 512
Echantillon 4 : 0,48% d’'HE 124

Le code des échantillons pour les lotions sontgur&s ci-apres :

Tableau XXV: Code des échantillons de lotion pour le test de classement 1avec I'huile essentielle de

mandravasarotra
ECHANTILLONS CODE
Echantillon 1 : 0,18% d’'HE 351
Echantillon 2 : 0,24% d’HE 614
Echantillon 3 : 0,32% d’HE 832
Echantillon 4 : 0,48% d’HE 175

Sur les échantillons de lait et de lotion que le®ts ont classés par ordre de préférence
décroissante, les effectifs par rangs peuventrégmupés dans les tableaux suivants :

- Cas des laits démagquillants

Tableau XXVI: Effectifs par rang du test de classement 1 pour les laits démaquillants

RANG 426 237 512 124
1 14 15 18 15
2 15 15 13 16
3 17 20 16 8
4 15 11 14 22

TOTAL 61 61 61 61

D’apreés le tableau, 512 (0,24% d’HE) est I'échémtilqui a eu un nombre élevé par rapport
au nombre de fois ou ont été classé au premierlesng autres échantillons. Cependant comme |l
n’'existe pas de différence trés significative alex échantillons 426, 237 et 124 qui ont été
classés numéro 1 respectivement 14, 15 et 15 éoikep sujets, les résultats seront plus explicites
sur les différences percues suite a la comparaggmia somme des rangs par le test de
FRIEDMAN.
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Le tableau suivant représente la somme des rangdgso4 échantillons

Tableau XXVII: Somme des rangs du test de classement 1 pour le lait démaquillant

ECHANTILLONS NOMBRE DE JURYS SOMME DES RANGS
CONSIDERES OBTENUS
426 61 155
237 61 149
512 61 148
124 61 157

Le tableau montre que c’est I'échantillon 512 (02d'HE) qui a la somme des rangs la
plus faible, ce qui confirme I'’hypothése énoncépdemment comme quoi, cet échantillon est la
plus appréciée par rapport aux 3 autres.

& Loide Page

Comme les valeurs obtenues pour la somme des n@ngent pas trés éloignées, utilisons la
loi de Page pour déterminer si les produits sdiférmints entre eux.

On calcule la statistiqgue de Page L de la manidiraste

L=R1+2R2+3R3+....+pRp
Avec Rp : somme des rangs affecté au produit p

On se reporte alors a la table de Page qui donvedeéar théoriqueol au seuil de risque fixé

Si L < la alors 'ordre n’est significativement pas reconnu.

Si L > la alors 'ordre est significativement reconnu.

L= 1527

On compare alors la valeur observée a une valéaritfue, z, obtenue dans utable de
page au risquen = 5%, pour n=4. La valeur théoriquedst de266.
Comme L> & donc les 4 échantillons sont pergcus comme diftéren

& Loi de FRIEDMAN
Si I'on utilise la loi de FRIEDMAN
g 12
np(p+1)
Avec: n = nombre de juges =61
p = nombre de produits = 4
Ri = somme des rangs pour le produit i

(RZ+RZ+ - +R?+-+R2)-3n(p+1)

F=-2,42
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On compare alors la valeur observée a une valéoritue, z, obtenue dans uaéle
deyzau risquer = 5%, pour (p-1) degrés de liberté. La valeur éstaler,81

Comme la valeur de F est inférieure a z, alorpteduits ne sont pas tous significativement
différents.

& Test du plus petit écart

Il reste alors a savoir quels produits sont diffiéseentre eux. Une différenciation plus
détaillée peut se faire en comparant deux a desnpreduits en effectuant le test du plus petit
écart en utilisant la régle de la plus petite dédfee significative.

Cette regle consiste a comparer chaque différea@ohme des rangs entre 2 produits a la

valeur théorique suivante :
/np(p + 1)
06=2z — W

2a
Ou z est une valeur lue dans la table de gauss'weaup(p_l)
*
2a _ 2* 005 — 0,0083
p(p_) 4*3

On détermine ensuite z a partir de la table deiladrmalez = 2,64

61%4%5
6

0= 2,64

6 = 37,64

Cette valeur obtenue est comparée a la différenice @ somme des rangs de deux produits
deux a deux (x).
Si |Ri — Rj| <0 alors Ri et Rj ne sont pas différents pour lac@réstique étudiée

Si |Ri — Rj| >0 alors Ri et Rj sont différents sur cette carastigie.

Tableau XXVIII: Comparaison des laits démaquillants pour le test de classement 1 selon le Test du plus petit écart

Différence

PRODUITS | Rangi | Rangj | Rangi-j| Valeur critique | |Ri—Rj|=x | Significative
124 vs 512 157 148 9 37,64 X< 9o Non
124 vs 237 157 149 8 37,64 X<d Non
124 vs 426 157 155 2 37,64 X< 9o Non
426 vs 512 155 148 7 37,64 X<d Non
426 vs 237 155 149 6 37,64 X<d Non
237 vs 512 149 148 1 37,64 X< 9o Non
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D’aprés ces résultats, les jurys n'ont pas perguslitférences tres significatives entre les
guatre échantillons de lait démaquillant. Ces test@nt été effectués sur des jurys naifs, la
majorité ont stipulé avoir eu des difficultés patmettre leur préférence vu que l'odeur des
échantillons étaient & peu pres similaires

Pour pouvoir également comparer deux a deux lesraqéhantillons, TANOVA a un
facteur a été utilisé. Un test de comparaison pigltieTest de DUNCANa été ensuite effectué a

un seuil de 5%.
Tableau XXIX: Résultat du test de classement 1 sur les laits démaquillants

MODALITE MOYENNE ESTIMEE GROUPES
124 2,574 A
426 2,541 A
237 2,443 A
512 2,426 A

Les moyennes de la somme des rangs obtenues pgaébtbsmntillons varient peu (de 2,426 a
2,574). Et par 'TANOVA, les échantillons ont étés$é en un seul groupe A. Ce qui confirme bien
que les différences pergues par les sujets sdrdebantillons sont non significatives.

- Cas des lotions

Le tableau suivant présente la somme des rangdstitass pour le test de classement 1.
Tableau XXX: Effectifs par rang du test de classement 1 pour les lotions

RANG 351 614 832 175
1 23 14 15 7
2 15 16 15 14
3 12 19 16 14
4 11 12 15 26

TOTAL 61 61 61 61

L’échantillon 351 est de loin celui qui a été cagsuméro 1 par rapport aux 3 autres
échantillons et n'a été class&"4que 11 fois. Cet échantillon est apparemmentus ppprécié
par les sujets.

La somme des rangs pour les 4 échantillons sordseptés dans le tableau suivant
Tableau XXXI: Somme des rangs du test de classement 1 pour les lotions

NOMBRE DE JURYS SOMME DES RANGS
ECHANTILLONS CONSIDERES OBTENUS
351 61 130
614 61 151
832 61 151
175 61 177
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La somme des rangs obtenue par I'échantillon 36#lee430 et largement inférieure a celle
des 3 autres échantillons, cela confirme donc guéahantillon soir le plus apprécié.

& Loide Page

En appliguant les formules précédemment stipuldesptient
L=1593

La valeur ded étant de266, L est donc supérieur a,lles produits sont donc pergus comme
différents.

# Loide FRIEDMAN

En appliguant les formules également données peéudent

F=7,93

Comme la valeur de F est supérieure a z= 7,81s & produits sont significativement
différents.

& Test du plus petit écart

Pour connaitre deux a deux ces différences on @aursaux formules relatives au test du
plus petit écart d’ou les résultats suivants :

0 =37,64

Les comparaisons deux a deux des échantillons titen Isont données par le tableau
suivant :
Tableau XXXII: Comparaison des lotions pour le test de classement 1 selon le Test du plus petit écart

Différence
PRODUITS | Rangi | Rangj | Rangi-j| Valeur critique | |Ri—Rj|=x | Significative
175 vs 351 177 130 47 37,64 x>0 Oui
175 vs 614 177 151 26 37,64 X<d Non
175 vs 832 177 151 26 37,64 X<d Non
832 vs 351 151 130 21 37,64 X< 9o Non
832 vs 614 151 151 0 37,64 X<d Non
614 vs 351 151 130 21 37,64 X< o Non

L’échantillon 351 (a 0,12% d'HE) est vraiment pergar les sujets comme étant trés
différent de I'’échantillon 175 (a 0,48% d’HE). Efferement I'échantillon 175 étant considéré par
les sujets comme ayant une trop forte odeur ebanmiéme associée a une odeur de médicaments
par certains sujets.

Un test de DUNCAN effectué a un seuil de 5% a perda classer les produits en deux
groupes
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Tableau XXXIII: Résultat du test de classement 1 sur les lotions

MODALITE |MOYENNE ESTIMEE GROUPES
175 2,902 A
614 2,475 A B
832 2,475 A B
351 2,131 B

Comme I'échantillon 175 est significativement diéBt de 351 ils font partis de deux
groupes différents, tandis que la valeur de la serdes rangs des échantillons 614 et 832 sont
exactement les mémes. La concentration la pludefaimsi que la plus élevée étant le plus
souvent percus comme ayant des Iégéres ou tres fags échantillons n'ont pas fait I'objet de
remarques particulieres par les jurys qui n’onibkesnent pas trouvé de différence flagrante. Le
plus apprécié reste néanmoins celui qui a la @lildef concentration.

b. Test de classement 2
Les sujets ayant participé au test sont égalemeniombre de 61. Cette épreuve a été
effectuée de la méme maniere que le test 1 avedd’ressentielle denandravasarotrasur 4
echantillons différents de lait et 4 échantillomslation portant les codes a 3 chiffres
Les codes des échantillons des laits démaquilkamtsreprésentés dans le tableau suivant :

Tableau XXXIV: Code des échantillons de lait démaquillant pour le test de classement 2 avec I'huile essentielle de

girofle
ECHANTILLONS CODE
Echantillon 1 : 0,06% d’HE 202
Echantillon 2 : 0,12% d’HE 474
Echantillon 3 : 0,24% d’HE 343
Echantillon 4 : 0,48% d’HE 909

Le tableau suivant présente le code des écharstitien lotions :

Tableau XXXV: Code des échantillons de lotion pour le test de classement 2 avec I'huile essentielle de girofle

ECHANTILLONS CODE
Echantillon 1 : 0,06% d’HE 512
Echantillon 2 : 0,12% d’HE 251
Echantillon 3 : 0,24% d’HE 422
Echantillon 4 : 0,48% d’'HE 347

- Cas des laits démagquillants

Les 61 sujets ont classé les 4 échantillons de tEtnaquillants a concentration croissante
d’huile essentielle de girofle. Les effectifs pangs attribués par les jurys pour chaque échamtillo
sont présentés dans le tableau suivant.
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Tableau XXXVI: Effectifs par rang du test de classement 2 pour les laits démaquillants

RANG 202 474 343 909
1 18 15 7 20
2 14 11 31 4
3 9 26 15 10
4 20 9 8 27

TOTAL 61 61 61 61

L’échantillon 909 (0,06% d’huile essentielle deoflie) semble étre le plus apprécié par les
sujets puisqu’il a été classé 20 fois numéro 1 lparsujets. Toutefois 18 sujets ont classé
I'échantillon 202 au premier rang. Il faut aussnegquer que 27 sujets ont classé I'échantillon
909 au dernier rang c'est-a-dire au moins apprecie.

L’interprétation de la somme des rangs permettraaimaitre quel échantillon est le plus
appreécié.

Tableau XXXVII: Somme des rangs du test de classement 2 pour le lait démaquillant

ECHANTILLONS NOMBRE DE JURYS SOMME DES RANGS
CONSIDERES OBTENUS
202 61 153
474 61 148
343 61 145
909 61 166

D’aprés ce tableau I'échantillon 343 est toutefmhii qui a obtenu la valeur la plus faible
pour la somme des rangs.
& Loide Page

Pour déterminer les différences entre les prodaiti de Page a été utilisée d'ou les
résultats

L= 1548

La valeur ded étant de266, L est donc supérieur a,lles produits sont donc pergus comme
différents.

# Loi de FRIEDMAN

F= 8,54
La valeur de z étant,81; F est supérieur a z, alors les produits sont saatifement
différents.

& Test du plus petit écart

Pour connaitre les différences deux a deux desupsyde test du plus petit écart est
effectué.

60=37,64
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Les comparaisons deux a deux des échantillons titen Isont données par le tableau

suivant :

Tableau XXXVIII: Comparaison des lotions pour le test de classement 2 selon le Test du plus petit écart

Valeur Différence
PRODUITS | Rang i Rang| | Rang i critique |[Ri — Rj| = x| Significative
909 vs 343 166 145 21 37,64 X< 9 Non
909 vs 474 166 148 18 37,64 X< 9 Non
909 vs 202 166 153 13 37,64 X< 9 Non
202 vs 343 153 145 8 37,64 X< 9 Non
202 vs 474 153 148 5 37,64 X< 9 Non
474 vs 343 148 145 3 37,64 X< 9 Non

Tous les échantillons de lotions avec le girofle s@nt donc pas percus comme
significativement différents pour le test de clasent.

Tableau XXXIX: Résultat du test de classement 2 sur les laits démaquillant

MODALITE |MOYENNE ESTIMEE GROUPES
909 2,721 A
202 2,508 A
474 2,426 A
343 2,377 A

La plupart des jurys ont du mal a discerner laédéffice entre les odeurs ; en effet 29 sujets
sur les 61 n’ont pas trouvé de justification quauinthoix de leur classement.

- Cas des lotions

Le tableau suivant présente la somme des rangst@ass pour le test de classement 2.
Tableau XL: Effectifs par rang du test de classement 2 pour les lotions

RANG 512 251 422 347
1 31 7 11 12
2 8 22 18 12
3 12 16 26 6
4 10 16 6 31

TOTAL 61 61 61 61

L’échantillon 512 est de loin celui qui a été cagsuméro 1 par rapport aux 3 autres
échantillons et n’a été class&"4que 11 fois. Cet échantillon est apparemmentus ppprécié
par les sujets.

Le tableau suivant la somme des rangs obtenuelg@®quatre échantillons

52
ETUDE DES CONSERVATEURS NATURELS POUR LES PRODUITSCOSMETIQUES : CAS DE L'HUILE ESSENTIELLE DE
GIROFLE CLOUS (Eugenia caryophyllata ET DE MANDRAVASAROTRA(Cinnamosma fragrany



Tableau XLI: Somme des rangs du test de classement 2 pour les lotions

NOMBRE DE JURYS SOMME DES RANGS
ECHANTILLONS CONSIDERES OBTENUS
512 61 123
251 61 163
422 61 149
347 61 176

L’échantillon 512 (a 006% d’huile essentielle) aeumaleur de la somme des rangs
largement inférieure a celle des 3 autres échansill

& Loide Page

En appliquant les formules précédemment mentiondées les paragraphes précédents, on
obtient

L= 1600

La valeur ded étant de266, L est donc supérieur a,lles produits sont donc pergus comme
différents.

# Loi de FRIEDMAN

F=18,19

La valeur de z étant,81; F est supérieur a z, alors les produits sont saatifement
différents.

& Test du plus petit écart

Pour connaitre deux a deux ces différences on @aursaux formules relatives au test du
plus petit écart d’'ou les résultats suivants :

60=37,64

Les comparaisons deux a deux des échantillons titen Isont données par le tableau
suivant :

Tableau XLII: Comparaison des lotions pour le test 2 selon le Test du plus petit écart

Différence

PRODUITS | Rangi | Rangj | Rangi-j| Valeur critique | |Ri—Rj|=x | Significative
347 vs 512 176 123 53 37,64 X> 9 Oui
347 vs 422 176 149 27 37,64 X< 9 Non
347 vs 251 176 163 12 37,64 X< 9§ Non
251 vs 512 163 123 40 37,64 x>0 Oui
251 vs 422 163 149 12 37,64 X< d Non
422 vs 512 149 123 24 37,64 X< 9 Non
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L’échantillon 512 (a 0,06% d’HE) a été celui quiegu le plus de remarques comme étant la
plus douce et la plus légére contrairement a I'éthen 347 (a 0,48% d’HE) considéré par
certains jurys comme ayant une odeur tres forfragfois méme désagréable. Ce qui expliquerait
leur différence trés significative. L'échantilloi® ayant recu le plus de remarques positives la
différence est déja significative avec I'échantil@51 (a 0,12% d’HE).

Les produits ont donc été répartis en deux grotg@esentés dans le tableau suivant

Tableau XLIII: Résultat du test de classement 2 sur les lotions

MODALITE MOYENNE ESTIMEE GROUPES
347 2,885 A
251 2,639 A
422 2,443 A B
512 2,049 B

c. Test de classement 3
61 jurys ont participé a cette évaluation senderidles démarches entreprises pour cette
épreuves sont similaires aux 2 premiers tests frmatde mélange des huiles essentielles de
Mandravasarotraet de girofle ont été testé sur 5 échantillonBéhts de lait et 4 échantillons de
lotion portant les codes a 3 chiffres
Les codes des échantillons des laits démaquiltanttreprésentés dans le tableau suivant :

Tableau XLIV: Code des échantillons de lait démaquillant pour le test de classement 3 avec I'huile essentielle de
mandravasarotra + girofle

ECHANTILLONS CODE

Echantillon 1 : 0,06% d’HE Girofle 428
+ 0,06% HEmandravasarotra

Echantillon 1 : 0,06% d’HE Girofle 532
+ 0,12% HEmandravasarotra

Echantillon 1 : 0,12% d’HE Girofle 276
+ 0,06% HEmandravasarotra

Echantillon 1 : 0,12% d’HE Girofle 153
+ 0,12% HEmandravasarotra

Echantillon 1 : 0,18% d’HE Girofle 849
+ 0,18% HEmandravasarotra

Les codes des échantillons dans le cas des Iamnprésentés dans le tableau suivant :
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Tableau XLV: Code des échantillons de lotions pour le test de classement 3 avec I'huile essentielle de
mandravasarotra + girofle

ECHANTILLONS CODE

Echantillon 1 : 0,06% d’HE Girofle 146
+ 0,06% HEmandravasarotra

Echantillon 1 : 0,06% d’HE Girofle 612
+ 0,12% HEmandravasarotra

Echantillon 1 : 0,12% d’HE Girofle 243
+ 0,06% HEmandravasarotra

Echantillon 1 : 0,12% d’HE Girofle 371
+ 0,12% HEmandravasarotra

Echantillon 1 : 0,18% d’HE Girofle 902
+ 0,18% HEmandravasarotra

- Cas des laits démagquillants

Les effectifs par rang obtenu pour chaque échamtiiont regroupés dans le tableau

suivant :

Tableau XLVI: Effectifs par rang du test de classement 3 pour les laits démaquillants

RANG 428 532 276 153 849
1 18 10 9 11 13
2 12 13 13 13 10
3 9 11 19 17 4
4 6 19 11 9 13
5 16 8 9 11 21

TOTAL 61 61 61 61 61

L’échantillon 428 été classé 18 fois numéro 1 parjlirys ; ce qui est une valeur largement
supérieure a celles obtenues par les autres élbbvasitill semble ainsi étre I'échantillon le plus
apprécié, toutefois la somme des rangs obtenueghague échantillon permettra de vérifier cette

hypothese.
Tableau XLVII: Somme des rangs du test de classement 3 pour le lait démaquillant
ECHANTILLONS NOMBRE DE JURYS SOMME DES RANGS

CONSIDERES OBTENUS

428 61 173

532 61 181

276 61 181

153 61 178

849 61 201
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La valeur de la somme des rangs obtenue par I'éiibari23 (0,06% d’HE girofle + 006%
d’HE mandravasarotraest bien la valeur la plus faible, ce qui conéirtinypothese énoncée
précédemment.

Pour déterminer les différences percues par lgs jlgs lois suivantes ont été utilisées

& Loide Page
En appliguant la formule préecédemment énoncée qette loi, on obtient

L= 2795

La valeur ded étant det77, L est donc supérieur &,lles produits sont donc pergus comme
différents.

# Loi de FRIEDMAN
D’apreés la loi de FRIEDMAN, la valeur obtenue péuest de

F=0,60

Comme z=9,49; F est inférieure a z ce qui signdiee les produits ne sont pas
significativement différents. Ces résultats peuérda confirmeés par le test du plus petit écart.

& Test du plus petit écart
Ce test permet de comparer deux a deux les progois déterminer s'il existe une
différence significative entre eux. En ayant resoaux formules relatives au test du plus petit
écart, la valeur critique est la suivante:

Tableau XLVIII: Comparaison des laits démaquillants pour le test 3 selon le Test du plus petit écart

PRODUITS | Rangi| Rangj | Rangi-j| Valeur critique | |Ri—Rj| =X Différence

Significative
428 vs 849 173 201 28 49,02 X< Non
428 vs 532 173 181 8 49,02 B< Non
428 vs 276 173 181 8 49,02 B< Non
428 vs 153 173 178 5 49,02 B< Non
153 vs 849 178 201 23 49,02 X< Non
153 vs 532 178 181 3 49,02 B< Non
153 vs 532 178 181 3 49,02 B< Non
276 vs 849 181 201 20 49,02 X< Non
276 vs 532 181 181 0 49,02 B< Non
532 vs 849 181 201 20 49,02 X< Non

Ce tableau montre que les produits ne sont tousiga#icativement différents entre eux.
Le test de DUNCAN le confirme d’ailleurs en cladsias produits dans un seul groupe comme le
montre le table suivant.
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Tableau XLIX: Résultat du test de classement 3 sur les laits démaquillants

MODALITE MOYENNE ESTIMEE GROUPES
428 2,836 A
153 2,918 A
276 2,967 A
532 2,967 A
849 3,360 A

En effet, les moyennes obtenues par les échargtibensituent entre 2,836 et 3,360 ; les
valeurs ne sont pas trés éloignées, les jurys ont @u du mal a difféerencier les produits et
d’effectuer le classement.

- Cas des lotions

La somme des rangs pour le test de classement Btimss est présentée dans le tableau
suivant :

Tableau L: Effectifs par rang du'test'de classement 3 pour les lotions

RANG 428 532 276 153 849
1 23 12 15 2 9
2 12 42 12 15 5
3 7 14 18 9 10
4 8 18 9 20 10
5 11 5 7 15 27

TOTAL 61 61 61 61 61

L’échantillon 428 (0,06% d’HE girofle + 006% d’HBandravasarotraest de loin celui qui
a été classé numeéro 1 par rapport aux 4 autresitdress et est apparemment celui qui est le plus
apprécié. Ce qui est d'ailleurs confirmé par lddab suivant qui présente la somme des rangs

obtenus par chacun des échantillons.
Tableau LI: Somme des rangs du test de classement 3 pour les lotions

ECHANTILLONS NOMBRE DE JURYS SOMME DES RANGS
CONSIDERES OBTENUS
146 61 145
612 61 165
243 61 162
371 61 220
902 61 223

& Loide Page

Afin de déterminer les différences discernées parsujets, la loi de Page a été appliquée
dou:

L= 2956
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La valeur ded étant det77, L est donc supérieur a,lles produits sont donc pergcus comme
différents.

# Loi de FRIEDMAN

Afin de voir si différences sont significatives,|ta de FRIEDMAN a été utilisée d’ou

F= 33,95

La valeur de F est supérieure a z= 7,81, alorprieduits sont significativement différents.
& Test du plus petit écart

En employant les formules relatives au test du pkts écart, une différenciation deux a
deux des produits a pu étre effectuée. La valétigue calculée est la suivante :

6 = 49,02

Le tableau suivant montre la comparaison des éitbas :

Tableau LIl: Comparaison des lotions pour le test 3 selon le Test du plus petit écart

Différence
PRODUITS | Rangi | Rangj | Rangi-j| Valeur critique | |Ri—Rj|=x | Significative
902 vs 146 223 145 78 49,02 X> 9 Oui
902 vs 243 223 162 61 49,02 x>0 Oui
902 vs 612 223 165 58 49,02 X> 9 Oui
902 vs 371 223 220 3 49,02 X< Non
371 vs 146 220 145 75 49,02 X> 9 Oui
371 vs 243 220 162 58 49,02 X> 9 Oui
371 vs 612 220 165 55 49,02 x>0 Oui
612 vs 146 173 145 20 49,02 X< 9 Non
612 vs 243 173 162 3 49,02 X< 8 Non
243 vs 146 162 145 17 49,02 X< 9 Non

Les échantillons 902 et 146 ; 902 et 243 ; 9021t &insi que les échantillons 371 et 146 ;
371 et 243; 371 et 612 autrement dit les 2 desniéchantillons sont percus comme
significativement différents des trois premiersgee a permis de classer en deux groupes distinct
par le test de DUNCAN.

Tableau LIIl: Résultat du test de classement 3 sur les lotions

MODALITE MOYENNE ESTIMEE GROUPES
902 3,656 A
371 3,475 A
612 2,836 B
243 2,656 B
146 2,377 B
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Ces deux échantillons ont la méme concentrationildhessentielle de girofle et de
mandravasarotra un seuil de 0,12% chacun. A ce seuil donc, @gye de ces huiles essentielle
est clairement décelée par les jurys.

3.2.2.2.  Les tests d’acceptabilité
Rappelons que le test d’acceptabilité a été eféeetu sollicitant les sujets d’attribuer une
note de 1(tres mauvais) a 5 (trés bon). Les noisitimt été faites en fonction de I'appréciation de
'odeur. Les résultats ont ensuite été convertivyaaur numérique puis traité par ANOVA a un
facteur. Le test de DUNCAN effectué a un seuil & & ensuite permis de regrouper les
échantillons qui ne sont pas significativementétéhts. Les 3 types de tests suivants ont été
effectués

- Test 1: test d'acceptabilité sur les échantillons dé daide Iotion dont le conservateur
utilisé est lemandravasarotrancorporé a 4 concentrations différentes (tabhku

- Test 2: test d’acceptabilité sur les échantillons dé daide Iotion dont le conservateur
est le girofle incorporé a 4 concentrations diffites

- Test 3: test d'acceptabilité sur les échantillons de kti de lotion avec comme
conservateur : girofle mandravasarotra 5 concentrations difféerentes.

a) Test d’acceptabilité 1
Le code des échantillons pour les laits démaquslahles lotions sont représentés dans les

tableaux suivants :
Tableau LIV: Code des échantillons de lait démaquillant pour le test d’acceptabilité 1 avec I'huile essentielle de

mandravasarotra
ECHANTILLONS CODE
Echantillon 1 : 0,12% d’HE 312
Echantillon 2 : 0,24% d’HE 527
Echantillon 3 : 0,32% d’HE 245
Echantillon 4 : 0,48% d’HE 126

Tableau LV: Code des échantillons de lotion pour le test de classement 3 avec I'huile essentielle de

mandravasarotra
ECHANTILLONS CODE
Echantillon 1 : 0,12% d’'HE 234
Echantillon 2 : 0,24% d’HE 751
Echantillon 3 : 0,32% d’HE 410
Echantillon 4 : 0,48% d'HE 531
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- Cas des laits démaquillants
Tableau LVI: Résultats du test d'acceptabilité 1 des laits démaquillants

MODALITE |MOYENNE ESTIMEE GROUPES
527 3,066 A
245 3,377 A
312 3,393 A
126 4,131 A

Les moyennes varient de 3,066 a 4,131 donc de mayd&on. On constate que les
I'échantillon 126 a plus forte concentration d’leuédssentielle dmandravasarotraet celle qui est
le plus apprécié.

Les résultats des tests de classements montrelenéga qu’il n'existe pas de différence
significative entre les échantillons.

- Cas des lotions

Tableau LVII: Résultats du test d'acceptabilité 2 des lotions

MODALITE MOYENNE ESTIMEE GROUPES
531 3,311 A
410 3,557 A B
751 3,639 A B
234 3,820 B

Les moyennes des notes obtenues pour les quatiatificims ne sont pas tres éloignées et
se situe entre moyen et bon mais l'interférenceeelets groupes ne permet par de donner une
conclusion catégorique. On constate néanmoins egisujets ont quand méme fait la différence
entre les concentrations extrémes : I'échantill@i §0,48% d’'HE demandravasarotra et 234
(0,12% d’HE). On note une légere préférence paahintillon a plus forte concentration.

Si I'on se référe aux résultats obtenus lors dets tde classement, les échantillons ont
€galement éte divisés en 2 groupes. Toutefois, |paest de classement, le plus apprécié est celui
a moindre concentration.

b) Test d’acceptabilité 2
Le code des échantillons pour les laits démaquslahles lotions sont représentés dans les

tableaux suivants
Tableau LVIII: Code des échantillons de lotion pour le test d’acceptabilité 2 avec I'huile essentielle de girole

ECHANTILLONS CODE
Echantillon 1 : 0,06% d’HE 512
Echantillon 2 : 0,12% d’HE 251
Echantillon 3 : 0,24% d’HE 422
Echantillon 4 : 0,48% d’HE 347
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- Cas des laits démaquillants

Le tableau suivant montre le regroupement des étlbam selon les moyennes obtenues
lors des analyses.

Tableau LIX: Résultats du test d'acceptabilité 2 des laits démaquillants

MODALITE |MOYENNE ESTIMEE GROUPES
202 3,705 A
343 3,508 A B
474 3,361 A B
909 2,721 B

Les échantillons ont été répartis en deux groupex B. la moyenne des échantillons se
situe entre mauvais et bon. Les échantillons gigggentés individuellement, les sujets préférent
donc les produits avec une odeur Iégére. Vu quahdigtillon 202 a la plus faible concentration
qui a obtenue la moyenne la plus élevée. D’aprédaldau I'échantillon 202 et 909 (a 0,48%
d’'HE) sont significativement différents.

Les résultats du test de classement dg ces é@iﬂhontrent cependant qu’il n’existe pas
de différence significative entre eux puisquilstdous été attribués a un seul groupe. Les
echantillons les plus appréciées restent cepeméanta plus faible concentration.

- Cas des lotions

Tableau LX: Résultats du test d'acceptabilité 2 des lotions

MODALITE [MOYENNE ESTIMEE GROUPES
512 3,820 A
251 3,233 B
422 3,164 B
347 2,820 B

D’apres ce tableau, I'échantillon 512, celle a plaible concentration d’huile essentielle
d’huile essentielle de girofle (0,06%) est diff@redes 3 autres vue qu’elle a été classée dans un
groupe a par. Les moyennes varient de 2,820 a 3826 de moyen a bon ; les produits les plus
appréciés restent toujours celles a faibles coratgom d’huile essentielle.

On retrouve a peu pres les résultats du test dseast@ent I'échantillon 512 constituant un
groupe a par, I'huile essentielle de girofle n'@shc tolérée qu’a faible concentration, que ce soit
dans les lotions ou les laits démaquillants.

c) Test d’acceptabilité 3

Le code des échantillons pour les laits démaquslahles lotions sont représentés dans les
tableaux suivants :
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Tableau LXI: Code des échantillons de lait démaquillant pour le test d’acceptabilité 3 avec I'huile essentielle de
mandravasarotra + girofle

] ECHANTILLONS CODE

Echantillon 1 : 0,06% d’'HE Girofle 101
+ 0,06% HEmandravasarotra

Echantillon 1 : 0,06% d’HE Girofle 905
+ 0,12% HEmandravasarotra

Echantillon 1 : 0,12% d'HE Girofle 179
+ 0,06% HEmandravasarotra

Echantillon 1 : 0,12% d'HE Girofle 725
+ 0,12% HEmandravasarotra

Echantillon 1 : 0,18% d'HE Girofle 651
+ 0,18% HEmandravasarotra

Tableau LXII: Code des échantillons de lotion pour le test de classement 3 avec I'huile essentielle de

mandravasarotra

ECHANTILLONS CODE

Echantillon 1 : 0,06% d’'HE Girofle 740
+ 0,06% HEmandravasarotra

Echantillon 1 : 0,06% d’'HE Girofle 017
+ 0,12% HEmandravasarotra

Echantillon 1 : 0,12% d'HE Girofle 358
+ 0,06% HEmandravasarotra

Echantillon 1 : 0,12% d'HE Girofle 224
+ 0,12% HEmandravasarotra

Echantillon 1 : 0,18% d'HE Girofle 675
+ 0,18% HEmandravasarotra

- Cas des laits démaquillants

Le tableau suivant montre le regroupement des étlbam selon les moyennes obtenues
lors des analyses.

Tableau LXIII: Résultats du test d'acceptabilité 3 des laits démaquillants

MODALITE MOYENNE ESTIMEE GROUPES
101 2,738 A
905 2,885 A B
651 3,098 A B
179 3,230 B
725 3,295 B

La valeur des moyennes obtenues se situe entr@ 2{73,295 et donc I'appréciation des

produits est donc moyenne. L’échantillon 179 (12#4EdGirofle + 0,06% HBEMandravasarotra
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est celui qui a obtenu la moyenne la plus élevée dst celui le plus apprécié mais vu que les
moyennes des notes obtenues sont trés prochesyjéts n'ont pas cernés de grande différence
entre 'odeur des échantillons.

Ces resultats ne confirment cependant pas lesdesttassement dont la différence entre les
produits n’est pas du tout significative, ces densiont été d’ailleurs classés en un seul groupe.

- Cas des lotions
Tableau LXIV: Résultats du test d'acceptabilité 3 des lotions

MODALITE | MOYENNE ESTIMEE GROUPES
017 2,738 A
675 3,098 A B
224 3,197 B
358 3,279 B
740 3,754 C

Le test de DUNCAN a permis de classer les échansllen 3 groupes, I'échantillon 740
(0,06% d’HE Girofle + 0,06% HEhandravasarotraformant un groupe a par. En effet la majorité
des jurys ont stipulé aimer les odeurs légéresatas.

Les résultats de ce test d’acceptabilité ne sostgmaaccord avec les résultats du test de
classement de ces mémes échantillons ou les dabvamsont seulement classés en deux groupes.
Toutefois I'échantillon le plus apprécié reste calplus faible concentration.

3.2.2.3. Discussions sur les analyses hédoniques

Les résultats des analyses hédoniques ne sontaigmént par homogénes, vu que celles
qui sont préférées en test de classement ne corméspt pas obligatoirement a celles qui ont
obtenu des moyennes élevées en test d’acceptabilité

La majorité des sujets ont précisé préférer desirsdégéres a des odeurs plus piguantes
comme celle du girofle et ont pourtant attribué detes supérieures aux produits a concentrations
elevée et inversement. Cela peut probablement l&jexgp par le fait que les produits a classer
sont au nombre de 4 et méme 5 pour les mélangedattessentielles, la « fatigue sensorielle »
apparait assez vite chez les sujets, ce qui p#uéireur jugement.

D’autre part, pour les tests d’acceptabilité, legets ont souvent du mal a discerner la
différence entre les odeurs, ce qui est peut étr@udfait que ce soit des sujets naifs.

Le choix des échantillons pour les tests microlgimjoes se sont faits a la fois en fonctions
du classement des huiles essentielles par les, jenytenant compte de I'absence de difféerences
significatives entre les échantillons mais égalenamnfonction de la tenue de ces derniers en
vieillissement accéléré par I'intermédiaire du tststabilité a I'étuve a 45°C.
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3.3. Résultats des tests de stabilité a I’étuve.

Les tests de stabilités des échantillons avecrtes types de conservateurs testés (HE de
girofle, HE demandravasarotraet HE girofle +mandravasarotrase sont fait parallelement avec
un échantillon témoin qui contient les conservateactuellement utilisés dans les produits
auxquels n'ont pas été ajoutés des additifs andianis.

Ces tests de vieillissement accéléré ont été efiscpendant une période de 60 jours a
I'étuve réglée a 45°C et évalué selon les paramétivants : texture, couleur et odeur.

Au début du test les caractéristiques des laitsadéitiants et des lotions sont les présentés
dans le tableau suivant :

Tableau LXV: Caractéristiques des produits pour le test de stabilité a I'étuve

PRODUIT TEXTURE COULEUR ODEUR

Lait démaquillant Visqueuse Jaune clair Odeuratarsstique
de I'huile essentielle
de girofle

Lotion Fluide Jaune clair Odeur caractéristique
de I'huile essentielle
de girofle

3.3.1. Conservateur utilisé : huile essentielle de mandravasarotra

3.3.1.1. Cas du lait démaquillant

Le tableau LXVI représente les résultats du testieilissement du lait démaquillant aux
différentes concentrations d’huile essentiellerdandravasarotrainsi que d’un échantillon
témoin.

Tableau LXVI: Résultats du test de vieillissement accéléré a 45°C des laits démaquillants pour I'huile essentielle de

mandravasarotra
ECHANTILLON TEXTURE ODEUR COULEUR
Echantillon 1 : témoin J=49 jours: séparationJ=21 jours: J=22 jours :
de phase du produit | Apparition d’odeur éclaircissement de la
rance couleur
J= 24 jours : dépbts
jaunatres sur les
parois du flacon
A J= 26 jours: couleuf
blanc laiteux
Echantillon 2 : 0,18%]| J= 39 jours : texture | J=20 jours: J= 39 jours:
d’HE tres fluide Apparition d’odeur éclaircissement de la
J=51 jours: séparationrance couleur
de phase du produit
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Echantillon 3 : 0,24%| J=44 jours : texture | J= 25 jours: J= 39 jours:

d’HE tres fluide Apparition d’odeur éclaircissement de la
J=40 jours: séparationrance couleur
de phase du produit

Echantillon 4 : 0,32%]| A J=39 jours : texturel J=25 jours: J= 39 jours:

d’HE tres fluide Apparition d’odeur éclaircissement de la
J=39 jours: séparationrance couleur
de phase du produit

Echantillon 5: 0,48% | A J=8 jours : texture | J=28 jours: J= 9 jours: jaune

d’HE tres fluide Apparition d’'odeur | foncé au fond du
J=9 jours: séparation| rance flacon et plus clair a
de phase du produit la surface (rupture de

phase)

On constate d’apres ce tableau que plus la comtiEmtren huiles essentielles est élevée
dans le lait, plus vite sa texture est modifiéed@is les échantillons & 0,18% d’H.E. la séparation
de la phase grasse et la phase agueuse n'app#egités 51 jours du début du test, la séparation
des phases apparait dés f&°Jour pour les échantillons & 048% d’huile essdietiecelui du
témoin apparaissant au bout de 49 jours. Le compant rhéologique de toutes les compositions
est d'ailleurs influencé par la température etrlagype actif utilisé. Par ailleurs, a mesure doe |
augmente la concentration d’huiles essentielledailese fluidifie plus rapidement. En effet,
'augmentation de la température évoque une dé&aoce importante de la viscosité apparente
des compositions, ou de leur consistafi®)].

D’autre part, on note I'apparition d’'odeur rancauptous les échantillons pendant la durée
du test. Si pour le témoin cette odeur apparaib@ut de 21 jours (rappelons que le témoin ne
contient pas d’antioxydant), elle apparait au ka@i20 jours pour I'échantillon 2, et méme a 28
jours pour I'échantillon a 0,48% d’huiles esseiidl Il en résulte donc que cette huile essentielle
ne saurait étre utilisée seule sans antioxydant.

On observe également que la couleur du produitasféit a mesure que le temps passe. On
suppose que ce phénomene est le résultat desor&actiimiques survenant sur le produit par
action de la température.

3.3.1.2. Cas des lotions

Les résultats du test de stabilité pour les lotevec I'HEmandravasarotraont présentés
dans le tableau qui suit :

Tableau LXVII: Résultats du test de vieillissement accéléré a 45°C des lotions pour I'huile essentielle de
mandravasarotra

ECHANTILLON TEXTURE ODEUR COULEUR

Echantillon 1 : témoin J=39 jours: séparationAucun changement | J= ljours Couleur
de phase du produit | notable pendant la | jaune plus opaque
durée de I'étude A J=30jours :

apparition de troubles
blanchatres
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Echantillon 2 : 0,18%
dHE

J=13jours: Texture
plus consistante

Intensité de |’ odeur
décroit
progressivement au
cours del’ étude

J= 4 jours: Couleur
jaune plus opague

Echantillon 3 ; 0,24%
dHE

J=8 jours. Texture
plus consistante

J=9 jours:. séparation
de phase

Intensité de |’ odeur
décroit
progressivement au
cours del’ étude

J=4jours: Couleur
jaune plus opague au
fond et de plus en
plusclair alasurface

Echantillon 4 : 0,32%
dHE

J=3 jours. séparation
de phase

Intensité de |’ odeur
décroit
progressivement au
cours del’ étude

J=4jours: Couleur
jaune plus opague au
fond et de plus en
plusclair alasurface

Echantillon 5: 0,48%
dHE

AJ=2jours:
separation de phase

Intensité de |’ odeur
décroit

J=1jour : Couleur
jaune plus opaque au

progressivement au
cours del’ éude

fond et de plusen
plus clair alasurface

On constate trés vite une modification de la texture pour les lotions contenant | huile
essentielle de mandravasarotra comme conservateur. Si une rupture de phase est observée chez le
témoin apres 39 jours, elle apparait aprés 13jours chez I’ échantillon 1 & 0,18% d’ huile essentielle
une durée qui décroit a mesure que la concentration d’huile essentielle augmente. On en déduit
donc que plus la concentration en huile essentielle est @ evée, moins les lotions sont stables.

Par contre, on ne constate pas un changement notable au niveau de I’ odeur, méme si son
intensité décroit progressivement au cours du test. Et puisgue les lotions contiennent une quantité
tresinfime d huile, on ne note pas |’ apparition d’ odeur rance dans le produit.

Par ailleurs, la couleur des échantillons devient rapidement opaque dés leur mise en étuve.
Ceci est vraisemblablement di aux principes actifs présents dans le produit est n’est aucunement
dd al’huile essentielle utilisée vu que I’ on a effectué des tests de vieillissement sur des lotions ne
contenant aucun conservateur suivant les mémes conditions, et les résultats obtenus sont
exactement les mémes: la couleur des échantillons devient plus opague des leur entrée en étuve.

3.3.2. Conservateur utilisé : huile essentielle de girofle

3.3.2.1. Cas du lait démaquillant
Les modifications observées au cours de I’ é&ude sont résumés dans | e tableau suivant :

Rapport-gratuit.com {\;—
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Tableau LXVIII: Résultats du test de vieillissement accéléré a 45°C des laits démaquillants pour I'huile essentielle

de clou de girofle
ECHANTILLON TEXTURE ODEUR COULEUR
Echantillon 1 : témoin J=49jours : séparationA J=21jours : A J=22 jours :

de phase du produit

Apparition d’odeur
rance

éclaircissement de la
couleur

J= 24jours : dépbts
jaunatres sur les
parois du flacon

A J= 26jours : couleu
blanc laiteux

Echantillon 2 : 0,06%
d’HE

A J=44jours : texture
trés fluide

J=49 : séparation de
phase du produit

Aucun changement
notable pendant la
durée de I'étude

J=49jours : dépbts
jaunatres sur les
parois du flacon

Echantillon 3 : 0,12%
d’HE

A J=40jours : texture
trés fluide

J=49jours : séparatio
de phase du produit

Aucun changement
notable pendant la
ndurée de I'étude

J= 44jours : dépbts
jaunatres sur les
parois du flacon

Echantillon 4 : 0,24%
d’HE

A J=40jours : texture
tres fluide

J=44jours : séparatio
de phase du produit

Aucun changement
notable pendant la
ndurée de I'étude

J= 40jours : dépbts
jaunatres sur les
parois du flacon

Echantillon 5: 0,48%
d’HE

J=2jours : texture tres
fluide

J=3jours : séparation
de phase du produit

Aucun changement
notable pendant la
durée de I'étude

J= 2jours : dépobts
jaunatres sous forme
de plaque a la surfact
du produit et sur les
parois du flacon

D

Les séparations des phases grasses et aqueusesss@pd, pour les échantillons 1 et 2, au
bout de 49 jours; la méme que celle du témoin. d@atre, a partir de 0,24% ce phénomeéne
survient apres 44 jours et il a lieu méme au beuB jours de test pour les échantillons a 0,48%.
On en tire la méme conclusion que précédemmend, lpleoncentration en huile essentielle est

élevée, plus vite la séparation de phase a lieu.

Au niveau de I'odeur on n'observe aucun changemetdgble et aucune apparition d’odeur
rance dans aucun des échantillons, I'huile esskentie clou de girofle est donc un excellent

antioxydant.

Pour ce qui est de l'apparition des dépdbts jausatner les parois des flacons, elles
correspondent aux dépbts de la phase huileuseodwipqui survient généralement juste avant la

rupture des phases.
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3.3.2.2.

Cas de la lotion

Tableau LXIX: Résultats du test de vieillissement accéléré a 45°C des lotions pour I'huile essentielle de clou de
girofle

ECHANTILLON

TEXTURE

ODEUR

COULEUR

Echantillon 1 ; témoin

J=39 jours: séparatio
de phase du produit

nAucun changement
notable pendant la
durée de I'étude

J=1 jour : Couleur
jaune plus opaque

A J= 30 jours:
apparition de troubles
blanchatres

Echantillon 2 : 0,06%
d’HE

A J=44 jours:
séparation de phase

Aucun changement
notable pendant la
durée de I'étude

J=1 jour : Couleur
jaune plus opaque

A J= 44 jours:
apparition de troubles
blanchatres

Echantillon 3 : 0,12%
d’HE

A J=26 jours:
séparation de phase

Aucun changement
notable pendant la
durée de I'étude

J=1 jour : Couleur
jaune plus opaque
A J=15 jours:

apparition de troubles
blanchatres

Echantillon 4 : 0,24%
d’HE

A J=22 jours:
séparation de phase

Aucun changement
notable pendant la
durée de I'étude

J=1 jour : Couleur
jaune plus opaque
A J=13jours:

apparition de troubles
blanchatres

Echantillon 5: 0,48%
d’HE

A J=22 jours:
séparation de phase

Aucun changement
notable pendant la
durée de I'étude

J=1 jour : Couleur
jaune plus opaque
A J=13jours:

apparition de troubles
blanchatres

Si on constate une rupture de phase des produitsuguient plus vite a mesure que la
concentration en huile essentielle de girofle augmeelle est moins rapide par rapport aux

lotions contenant lenandravasarotral.’échantillon 2 est celui qui a été stable lesglongtemps.

De méme que pour les échantillons testés avedd'lasisentielle denandravasarotrala

couleur des échantillons a girofle devient rapidenopaque dés leur mise en étuve. Cela est donc
ainsi a la composition des produits et non au qwaseur testé vu que les produits sont

conservateurs ont subi les mémes changements.
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3.3.3. Conservateur utilisé : huile essentielle de girofle + mandravasarotra

3.3.3.1. Cas du lait démaquillant

Tableau LXX: Résultats du test de vieillissement accéléré a 45°C des laits démaquillants pour I'huile essentielle de
clou de girofle + mandravasarotra

ECHANTILLON TEXTURE ODEUR COULEUR
Echantillon 1 : témoin J=49 jours: séparationA J=21 jours: A J=22jours :
de phase du produit | Apparition d’'odeur | éclaircissement de la
rance couleur

J= 24 jours : dépbts
jaunatres sur les
parois du flacon
A J= 26 jours: couleuf

blanc laiteux
Echantillon 2 : 0,06%| A J=44 jours : texturel Aucun changement | Aucun changement
d’HE girofle + 0,06% | tres fluide notable pendant la | notable pendant la
d’HE durée de I'étude durée de I'étude

mandravasarotra

Echantillon 3 : 0,06%]| A J=44jours : texture | Aucun changement | Aucun changement

d’HE girofle + 0,12% | trés fluide notable pendant la | notable pendant la
d'HE durée de I'étude durée de I'étude
mandravasarotra

Echantillon 4 : 0,12%| A J=44jours : texture | Aucun changement | Aucun changement
d’HE girofle + 0,06% | tres fluide notable pendant la | notable pendant la
d’HE durée de I'étude durée de I'étude
mandravasarotra

Echantillon 5: 0,12% | A J=44jours : texture | Aucun changement | Aucun changement
d’HE girofle + 0,12% | trés fluide notable pendant la | notable pendant la
d'HE durée de I'étude durée de I'étude
mandravasarotra

Echantillon 6: 0,18% | A J=40jours : texture | Aucun changement | Aucun changement
d’HE girofle + 0,18% | trés fluide notable pendant la | notable pendant la
d'HE durée de I'étude durée de I'étude
mandravasarotra

On constate que la rupture des phases de ces ioharg’est produite simultanément, sauf
pour I'échantillon 6 ayant la concentration la pllisvée. Pour ce qui est des autres criteres (odeur
et couleur), aucun changement notable n’'a été wbser cours des 60 jours d’étude.

Puisque les produits qui ont atteint une concentrade 0,48% pour les huiles essentielles
de mandravasarotreet de girofle testés séparément ont eu du mastarrstable longtemps, cette
valeur n’a plus été atteinte pour le test du médaihg ces huiles essentielles comme conservateur.
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Le mélange de ces deux huile essentielle semble dte antioxydant du a la présence
d’huile essentielle de clou de girofle qui a fat preuves lorsqu’il a été testé seul dans les lait
démaquillants.

3.3.3.2. Cas des lotions

Tableau LXXI: Résultats du test de vieillissement accéléré a 45°C des lotions pour I'huile essentielle de clou de
girofle + mandravasarotra

ECHANTILLON TEXTURE ODEUR COULEUR

Echantillon 1 : témoin J=39jours : séparationAucun changement | J= 1jour Couleur
de phase du produit | notable pendant la | jaune plus opaque
durée de I'étude A J= 30jours :
apparition de troubles
blanchatres

Echantillon 2 : 0,06%| A J=44jours : produit| Aucun changement | J= 2jours : Couleur

d’HE girofle + 0,06% | trés limpide notable pendant la | jaune plus opaque
d’HE durée de 'étude
mandravasarotra

Echantillon 3 : 0,06%]| A J=44jours : produit| Aucun changement | J= 2jours : Couleur

d’HE girofle + 0,12% | trés limpide notable pendantla | jaune plus opaque
d'HE durée de I'étude

mandravasarotra

Echantillon 4 : 0,12%]| A J=44jours : produit| Aucun changement | J= 2jours : Couleur
d’HE girofle + 0,06% | trés limpide notable pendant la | jaune plus opaque
d'HE durée de I'étude

mandravasarotra

Echantillon 5: 0,12% | A J=44jours : produit| Aucun changement | Aucun changement
d’HE girofle + 0,12% | tres limpide notable pendant la | notable pendant la
d’HE durée de I'étude durée de I'étude
mandravasarotra

Echantillon 6: 0,18% | A J=44jours : produit| Aucun changement | Aucun changement
d’HE girofle + 0,18% | trés limpide notable pendant la | notable pendant la
d'HE durée de I'étude durée de I'étude
mandravasarotra

On constate comme pour les laits démaquillants lgueupture des phases de ces
échantillons. Pour ce qui est des autres criteérésuf et couleur), aucun changement notable n’'a
été observé au cours des 60 jours d’étude.

3.3.4. Discussions sur les tests de stabilité

D’une maniére générale pour les deux types de pmdplus la concentration en huile
essentielle est élevée, plus le produit devienteapent instable et subit une rupture de sa phase
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agueuse et de sa phase lipidique. Plus la quaentitéuile essentielle est élevée, plus le produit
devient rapidement fluide et change de texture.

Pour les concentrations a 0,48% d’huile essentildimandravasarotraon a remarqué que
les produits sont rapidement sujets a une séparat® phase: au bout de 2 et 3 jours
respectivement pour le lait et la lotion. De méroardes échantillons a girofle dont la texture n’a
tenue que 3 jours a une concentration de 0,48% lpsdaits démaquillant. Cette valeur n’a donc
plus été atteinte pour la composition des meéladge<? huiles essentielles.

Pendant, les études de stabilité, on n’a consgatedent aucune apparition d’'odeur rance
pour les échantillons contenant I'huile essentigéiggirofle ; ce sont donc ces échantillons qui ont
été choisis pour les tests microbiologiques en tfoncdes résultats des analyses sensorielles.
Ainsi, I'huile essentielle de girofle a d’excellestpropriétés antioxydantes.

3.4. Résultats du « challenge test »
Vu que I'huile essentielle dmandravasarotran’est pas un tres bon antioxydant, il n’a pas

éteé treés rentable de réaliser le test d’efficatitérobien sur les échantillons contenant uniguement
cette huile essentielle comme conservateur.

Compte tenu des résultats des analyses sensorgaglabinées au test de stabilité, les
échantillons suivants ont été soumis au «chall¢esfe :

Tableau LXXII: Présentation des produits soumis au «challenge test».

Conservateur utilisé Produit testé Concentration
Huile essentielle de girofle Lait démaquillant oR4
Lotion 0,12%
Huile essentielle de girofleLait démaquillant 0,18% + 0,18%
+ mandravasarotra Lotion 0,12% + 0,06%

3.4.1. Résultat du « challenge test» sur I'huile essentielle de clou de girofle
Rappelons que les tests microbiologiques ont deetes sur les 2 souches de microbes :
Staphylococcus aurewet Candida albicans

3.4.1.1. Résultats sur les souches de Staphylococcus aureus
La suspension microbienne a été inoculée dansolufiren respectant le fait que le volume
de l'inoculum ne doit pas dépasser 1% du volumerdduit. Aprés avoir bien secoué le produit
dans un flacon dans le but de répartir les micraaiggmes, le produit ensemencé a été réparti dans
6 tubes fermés hermétiguement afin de pouvoir efégcles lectures a T=0jour ; T=2jours,
T=7jours, T=14jours, T=28jours et le dernier tugarda servi de réserve.

Rappelons que le critere d’appréciation de I'effittades conservateurs lorsqu’il s’agit de
bactéries est une réduction de 2log en 48h de falation initiale et pas d’augmentation
ultérieure.
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Les résultats des dénombrements de la populaticrobenne effectués apres toutes les
périodes précitées, ainsi que les résultats atsepdula norme européenne sont présentés dans les
tableaux suivants.

- Cas du lait démaquillant

Tableau LXXIII: Résultat du «challenge test» de I'huile essentielle de girofle sur S. aureus : cas du lait démaquillant

T=0j T=2j T=7j T=14j T=28j
Nombre de 8,83x10 | 3,15x10 | 1,31x10 1,90x16 | 8,27x10
microorganismes
(UFClqg)

Résultats attendus selor 8,83x16 | 8,83x1d | 8,83x10 - -
la norme (UFC/Q)

Le graphe présentant la comparaison entre I'évmiude la population d8. aureugst
présenté ci-apres :

8
g 7
£ “
g’ = \
b4 g 4 C Nombre de
g i‘:_';_ 3 ~ microorganismes log(UFC/g)
2 §° i Résultats attendus
o log(UFC/g)
o) 0 T T T T 1
£
2 T=0j T=2j T=7j T=14j T=28]j

Duré d'incubation

Figure 8: Résultat du «challenge test» de I'huile essentielle de girofle sur S. aureus : cas du lait démaquillant

Le nombre de microbes présent apres 2jours d’oticupest bien loin des valeurs attendues
par la norme qui est 1@ois plus élevée. Et méme si la populatiorSdaureusiécroit en fonction
du temps, les résultats obtenus sont loin de aadies normes 'huile essentielle de girofle @ un
concentration de 0,24% dans les laits démaquitiast donc pas efficace contge aureus.

- Cas de lalotion
Tableau LXXIV: Résultat du «challenge test» de I'huile essentielle de girofle sur S. aureus : cas de la lotion

T=0j T=2j T=7] T=14j T=28]
Nombre de 536x10 | 1,81x10 | 3,6x10 | 1,2x10 | 3,00x16
microorganismes
(UFCl/g)

Résultats attendus selor] 5,36x10 5,36x10 | 5,36x10 - -
la norme (UFC/Q)
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Figure 9: Résultat du «challenge test» de I'huile essentielle de girofle sur S. aureus : cas de la lotion

On peut en déduire d’apres ce graphe que I'huderdgielle de girofle ne peut étre qualifiee
d’efficace contreS. aureusdans les lotions a une concentration de 0,12%eften 2 jours apres
I'ensemencement, I'effectif population s'éléve emca@ 1,81x1DUFC/g alors qu'il aurait di

descendre a 5,36x10

3.4.1.2. Résultats sur les souches de Candida albicans

Le critere d’appréciation de l'efficacité des cawsgeurs lorsqu’il s’agit des fungis est une
réduction de 2log en 14j de la population initielgpas d’augmentation ultérieure.
Les tableaux suivants montrent I'évolution des pafions deCandida albicansensemencé

dans les laits démaquillants et les lotions.

- Cas du lait démaquillant
Tableau LXXV: Résultat du «challenge test» de I'huile essentielle de girofle sur C. albicans : cas du lait

démaquillant

T=0j T=2j T=7j T=14j T=28j
Nombre de 2,72x16 3,63x1d 9,09 9,09 0
microorganismes
(UFC/g)
Résultats attendus selon| 2,72x16 2,72x10 -
la norme (UFC/Q)
8
g
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s goé"_ 4 microorganismes
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Figure 10: Résultat du «challenge test» de I'huile essentielle de girofle sur C. albicans : cas du lait démaquillant
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On constate que par rapport aux résultats atteampies 14jours d’'incubation, la population
de C. albicansa bel et bien diminué et se trouve en dessouguiligipulé par la norme. L’huile
essentielle de clou de girofle est donc efficacatredC. albicansa une concentration de 0,24%
dans le lait démaquillant.

- Cas de lalotion

Tableau LXXVI: Tableau LXXI: Résultat du «challenge test» de I'huile essentielle de girofle sur C. albicans : cas de la

lotion
T=0j T=2j T=7j T=14j T=28j
Nombre de 1,81x16 1,81x16 9,09 0 0
microorganismes
(UFC/g)
Résultats attendus selon| 1,81x10 1,81x10 -
la norme (UFC/q)

Nombre de

\ microorganismes
\ log(UFC/g)

\ Résultats attendus
log(UFC/g)

Nombre de microorganismes
log(UFC/g)
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T=0j  T=2j  T=7j  T=14]  T=28]

Durée d'incubation

Figure 11: Résultat du «challenge test» de I'huile essentielle de girofle sur C. albicans : cas de la lotion

Le conservateur a été aussi efficace pour le cadatiens a 0,12% d’huile essentielle de
clou de girofle.

3.4.2. Résultats du «challenge test» sur 'huile essentielle de clou de girofle +
mandravasarotra
3.4.2.1.  Résultats sur les souches de Staplylococcus aureus
Les résultats de lactivité de l'association deuild essentielle de girofle et de
mandravasarotrasur S.aureuset C. albicansensemencés dans les produits testés sont présentés
ci-apres :
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- Cas du lait démaquillant

Tableau LXXVII: Résultat du «challenge test» de I'huile essentielle de girofle + mandravasarotra sur S. aureus : cas
du lait démaquillant

T=0j T=2j T=7j T=14j T=28j

Nombre de 2,77x10 2.23x10 5,81x10 1,9x10 6,36x10d
microorganismes
(UFC/qg)

Résultats 2,77x10 2,77x10 2,77x10 - -
attendus selon la
norme (UFC/Q)
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Figure 12: Résultat du «challenge test» de I'huile essentielle de girofle + mandravasarotra sur S. aureus : cas du
lati démaquillant

L’'association des huiles essentielles de clou d®flgi et de mandravasarotrade
concentration respectifs 0,18% et 0,18% n’a pasphos été efficace dans les laits démaquillants,
car la population d&.aureusaprés 2 jours du début du test est de 2,234EC/g alors qu’elle ne
devrait pas dépasser 2,772 UFC/g.

- Cas des lotions
Tableau LXXVIII: Résultat du «challenge test» de I'huile essentielle de girofle + mandravasarotra sur S. aureus: cas

de la lotion
T=0j T=2j T=7j T=14j T=28j
Nombre de 1,02x16 8,17x10 1,4x1G 1,23x10 1,27x1d

microorganismes

(UFCl/qg)

Résultats 1,02x10 1,02x10 1,02x10
attendus selon la
norme (UFC/Q)
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Figure 13: Résultat du «challenge test» de I'huile essentielle de girofle + mandravasarotra sur S. aureus : cas de la
lotion

De méme que pour les échantillons de laits démlaqtsl la population &. aureusapres 2
jours d’incubation a une valeur tres élevée quites$ loin du seuil stipulé par la norme
européenne. L'association des 2 huiles essentieiesont donc pas efficaces Siaureusa la
concentration de 0,12% d’HE de girofle et 0,06%E'tlemandravasarotra

3.4.2.2. Résultats sur les souches de Candida albicans

- Cas du lait démaquillant

Tableau LXXIX: Résultat du «challenge test» de I'huile essentielle de girofle + mandravasarotra sur C. albicans :
cas du lait démaquillant

T=0j T=2j T=7] T=14j T=28]
Nombre de 7,45x10 | 8,45x1d | 3,63x10 9,09 0
microorganismes (UFC/qg)
Résultats attendus selon la 7,45x10 7,45x10 -
norme (UFC/q)
7
§ 6 ———
$fE® 5
o E o 4 N N Nombre de
S Eb 5 \ microorganismes log(UFC/g
Ecxg 3
co Y \ )
252 2
E 1 \_ Résultats attendus
0 . . . . , log(UFC/g)
T=0j T=2j T=7j T=14j T=28j
Durée d'incubation

Figure 14: Résultat du «challenge test» de I'huile essentielle de girofle + mandravasarotra sur C. albicans : cas de
la lotion
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On peut dire gu'ici le conservateur a été efficaigeC. albicanscar si la valeur stipulée par
la norme est de 7,45x10FC/g aprés 14jours d'incubation, la valeur obteaé#é de 9,09UFC/g.

- Cas de lalotion
Tableau LXXX: Résultat du «challenge test» de I'huile essentielle de girofle + mandravasarotra sur C. albicans : cas

de la lotion
T=0j T=2j T=7j T=14j T=28j
Nombre de 1,36x10 18,18 0 0 0
microorganismes
(UFC/qg)
Résultats attendus selon] 1,36x10 1,36x10
la norme (UFC/Q)
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\ N\
\\ i

Résultats attendus
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Figure 15: Résultat du «challenge test» de l'huile essentielle de girofle + mandravasarotra sur C. albicans : cas de
la lotion
Le mélange des huiles essentielles a donc été@aedfisur les lotions vu qu'on a remarqué

une diminution notable de la population initialeaettune augmentation ultérieure pendant le test
d’efficacité microbien.

3.4.3. Discussions sur les résultats du «challenge test»
D’une maniere générale, la population de microasyaes a diminuée dans tous les cas:
gue ce soit- avec l'huile essentielle de girofle mélangée avec I'huile essentielle de

mandravasarotra

Toutefois, on constate avec les soucheSta@hyloccus aureugue méme si la population
initiale a été réduite au cours du temps, les nerdeela pharmacopée européenne sont loin d’étre
satisfaites vu qu’elle envisageait une diminutien2tbg par rapport a la population initiale. A une
concentration de 0,24% dans les laits et 0,12% kenistions, I'huile essentielle de girofle a elle
seule n'est pas efficace pour éliminer ces badéi®*e méme pour l'association de I'huile
essentielle de clou de girofle et d@ndravasarotraa des concentrations respectives de 0,18% +
0,18% et 0,12% + 0,06% dans les laits et lotions.

Vis-a-vis des souches d€andida albicanspar contre, les résultats obtenus sont
satisfaisantes pour I'huile essentielle de girotiglisée seule ou en association avec le
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mandravasarotra En effet si la norme exige une diminution de 2leg 14jours et pas
d’augmentation ultérieure, les résultats obtenas eo dessous de valeurs attendues.

Par rapport a la composition de ces huiles esdlestieclles contiennent en effet les
composantes antibactériennes mentionnées patdealire. Toutefois, puisque le seuil maximal
des CMI et des CMB n’ont pas pu étre atteint esoraide l'instabilité des produits cosmétiques a
une concentration élevée d’huile essentielle et cgee huiles essentielles contiennent certains
composants allergenes comme I'eugénol, le limoreirie linalol (annexe n°10), augmenter la
concentration au-dela de celles qui ont déja éwdéds constituerait un risque pour le
consommateur vu que ces produits sont destinég® &@tcontact avec la peau. D’autant plus que
les moyennes obtenues pendant les tests d’acdéptaleis analyses sensorielles sur les produits
ne se situent pas entre assez agréable et agréablg@oint de vue microbiologique, une
augmentation des concentrations serait recommam@ée par rapport aux résultats du test de
vieillissement a I'étuve, plus la concentration élvée, plus vite les produits subissent une
séparation de phase.

3.5. Résultats des enquétes sociodémographiques (détails cf annexe VII)

72 personnes ont été soumises aux questionnaeaguite dont 22% sont des hommes et
78% des femmes. Tous ont déclaré utiliser des digmes et 71% des individus enquétés
affirment vérifier la composition de leurs produits

En ce qui concerne les cosmétiques naturels, 75eant porter un intérét pour ces produits
par raison de sécurité, par peur des effets seomendae peuvent engendrer les produits de
synthése ou par souci pour I'environnement.

Vu que les produits « sans parabéne » sont trééspdepuis la lancée des produits « bio »,
le sondage sur la connaissance des consommatelgacihmes inclus dans le questionnaire des
produits « sans parabéne » a montré que 47% n¥jamais entendu parler et parmi ceux qui en
ont été informés, 43% en ont déja utilisé.

Parmi les individus enquétés, 54% seraient intéseegsar les produits contenant des
conservateurs naturels dont 75% seraient pres @enigr leur budget d’achat pour ces produits
cosmétiques. En effet, certains estiment que ceslufis leur feront sentir en sécurité et
diminueraient le risque de cancer de la peau.

3.6. Recommandations

Depuis l'expansion du mouvement « cosmétique biet» depuis I'apparition des
controverses sur le parabéne, la sécurité d’engasiproduits est devenu une priorité pour les
consommateurs de produits cosmétiques dans le md&tee si le phénomeéne n’a pas encore
provoqué le méme engouement a Madagascar, cec@mis®mmateurs utilisent des produits sans
parabéne pour garantir leur sécurité.

Dans cette approche il est vraiment nécessair@nignoer des études approfondies sur les
conservateurs qui seraient efficaces et standangsdifférents types de produits cosmétiques. Du
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point de vu microbiologique, augmenter les conegimins en huiles essentielles éliminerait les
microorganismes plus rapidement, seulement, cemiadgrauront du mal & se conserver
longtemps étant donné que les résultats plus haatrent que plus la concentration est élevée,
moins le produit et stable. Si cette étude n'a doorté que sur I'efficacité des huiles essentielles
en tant que conservateur, il serait judicieux plerer d’autres voies comme des extraits de
plantes ayant des propriétés microbiologiques.

Au niveau de la production des produits, le respdbes BPF (Bonnes Pratiques de
Fabrication) serait le premier atout pour garahtibtention de produits cosmétiques sains et
dépourvus de microorganismes. Il est donc nécessl@rmaitriser les points critiques dans la
fabrication afin de garantir la qualité des proslulMais en amont, des techniques de contrdles
microbiologiques sont & conseiller pour vérifiedes taux de conservateurs incorporés dans les
produits sont suffisants pour garantir son inn@cpiendant un temps précis. Il est donc conseillé
de mettre au point la technique du challenge td&ppliquer aux différents produits cosmétiques
pour déterminer réellement leur véritable efficacit

D’autre part, les tests de vieillissement accéietétuve permettent de déceler rapidement
la dégradation du produit. Ces tests devraient @ecsystématique dans le volet « recherches et
développement » afin de déterminer la DLUO exaetemfoduits cosmétiques. Toutefois, malgré
des normes internes établies par certains laboeat@omme quoi 30 jours a I'étuve serait
équivaut a 6mois a température ambiante. Une éiadssée sur la durée réelle de conservation
des produits a partir du test de vieillissemerais@rentreprendre afin de déterminer sa stalailité
cours du temps ; étude dans laquelle différentarpatres comme la viscosité, pH, etc. devraient
étre mesurés régulierement a partir des matédéigLats.

Ces études nécessiteraient bien évidemment plugedlissements de la part de I'entreprise
vu que les colts sont onéreux et surtout en miclofie, mais c’est un mal nécessaire afin de
garantir une meilleure qualité et afin d’actualigar la méme occasion I'entreprise.

CONCLUSION PARTIELLE III

Par l'intermédiaire des analyses chromatographiqoesa donc pu vérifier que les huiles
essentielles choisies contiennent bien les compesaecherchées comme ayant des pouvoirs
antimicrobiens.

Bien que I'on remarque une légere incohérenceesurdsultats des analyses sensorielles vu
linfidélité des sujets entre le test de classementie test d’acceptabilité pour ce qui des
préférences sur les concentrations proposéesaedte d’'une aide précieuse dans le choix des
concentrations en analyses microbiologiques.

Par ailleurs, les tests de vieillissement ont étéutil avantageux afin d’avoir un apercu des
pouvoir antioxydants des huiles essentielles etcelmer a quelles concentration ces huiles
essentielles influent notablement sur la stabditgroduit.
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Les analyses microbiologiques ont permis a leur twmivérifier si les huiles essentielles
réduisent considérablement (selon les valeurs seqipar les normes) la population microbienne
initialement inoculée dans les produits.

Enfin, les enquétes sociodémographiques ont pelmisonnaitre I'intérét que portent les
consommateurs sur les produits cosmétiques naetrens conservateurs de synthéese.
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CONCLUSION GENERALE

Le désir de santé et de bien étre a toujours eétéréoccupation chez 'lhomme. Dés lors, il
a essayé par différentes maniéres d’embellir sa paades cosmétiques. Toutefois la sécurité que
procurent les produits est devenue depuis un oggaips une revendication et parfois méme une
exigence chez les consommateurs. C'est dans ceitequ’est née I'étude des conservateurs a
base de plante qui pourraient étre utilisés dampreduits cosmétiques (cas des huiles essentielles
demandravasarotraet de clou de girofle) afin de combler ce désiséeurité.

Les analyses CPG ont permis de doser la quantgécdmposants actifs dans les huiles
essentielles et les concentrations trouvées sspectivement pour les huiles essentielles de thym,
de clous de girofle et dmandravasarotra 56,8% de thymol ; 87,0% d’eugénol et 47,9% @& 1,
cinéole. Ces valeurs sont conformes et méme swpési@ux résultats déja trouves et aux normes
pour le cas du thymol et du 1,8-cinéole ; ce quificme I'hypothése 1 émise comme quoi les
huiles essentielles choisies contiennent effectar@mles composantes antimicrobiennes
recherchées.

Par lintermédiaire des analyses sensorielles, l@mssement des produits proposés a
concentration croissante d’huile essentielle a ypa ébtenu, bien que souvent les différences
soient non significatives on a pu déterminer quesigets ont tendance a préférer les odeurs plus
douces et plus Iégeres. Pour ceux dont les dift@&esont non significatives, le choix s’est porté
sur les concentrations plus élevées.

Il a tout de méme fallu tenir compte des tests iddlissement & I'étuve a 45°C qui ont
montré que plus la concentration en huile essénttlélevée, plus le produit devient rapidement
instable et est sujet a des ruptures de phase.n@téayu’a partir de la concentration 0,48% tant en
huile essentielle de clou de girofle quend@ndravasarotrala rupture de phase est apparu au bout
de quelques jours seulement et surtout pour leleadaits démaquillants. Les huiles essentielles
influent également sur la viscosité de ces derniers

La vérification de I'efficacité des conservateurar sdes souches de microbes par
intermédiaire du challenge test ont permis derties conclusions suivantes :

- les concentrations d’huiles essentielles testw@st inefficaces contre les bactéries
Staphylococcus aureus I'on se réfere aux normes qui exigent une ditiam de 2log de la
population initiale de microbe.

- les huiles essentielles de girofle clous utilsséseules ou en synergie avec I'huile
essentielle denandravasarotrasont efficaces contre les soucheamdida albicangtant que la
norme exigeait une diminution de 2log en 14jourpast d’augmentation ultérieure, la diminution
de la population d€andida albicansu cours des 28 jours de tests ont satisfaits gateamt ces
criteres.
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Cependant, vu que ces conservateurs n'ont pasdoireda population d&taphylococcus
aureusd’apres les normes ils ne sont donc pas efficagass concentrations incorporées dans les
produits cosmétiques ; I'hypothése 2 émise au déblitnvestigation est donc rejetée.

Mais étant donné que I'étude ne s’est portée eulement 2souches de microorganisme, les
recherches pourraient encore étre étendues surabaunicroorganismes d’altération proposée par
la norme commd’seudomonas aeruginos Aspergillus niger.Et si les expériences se sont
portées uniquement sur des huiles essentielléaagdEépourrait encore s’élargir sur d’autres types
d’extraits en tant que conservateurs naturels.

82
ETUDE DES CONSERVATEURS NATURELS POUR LES PRODUITSCOSMETIQUES : CAS DE L’'HUILE ESSENTIELLE DE
GIROFLE CLOUS (Eugenia caryophyllata ET DE MANDRAVASAROTRA(Cinnamosma fragrany






REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
BIBLIOGRAPHIES

1. BONNARD N., BRONDEAU M-T, JARGOT D., FALCY M., SCHEIDER O. ; 2008 ;
2-phénoxyéthanol ; Fiche toxicologique ; n° 268stitut National de Recherches et de Sécurité
2. CHIVOT M. MARTINI C. PEYREFITTE G. ; 1995 ; Cahiel’esthétique-cosmétique ;
EDITION SIMEP ; Paris

3. CORRE C., DALVAI J., DAMPFHOFFER M., LAMBERLIN M.TERRASSON R.;
2009 ; Les parabénes : quelle problématique posaéé publique ?; Ecole des Hautes Etudes en
Santé Publique

4. DELARRAS C.; 2007 ; Microbiologie pratique pour laboratoire d’analyses ou de
contrble sanitaire ; Editions TEC&DOC ; Editions dlleales Internationales ; Lavoisier ; P. 475

5. FONDRAZ M., THIRION M. ; 2007, Une famille remardpia: le formaldéhyde

6. FUY. ZU Y., CHEN L., SHI X., WANG Z., SUN S., EFIREFH. T; 2007; Antimicrobial
activity of clove and rosemary essential oils alane in combination; Key Laboratory of Forest
Plant Ecology, Ministry of Education, Northeast &siry University, China.

7. HULIN V. MATHOT A., MAFART P., DUFOSSE L; 1998; l® propriétés
antimicrobiens des huiles essentielles et compabésmes ; Science des aliments; An
International Journal of Food Science and Technojogpl 18, n° 6 ; Lavoisier

8. ISO 18415 ; 2007 Cosmétiques- Microbiologie- Détectles micro-organismes spécifiés
et non spécifiés

9. JUDE A. 2004 ; Prévention de I'oxydation des acidess dans un produit cosmétique :
meécanismes, conséquences, moyens de mesure, qtielg/@dants pour quelles applications ? ;
Huiles, corps gras et produits cosmétiques ; Oheari, Corps Gras, Lipides. Volume 11, Numéro
6, 414-8

10. PENOEL D., FRANCHOMME P. ; 1995 ; L'aromathérapiaetement, Encyclopédie de
I'utilisation thérapeutique des huiles essentiellgslitions Roger Jollois ; P 446

11. POUILLOT A. POLLA B.S.; 2006 ; Conservateurs enro@sologie : mise au point sur les
parabénes ; Journal de médecine Esthétique et idegid dermatologique ; Volume XXXIII,
n°151

12. RANDRIAMAHAZO V. ; 2009 ; Contribution a la caractgation des huiles essentielles
de Cinnamosma fragranBaillon : composition chimique et activités antité&iennes ; Mémoire
de fin d’études ; Département Industries Agricatalimentaires ; école Supérieure des Sciences
Agronomiques ; P.77

83
ETUDE DES CONSERVATEURS NATURELS POUR LES PRODUITSCOSMETIQUES : CAS DE L'HUILE ESSENTIELLE DE
GIROFLE CLOUS (Eugenia caryophyllata ET DE MANDRAVASAROTRA(Cinnamosma fragrany



13. RANDRIANASOLO I.; 1996 ; Contribution a I'étude da fertilisation du thymthymus
vulgari) et de la valorisation de son huile essentiell&énidire de fin d’étude ; Département
Agriculture ; Ecole Supérieure Des Sciences Agranoes ; P.54

14. RASOARAHONA F. H.; 2011; Standardisation de bagesfumantes en vue de

I'utilisation en cosmétique : cas de I'ardme vanillDépartement Génie Chimique ; Mémoire de
fin d'étude en vue de I'obtention de dipldme d'é@sdapprofondies; Ecole Supérieure
Polytechnique ; Université d’Antananarivo

15. RAVELO T.; 2011; Evaluation de l'effet conservateles extraits d&hymus vulgaris L..
Rosmarinus officinalis I et Piper nigrum L sur un exemple de produit carné ; Mémoire de fin
d’étude ; Option Agroalimentaire ; Athénée Sairgefath Antsirabe (ASJA)

16. RAVOHITRANIAINA H. ; 2003 ; Contribution a la valisation deAloe macrocladade
Madagascar en cosmétique : cas des produits de capilaires ; Mémoire de fin d’étude ; Ecole
Supérieure des Sciences Agronomiques, Départememstries Agricoles et Alimentaires ; P.86

17. RAZAFIMAMONJISOA D.; 2011 ; Variabilités chimiquest activités antimicrobiennes
des huiles essentielles d@nnamosma spp(Alternative aux antibiotiques en aquaculture de
crevette) ; These pour l'obtention du dipléme dectiomat Option Industries Agricoles et
Alimentaires, Département Industries Agricoles dtnéntaires ; Ecole Supérieure des Sciences
Agronomiques ; Université d’Antananarivo

18. ROULIER G.; 1990 ; Les huiles essentielles poutrer@anté, Traité d’aromathérapie :
propriétés et indications thérapeutiques des essateplante ; Editions Dangles ; P.335

19. STIENS R. ; 2008 ; La vérité sur les cosmétiqueSDUC S. EDITIONS ; Paris
WEBIOGRAPHIES

20. Agence Nationale de I'Environnement de Haute-Nomean2009 ; La face cachée des
cosmétiques ; consulté le 23.11.11 Isityp://www.arehn.asso.fr

21. ANONYME ; 2010; Altération des cosmétiques; cdtésule 08.11.11 sur
http://cosmetique-yrs.e-monsite.com

22. ANONYME ; 2011; Conservateurs et parabéne; cdésule 16.11.11 sur
http://www.dermaptene.com

23. ANONYME ; 2011 ; conservateur des cosmeétiques bmonsulté le 27.11.11 sur
http://www.caseo.fr

24. ANONYME ; 2010 ; Cosmétique ; consulté le 25/11/2Qhttp://www.wikipedia.org

25.  ANONYME ; 2010 ; Cours de chromatographie ; MasterChimie i année ; Faculté
des sciences d’'Orsay ; consulté le 12.08.128pr//www.masterchimiel.u-psud.fr

84
ETUDE DES CONSERVATEURS NATURELS POUR LES PRODUITSCOSMETIQUES : CAS DE L'HUILE ESSENTIELLE DE
GIROFLE CLOUS (Eugenia caryophyllata ET DE MANDRAVASAROTRA(Cinnamosma fragrany



26. ANONYME ; 2011 ; Fiche technique de I'huile esseldi d’Eugenia caryophyllata
consulté le 17.10.11 shttp://www.aroma-zone.com

27. ANONYME ; 2008 ; Le Giroflier ; consulté le 10.0& Surhttp://www.agriculture.gov.mg

28. ANONYME ; Nouveau précis d'esthétique cosmétiquees cosmétiques et leurs
composants consulté le 23.11.11 Isitip://terminalf.risc.cnrs.fr

29. BENJILALI B. et at 1986; Méthode d'étude des propriétés antisepsiqdes huiles
essentielles par contact direct en milieu géld@antes médicinales et phytothérapie ; Tome XX ;
n°2 ; consulté le 09.01.12 sur httgnttp://plantearomatiguemedicinale.unblog.fr

30. BOURKHISS M.et al; 2007 ; Composition chimique et propriétés antioiidennes de
I'huile essentielle extraite des feuilles de Tdiras articulata (Vahl) du Maroc ; Département de
chimie, Faculté des Sciences, Université Moulay pnsalté le 06.03.12 sur
http://www.afriquescience.info

31. CLAUSTRIAUX J-J; 2001; Considération sur l'anadysstatistiqgue des données
sensorielles ; Unité de Statistique et Informatigu€aculté universitaire des Sciences
agronomiques de Gembloux consulté le 29.07.1btsp//www.bib.fsagx.ace.be

32. CTCPA Centre Technigue de la Conservation des Reodlimentaires Vieillissement
acceélére des produits alimentaires ; 2011 ; coasel02/05/12 sumttp://ogi.ctcpa.eu

33. GEORGIEVA S., KARSHEVA M., ALEXNADROVA S.; 2010; ktle des émulsions
cosmétiques aux extraits naturels par des méthbdesogiques (effet de la température) ; Revue
de Geénie Industriel ISSN 1313-8871 ; Université Taehnologie Chimique et de Métallurgie,
Sofia, Bulgarie consulté le 29.07.11 &ap://www.revue-genie-industriel.info

34. HOMEOPHARMA ; 2012 ; Présentation de 'HOMEOPHARMAonsulté le 12.08.12
surhttp://www.madagascar-homeopharma.com

35. LEPOITTEVIN J-P. ; 2006 ; Cosmétiques peut-on patke produits toxiques ?; 27e Cours
d’actualisation en dermato-allergologie du GERDAnjversité Louis-Pasteur Toulouse ; consulté
le 15.11.11 sunttp://www.gerda-assoc.com

36. MAISON A., PASQUIER E.; 2008 ; Le point des corssainces sur le formaldéhyde ;
Institut National de Recherches et de Sécuritdsglbé le 23.11.11 sinttp://www.inrs.fr

37. NOUDJOUB M.; 2010; Extraction de I'huile esseliede Thymus Fontanesii et
application a la formulation d'une forme médicanegisie-antimicrobienne ; Magister en Génie
des procédés chimiques et pharmaceutiques; Optidastrie Pharmaceutique ; Université
M'HAMED BOUGARA GOUMERDES FACULTE DE HYDROCARBURE E DE LA
CHIMIE consulté le 20.10.11 sbitp://www.unbb.dz

85
ETUDE DES CONSERVATEURS NATURELS POUR LES PRODUITSCOSMETIQUES : CAS DE L'HUILE ESSENTIELLE DE
GIROFLE CLOUS (Eugenia caryophyllata ET DE MANDRAVASAROTRA(Cinnamosma fragrany



38. RNF Réseau Normalisation et Francophonie; 2011 ; Normes et certification pour les
instituts de beauté et les cosmétiques, N°01/11 ; consulté le 26.10.11 sur http://www.lernf.org

39. ROUX D.; 2008; Conseils en aromathérapie 2e édition; consulté le 17.10.11 sur
http://books.google.fr

40. TESSIER T. MADET N.; 2004; Compte rendu de TP de chromatographie:
Chromatographie en phase gazeuse; Université de Crétell-Paris XII consulté le 12.08.12 sur
http://julientap.free.fr

SUPPORTSDE COURS

41. BENOIT C.; 2008; Travaux dirigés d'Anayse Sensorielle, cours de 4™ année,
Département Industries Agricoles et Alimentaires; FEcole Supérieure des Sciences
Agronomiques ; Université d’ Antanarivo

42. RAMANOELINA P.; 1997 ; Industries des Extraits Aromatiques ; Cours de 5™ Année ;
Département Industries Agricoles et Alimentaires ; Ecole Supérieure des Sciences Agronomiques,
Université d’ Antananarivo

43. RAMANOELINA P.; 2011 ; Méhodes d’'anayses et contréle Il ; Cours de 5% Année
Département Industries Agricoles et Alimentaires ; Ecole Supérieure des Sciences Agronomiques,
Université d’ Antananarivo

44, RANDRIANTINA R. 2010 ; Analyses Sensorielles; Cours de 4°™ Année; Département
Industries Agricoles et Alimentaires ; Ecole Supérieure des Sciences Agronomiques ; Université
d’ Antananarivo

45, RAONIZAFINIMANANA B.; 2010; Francais Technique; Cours de 4°™ Année;
Département Industries Agricoles et Alimentaires; FEcole Supérieure des Sciences
Agronomiques ; Université d’' Antananarivo

46. RAZAFINDRAJAONA J.M. ; 2009 ; Techniques microbiologiques de base ; Cours de 3¢é
Année; Département Industries Agricoles et Alimentaires; Ecole Supérieure des Sciences
Agronomiques, Université d’ Antananarivo

47. RAZAFINDRAJAONA JM.; 2010; Introduction a la recherche; Cours de 4e Année;
Département Industries Agricoles et Alimentaires ; Ecole Supérieure des Sciences Agronomiques,
Université d' Antananarivo

Rapport- gratuit.com @

86
ETUDE DES CONSERVATEURS NATUREL SPOUR LESPRODUITSCOSMETIQUES: CASDE L'HUILE ESSENTIELLE DE
GIROFLE CLOUS (Eugenia caryophyllata) ET DE MANDRAVASAROTRA (Cinnamosma fragrans)






PARTIES EXPERIMENTALES
PARTIE EXPERIMENTALE | : Hydrodistillation de I'huile essentielle de thyr
> Matériels
- Hydrodistillateur
- Ballon 2000ml

- Eau distillée
» Mode opératoire

- Peser la matiere premi

- Mettre dans le ballon

- Remplir le tout d’eau

- Poser sur la chauffe ballc

- Monter I'appareil d’hydrodistillatio
- Effectuer I'extraction

- Laisser décanter

- Recueillir I'huile essentielle da un flacon

Figure 16: Hydrodistillation du thym (Cliché: Auteur, 2011)
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> Résultats obtenus

P (thym)= 173,4921g

P (HE obtenue) = 0,2142g

Rendement = 0,12%

Figure 17: Huile essentielle de thym (Cliché: Auteur, 2011)
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PARTIE EXPERIMENTALE Il : Analyse par chromatograph ie en phase gazeuse

» Conditions opératoires
- Colonne: capillaire en silice fondue DB-WAX, L =r&0
- Programmation de température de colonne : 60°Cnh)oa 220°C (3°C/mn).
- Gaz vecteur : hydrogéne 0,25 bar en téte de colonne

» ldentification par calcul des IK (Indice de Kovats)

La chromatographie en Phase Gazeuse permet desépasics les constituants d’une huile
essentielle, qui seront identifiés par le calcud € ou Indices de Kovats. On entend par IK, une
interpolation (logarithmique en analyse isothertim&aire en programmation de température) du
temps de rétention réduit du pic correspondantrgaport a ceux des paraffines linéaires paires
encadrant ce pic.

La formule de calcul est la suivante :

t'R(X) + t'R(Cn)

IK = 100n +
T VR(Craq) — t'R(CR)

n: Nombre d’atomes de la paraffine Cn
t'r: Temps de rétention réduit

X : Composer a analyser

Cn : Paraffine & n atomes de carbone

C n+2: Paraffine a n+2 atomes de carbone

Les indices calculés sont ensuite comparés aves adeda littérature pour des analyses
effectuées dans des conditions similaires (typehdese et mode de programmation de température

essentiellement).
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ANNEXE I: QUELQUES ILLUSTRATIONS DE L’ETUDE

¥

Figure 18: Hydrodistillation de I'huile Figure 19: Huile essentielle de Thymus
essentielle de thym (Cliché: Auteur, 2010) vulgaris (Cliché: Auteur, 2011)

Figure 20: Préparation de la solution de Figure 21: Echantillons de lait et lotions
Mac FARLAND (Cliché: Auteur, 2012) pour le challenge test (Cliché: Auteur,
2012)

Figure 22: Colonies de Staplylococcus aureus Figure 23: Dénombrement de Staphylococcus
(Cliché: Auteur, 2012) aureus (Cliché: Auteur, 2012)
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Figure 24 : Colonies de Candida albicans Figure 25: Dénombrement des colonies de

(Cliché: Auteur, 2012) Candida albicans
(Cliché: Auteur, 2012)

Figure 26: Epreuve d'analyse sensorielle Figure 27: Epreuve d'analyse sensorielle
(Cliché: Auteur, 2012) (Cliché ; Auteur, 2012)

Figure 27: Echantillons des laits Figure 29: Echantillons des lotions pour le

démaquillants pour le test de stabilité test de stabilité (Cliché: Auteur, 2012)
(Cliché : Auteur, 2012)
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ANNEXE II : PRESENTATION DE L'INSTITUT D’ACCUEUIL HOMEOPHARMA [34].

l. Présentation générale de la société
l.1. Historique

HOMEOPHARMA est un établissement pharmaceutiqgualédoan 1992 par Jean Claude
RATSIMIVONY, Docteur en Psychologie et en Scien€synitive, Naturopathe et Iridologue,
Phyto-Aromathérapeute, accompagné de son épouseteudoen pharmacie. Agréé par le
ministere de la santé, HOMEOPHARMA est spécialiggsda phytothérapie, I'aromathérapie, la

meédecine traditionnelle rénovée et ’homéopathie.

Et depuis, HOMEOPHARMA a dispensé des formationglds de 1000 médecins,
pharmaciens, dentistes et vétérinaires, tradipeasicet masseurs, et propage leurs produits et

formations dans toute I'le.

|.2. Présentation de l'institution d’accueil : HOMEOPHARMA

En héritant des pratiques ancestrales depuis pl29d ans et en puisant dans une source de
savoir alliant tradition et science, HOMEOPHARMA wiet innove sans cesse dans le domaine
du bien-étre et de la santé. Etant donné que l&oméltraditionnelle de la Grande ile a, depuis
I'époque des ancétres, dévoilé le secret de norabsaulantes a vertus exceptionnelles, l'institut
propose des produits et remédes, utiles et prajgqundierement naturels, contribuant a la santé et
au confort de la vie quotidienne dont :

- une gamme complete de médicaments homéopathiques

- une gamme compléete d’huiles essentielles ( classi et nouvelles)

- des préparations végétales et thés médicinauxipfusions

- des baumes a essence de plantes

- une gamme d’huiles corporelles et de massagasexde plantes fraiches
- des compléments nutritionnels

- des eaux florales et des savons végétaux

- des bains aromatiques

- des parfums d’ambiance

a. Activités

A travers le pays, des milliers d'autpantes sont utilisées traditionnellement depuis

toujours pour soulager petits et grands maux qertsd Depuis une dizaine d'années,
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HOMEOPHARMA donne une nouvelle dimension a cetsalition. Cette société utilise déja
actuellement 1500 plantes dans ses produits, saitom 10 % seulement de celles qu'elle a hérité
d'une lignée ininterrompue depuis presque 200 as gtands Maitres et Tradipraticiens.
Recherches et innovations se poursuivent chaqueéeansur les autres plantes.
HOMEOPHARMA assure ses productions aeplantation aux produits finis. Répartie
dans plusieurs endroits de l'lle, elle plante, ltaiedt récolte sur 600 ha de forét, encadre les
paysans dans un endroit participatif au développee la région et tout en procurant du travail
aux communautés, a la protection et au renouvelierdes ressources végétales aidant ainsi a

préserver I'environnement et sa biodiversité.

b. Les instituts et centre de formation

HOMEOPHARMA dispose d’Instituts de Soins et de Mags répartis dans toute I'ile, qui
dispensent des conseils gracieusement par deskgtési pour I'utilisation de ses produits aupres
du public.

HOMEOPHARMA dispense également dans ses centrefodeations aux professionnels
de la santé (médecins, pharmaciens, dentistes, ringtés, infirmiers, sage-femme,
kinésithérapeutes) mais aussi aux thérapeutes l#ic pntéressés par la médecine naturelle :
homéopathie, phyto-aromathérapie, massage tradéippsychothérapie.

c. Les garanties qualités de 'THOMEOPHARMA

L’'HOMEOPHARMA est reconnue pour la qualité de sesdpits mais aussi par l'origine
naturelle de leur majorité. A cet effet, la socigpsséde plusieurs garanties :

- Certification par Ecocert International

- Certification Label « Nature » par I'Université Reitgers (USA)

HOMEOPHARMA coopere également avec les universigedadagascar

d. Les ressources humaines de ' HOMEOPHARMA

La société, au nombre de 4 personnes en 1992 asse@ a 496 personnes en 2012.
Avec guelques centaines de saisonniers. Pluridisaipes, 2 pharmaciens, 45 médecins phyto-
aromathérapeutes, 4 chimistes, 4 ingénieurs agresoth polytechniciens, 1 psychologue , 4
informaticiens et une quarantaine de masseuses treiaillent actuellement au sein des
laboratoires HOMEOPHARMA.
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e. Les moyens scientifiques

- Le laboratoire de diagnostic médical et biologiguaDIMEB) qui retrace un programme
de soins naturels avant, pendant et apres, gage djpproche scientifique et de la sécurisation de
I'utilisation des plantes.

- Laboratoire de recherche et développement qui itt@vavec assiduité sur I'élaboration
des produits.

- Le comité scientifique, base de toutes les reclsrdtientifiques est présidé par le
Directeur Scientifiqgue. Il est composé d'une équide scientifigues: pharmacologues,
biochimistes, médecins, médecins biologistes, dtbtamiste, microbiologiste, cosmétologue. La
diversité des formations de I'équipe permet unellewee complémentarité et collaboration dans
le travail. Le role du Comité Scientifique est davailler autour de la recherche scientifique sur
les plantes aromatiques et médicinales. Il a égalérmpour mission de garantir I'efficacité, la
sécurité et la qualité des produits HOMEOPHARMA alignts. Le Comité Scientifique abrite le
noyau scientifique et technique du laboratoire H@PHARMA.

Le Comité Scientifigue a plusieurs missions : é&udi'un point de vue scientifique les
plantes de Madagascar, écrire des revues sciemsfigur les travaux réalisés, établir et rédiger un
cahier scientifique des produits HOMEOPHARMA, metten place son propre laboratoire

d’analyses des produits, etc.

f. Le laboratoire de recherches et développement

Le Service Recherche et Développement est un sesvigs la Direction Scientifique et son
Responsable fait également partie du Comité Strumi. Actuellement, le Service est au nombre
de 5 personnes. Il met au point la conception deveaux produits, des formules avec des
principes actifs d’origine naturelle. Avec son émyi le laboratoire de recherches et
développement s’attéle en permanence sur la fotiomnlale produits innovants, efficaces et

adaptés aux attentes des consommateurs et treanabele Service Marketing et la Production.
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ANNEXE III : DESCRIPTION DES MICROORGANISMES TESTES

1. Staphylococcus aureus [24].
a. Classification

Le tableau suivant présente la classification egpéceS. aureus

Tableau LXXXI: Classification de I'espéce Staphylococcus aureus [24].

Régne Bacteria

Division Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus

b. Description

S. aureusse présente comme une coque en amas (grappes
de raisin) Gram positif et catalase positif. C'Bstpéece la plus
pathogéne du genreStaphylococcus Elle est responsable
d'intoxications alimentaires, d'infections locadisésuppurées et,
dans certains cas extrémes, de septicémies phgsigueffe,
prothéses cardiaques. aureusse présente comme une coque
en amas (grappes de raisin). Sa teneur en card&nadii

confere une couleur dorée a l'origine de son nom.

S.aureugest une bactérie pathogene opportuniste chez
I’'hnomme qui peut également souvent étre présemtia peau
d’individus sains chez lesquels elle n’engendreaggapment aucune maladie. C’est un micro-
organisme spécifié dont la présence est indésidbie les produits cosmétiqudsSO 18415
Version corrigée 2007-12-01 Cosmétiques- Microlgae Détection des micro-organismes
spécifiés et non spécifiés)

Figure 28: Staphylococcus aureus [24].
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2. Candida albicans [24].

a. Classification

Le tableau suivant présente la classification egpéceS. aureus

Tableau LXXXII: Classification de I'espéce Candida albicans [24].

Regne Fungi

Division Ascomycota

Classe Saccharomycetes
Ordre Saccharomycetales
Famille Saccharomycetaceae
Genre Candida

b. Description[8]. [24].

Levure qui forme des colonies convexes et daspect
crémeux, de couleur blanche a beige, a la surfage milieu
gélosé non sélectilCandida albicansest I'espece de levure la
plus importante et la plus connue du gem@andida Elle
provoque des infections fongiques (candidiase oundidase)

essentiellement au niveau des muqueuses digestive e

Figure 29: Condida albicans  dynécologique. C'est une levure trouvée dans desluits

[27] cosmeétiques.
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ANNEXE IV : CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE [40]. [43].
1. Définition

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est étiede séparative parmi les plus
employées car elle allie rapidité et efficacitésdparation. Elle permet d’analyser qualitativement
et quantitativement des mélanges complexes de gale @omposés qui peuvent étre volatilisés
sans étre décomposé. Cette méthode permet la Bépamme les autres techniques
chromatographique par une suite d’équilibre entre phase gazeuse (phase mobile qui entraine
les échantillons a analyser) et une phase liqueofmatographie de partage) ou solide
(chromatographie d’adsorption).

Pour concurrencer I'utilisation de 'HPLC, la CP@re :
- Une grande adaptabilité par un grand choix deghatationnaires, de températures, et de débit
de phase mobile ainsi que sa composition (azagepahélium, hydrogene, ...)
- L'utilisation de méthodes physiques de détectién sensibles (de I'ordre du picogramme)
- L'automatisation assurant I'utilisation de tremmwbreux échantillons.

2. Matériel

Dans tout processus chromatographique, on noteé&epce de trois composafs].:

- Une phase fixe répartie uniformément qui constiduenlonne chromatographique

- Une phase mobile qui balaye continuellement larooto

- Un produit a analyser ou soluté qui se trouve tépatre les deux phases précédentes
par le jeu d’interaction diverses.

Le schéma général d’'un chromatographe en phasegmest rendu sur la figure suivante.

ma}2an TR

Figure 30: Schéma général d'un chromatographe en phase gazeuse [25].

Le principe de la séparation repose sur la diffégediaffinité entre les composés pour la
phase mobile et la phase stationnaire.

Un composé qui aura plus d'affinité pour la phassbite, aura peut d’interaction avec la
phase stationnaire et sera donc moins ralenti glia-ci et sera donc élué plus rapidement qu’un
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composeé qui aura plus d’affinité avec la phasecstadire et sera plus souvent en interaction avec
la phase stationnaire qu’avec la phase mobile.
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ANNEXE V : PROFIL CHROMATOGRAPHIQUE DES HUILES ESSENTIELLES SELECTIONNEES

- Profil chromatographique de I'huile essentielletlidgm (Thymus vulgaris)

-

1| 0 1T R |

10

Figure 31: Profil chromatographique de I'huile essentielle de Thymus vulgaris

- Profil chromatographique de I'huile essentiellegitefle clou Eugenia caryophyllata)

Figure 32: Profil chromatographique de I'huile essentielle de girofle clou (Eugenia caryophyllata)
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- Profil chromatographique de I'huile essentielleng@ndravasarotrgCinnamosma
fragrang

243
24

15

13

Figure 33: Profil chromatographique de I’huile essentielle de mandravasarotra (Cinnamosma fragrans)
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ANNEXE VI : QUESTIONNAIRE D’ENQUETES DES ANALYSES SOCIODEMOGRAPHIQES

Ce guestionnaire est strictement anonyme et cartfele
*Obligatoire

Haut du formulaire

Vous étes *

. B Un homme

. B Une femme

Vous étes ages *

. B de moins de 18 ans

de 18 4 25 ans
de 26 4 33 ans
de 34 441 ans
de 42 4 50 ans
. de plus de 50 ans

ooonaon

Utilisez-vous des produits cosmétiques ? * Un cdigué est une substance ou un meélange
destiné a étre mis en contact avec diverses patficielles du corps humain, en vue de les
nettoyer, protéger, parfumer, maintenir en bon émmodifier leur aspect ou d'en « corriger »
l'odeur.

. B ou
. £ Non

Quel(s) type(s) de produit(s) cosmétique(s) utiligeus ? *

. les produits d’hygiéne : démaquillant, dentifridépdorant, gel douche, savon,

shampoing, bain de bouche, etc.
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" les produits de soin du visage : creme antiridaner de jour, creme de nuit, creme

hydratante, eau florale, gommage, lait, masqueedet®, baume pour les lévres, etc.

" les produits capillaires : apres-shampoing, déitisgel, huile, laque, masque, teinture,

etc.

" les produits de maquillage : anti-cerne, autobrofyZmneur (eyeliner), fond de teint,

mascara, poudre, produit pour blanchir la peawyeaulévres, vernis a ongles, etc.
-

-
" les produits pour le rasage et les produits dejpits : apres-rasage, creme dépilatoire,
mousse a raser, etc.

" les produits de soin du corps : huile, lait, gomejagéme pour les mains, etc.

= Autre :

les parfums : eau de Cologne, eau de toilette parfau de parfum, etc.

les produits solaires : cremes, huiles ou lotigmessoleil et solaires etc.

A quelle fréquence utilisez-vous les cosmétiquessgréecédemment ? *

> Plus d’une fois par jour

Une fois tous les deux ou trois jours
Une fois par semaine

Une fois par mois

OooOoon

Vous n'utilisez pas de cosmétiques

Les produits cosmétiques que vous utilisez sont *

> des produits locaux

> des produits importés

L les deux en méme temps

Quelle(s) est (sont) la (les) raison(s) de votm@xh* Si vous utilisez des produits locaux,
importés ou les deux en méme temps

K1
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Sur quel critere choisissez-vous vos cosmeétiquegetiillez cocher dans I'ordre de vos
préférences selon les criteres suivants : les j@sxpropriétés, I'odeur ou le parfum et 'embadlag
et le design (par exemple 1 : emballage ; 2 : od8urprix ; 4 : propriétés ; 5: composition)

1 2 3 4 5
Prix £ C e L £
Emballage et design e C e E E
Odeur £ C £ C £
Propriétés e e £ e £
Composition e C e L E

Avez-vous pour habitude de vérifier la compositievos produits cosmétiques ? *

. B oy
. E Non

Etes-vous particulierement interressé par les cbgues naturels ou cosmétiques biologiques ? *
Si oui, référez vous a la question suivante

. B oul
. £ Non

Pourquoi vous intéressez-vous aux cosmétiqueseisiom cosmétiques biologiques?

H
RI o
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Avez-vous connaissance des produits cosmétiquesnagrtion « sans parabene » ? * Si oui,
référez-vous a la question suivante

. B ou
. £ Non

En avez-vous déja utilisé ? *

. B oy
. E Non

Que pensez-vous des produits cosmétiques sangateses de synthese? *

K1 i

Seriez-vous intéressé par des produits cosmeétigiisant des conservateurs naturels et sans
conservateurs de synthése ? *

. B oy
. E Non

. B Vous étes indifférent

Seriez-vous prét a augmenter votre budget poundiade cosmétique avec des conservateurs
naturels ? * Si oui, référez-vous a la questionante

. B ou
. & Non

De quel ordre de prix seriez-vous prét a augmesttiee budget?
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inférieur a 5%
5a10%

10 a 15%

15 a 20%

20 a 25%

25 a 30%

30 a4 35%

35 a40%

. supérieur a 40%

oooooononoan

105
ETUDE DES CONSERVATEURS NATURELS POUR LES PRODUITSCOSMETIQUES : CAS DE.L'HUILE ESSENTIELLE DE
GIROFLE CLOUS (Eugenia caryophyllata ET DE MANDRAVASAROTRA(Cinnamosma fragrany



ANNEXE VII : DETAILS DES RESULTATS DE L’ENQUETE SUR LA CONSOMMATION DES
PRODUITS COSMETIQUES SANS CONSERVATEUR DE SYNTHESE A MADAGASCAR

Vous étes

Une femme [S6]

Vous étes ages

de moins de 18 an#A | 6%
de 18 a 25 ans 4664%
de 26 a 33 ans 1419%
de 34 a 41 ans 5 7%
de 42 a 50 ans 1 1%
deplusde50ans| 2 3%

de moins de 18 ans
de 18325 ans
de 26 4 33 ans
de 34 3 41 ans
de 42 4 50 ans

de plus de 50 ans

0 9 18 27 36 45
Utilisez-vous des produits cosmétiques ?

oul [72 NOMN [0]

Ln homme [18]

Un homme| 1§ 22%
Une femme 56 | 78%

54

OuUl 72100%
NON 0 0%

Quel(s) type(s) de produit(s) cosmétique(s) utiigeus ?

les produits d'hygiéne : démaquillant, dentifridépdorant, gel douche, savon, 71 | 99%
shampoing, bain de bouche, etc.
les produits de soin du visage : creme antiridemerde jour, creme de nuit, | 33| 46%
creme hydratante, eau florale, gommage, lait, madgueauté, baume pour les
levres, etc.
les produits de maquillage : anti-cerne, autobropdmneur (eyeliner), fond de 33 | 46%
teint, mascara, poudre, produit pour blanchir laupeouge a levres, vernis a
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ongles, etc.

les parfums : eau de Cologne, eau de toilette parfum, eau de parfum, etc. 58 | 81%
les produits solaires : cremes, huiles ou lotions apres-soleil et solaires etc. 13| 18%
les produits pour le rasage et les produits dépilatoires : aprés-rasage, créme 19 | 26%
dépilatoire, mousse araser, €etc.

les produits de soin du corps : huile, lait, gommage, créme pour les mains, etc. 38 | 53%
Autres 7 | 10%

les produits d'hy...
les produits de 5.1
les produits capi...
les produits de m...
les parfums : eau...
les produits sola...
les produits pour...
les produits de s_..

Other

0 14 28 42 58 70

84

A guelle fréquence utilisez-vous les cosmétiques cités précédemment ?

Plus d’ une fois par jour 47 | 65%
Unefoistouslesdeux outroisjours | | 21 | 29%
Unefois par semaine 4 | 6%
Une fois par mois 0 | 0%
Vous N’ utilisez pas de cosmétiques 0 |0%

Plus d'une fois p...

Une fois tous les...
Une fois par semaine l

Une fois par mois

Vous nutilisez p...

0 g 18 27 36 45

L es produits cosmétiques que vous utilisez sont :

des produits locaux 5 | 7%
des produits importés 29 | 40%
les deux en méme temps | 38 | 53%

|

54

Rapport- gratuit.com

F NUMERO | MONDIAL DU MEMOIRES

»

107

ETUDE DES CONSERVATEURS NATUREL SPOUR LESPRODUITSCOSMETIQUES: CASDE L'HUILE ESSENTIELLE DE
GIROFLE CLOUS (Eugenia caryophyllata) ET DE MANDRAVASAROTRA (Cinnamosma fragrans)



n méme lemps [ ———

Jduits impartés [29]

Sur quel critere choisissez-vous vos cosmétiqueB X

¢

1 17 24%
2 15 21%
3 16 22%
4 17 24%
5 7 10%

Sur quel critére choisissez-vous vos cosmétiqudsballage et design

1 6 8%
2 14 19%
3 11 15%
4 15 21%
5 26 36%

14

2.

3.

20

25

— ders produits locau

30
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Sur quel critére choisissez-vous vos cosmétique®&eur

1 13 18%
2 18 25%
3 19 26%
4 17 24%
5 5 7%

—_

[y*3

B

4]

a2

=
B

Sur quel critere choisissez-vous vos cosmétiqueBpriétés

e
-
k%]

1 20 28%
2 15 21%
3 12 17%
4 15 21%
5 10 14%

1

2.

3.

4.

5.

0 4 8 12

Sur quel critere choisissez-vous vos cosmeétigue€@mposition

1 15 21%
2 17 24%
3 11 15%
4 14 19%
5 15 21%

—
(=1

16

20

20
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0 4 8 12 16 20

Avez-vous pour habitude de vérifier la compositilenvos produits cosmétiques ?

———— WO [21]

OUl |51|71%
NON | 21 | 29%

Etes-vous particulierement intéressé par les cogueat naturels ou cosmétiques biologiques ?

——— NON [18]

OUl | 54| 75%
NON | 16 | 22%

il

Avez-vous connaissance des produits cosmétiquesnaeetion « sans parabéne » ?

NOM [34]

OUI | 38| 53%
NON | 34| 47%

OuI [38] 1

Avez-vous connaissance des produits cosmétiquesmaeetion « sans parabéne » ?

NOM [34]

OUl | 38| 53%
NON | 34| 47%

it [34]
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En avez-vous déja utilisé ?
NON [41]

OUl |31]43%
NON | 41 | 57%

Oul [31]
Seriez-vous intéressé par des produits cosmeétigilisant des conservateurs naturels et sans
conservateurs de synthése ?

—————NON[2]

’ Vous étes indiffers

OuUl 54| 75%
NON 2 | 3%
Vous étes indifférent 16 | 22%

oul [54]——

Seriez-vous prét a augmenter votre budget poundiade cosmétique avec des conservateurs
naturels ?

———NON [18]

OUl | 54| 75%
NON | 18 | 25%

O [54]

De quel ordre de prix seriez-vous prét a augmesttiee budget?

inférieur a5% | 13| 18%
5a10% 16 | 22%
10 & 15% 14| 19%
15 a 20% 7 10%
20 & 25% 6 8%
25 a 30% 3 4%
30 a 35% 1 1%
35 a 40% 0 0%
supérieur a 40% 1 1%
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inférieur & 5%

10 4 15%

15 & 20%

25330%-

30 a 35% l

35 a 40%

supéerieur a 40% .

0 3 6 9 12 15 18
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ANNEXE VIII : BULLETIN D’ANALYSE DES HUILES ESSENTIELLES

- Bulletin d’analyse de I'huile essentielle de I'rugssentielle de thym

: “ i ? ESSA-AA
ECOLE SUPERIEURE DES SCIENCES AGRON?MQUES <‘ e
Département Industries Agricoles et Alimentaires Antananarivo
BULLETIN D'ANAILYSES
Echantillon : Huiles essentielles Analyses demandées : CPG
Nom scientifique : Thymus vulgaris Recu le : 07 aofit 2012
Nom vernaculaire : Thym Résultats  livrer le : 10 aofit 2012
Société : RANDRIANARIVO Miaranalisoa Opérateurs : Mme N. Raoelison

Antananarivo

1.- CONDITIONS OPERATOIRES :
Colonne capillaire en silice fondue DB-WAX 30m ; programmation 60 & 220°C, & 3°C/mn ; gaz vecteur : hydrogéne, 0,25

bar en téte de colonne.
2.- RESULTATS :
Profil chromatographique joint
Tableau 1 : Composition chimique de I’échantillon d’huile essentielle de Thym — MIARANALISOA
(composition donnée en % relative)
N° pic Constituant Echantillon Norme T 75 — 349
1992
1+2 o—thuyéne+o—pinéne 0,46 1,1-3,7
3 Myrcéne 1,01 1,0-2.8
4 o—terpinéne 1,12 0,9-2,6
5 y-terpinéne 14,51 5,0-10,3
6 p-Cyméne 7,01 15,0 — 28,0
7 Linalol 1,90 4,0-6,2
8 B-Caryophylléne 3,02 0,6-1,8
9 | Thymol 56,82 36,0 — 55,0
10 Carvacrol 2,68 1,2-4,0

3.- CONCILUSION :
L.’échantillon de thym présente les constituants trouvés dans huile essentielle de Thymus zygis de la Norme AFNOR T 75 —

349, avec le Thymol comme constituant majoritaire (56,8 %), et un monoterpéne en proportion notable : y-terpinéne (14,5
%). Les valeurs de ces constituants sont supérieures 2 celles données par la Norme

_w~"""Le-Chef du Département

CBrB. MQN@/AFWMANANA

{\J iR

CAMPUS UNIVERSITAIRE AMBOHITSAINA - B.P. 175, ANTANANARIVO 161
TEL. (261) 20 - 22 228 67 (P. 223-224) -FAX. (261) 20~ 22 344 83 E-MAIL : JEANRAS@DTS-MG
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- Bulletin d’analyse de I'huile essentielle de claugirofle

- T ESSA-IAA
B o a -‘>
ECOLE SUPERIEURE DES SCIENCES AGRONOMQ@S <‘ @‘
Département Industries Agricoles et Alimentaires Antananarivo

BULLETIN D'ANALYSES
Echantillon : Huiles essentielles Analyses demandées : CPG
Nom scientifique : Eugenia caryophyllata Recu le : 07 aoiit 2012
Nom vemaculaire : Girofle clous Résultats 4 fivrer le : 10 aofit 2012
Société : RANDRIANARIVO Miaranalisoa Opérateurs : Mme N. Raoelison

Antananarivo

1.- CONDITIONS OPERATOIRES :

Colonne capillaire en silice fondue DB-WAX 30m ; programmation 60 & 220°C, & 3°C/mn ; gaz vecteur : hydrogéne, 0,25
bar en téte de colonne.

2- RESULTATS

- Profil chromatographique joint

- Résultats — Interprétation :

Tableau 1 : Composition chimique de ’échantillon d’huile essentielle de Girofle clous - MIARANALISOA

(Résultats exprimés en % relative)
Picn° Constituant Echantillon Norme AFNOR
NFT 75-207
1 B- caryophylléne 8,07 2-7
2 - humuléne 0,99 -
3 EUGENOL 86,99 75-87
4 Acétate d'engényle 1,75 3-15

3.- REMARQUES - OBSERVATIONS
L’échantillon présente les constituants habituellement trouvés dans I’huile essentielle de Girofle clous
Avec comme constituant principal ’Eugénol 2 une teneur (87 %) conforme 4 la Norme (75 — 87 %).

) Lc; Chef du Département

7

CAMPUS UNIVERSITAIRE AMBOHITSAINA - B.P. 175, ANTANANARIVO 101
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- Bulletin d’analyse de I'huile essentielle d@ndravasarotra

2 . ESSA-AA
5 B eEmw
ECOLE SUPERIEURE DES SCIENCES AGRONOMIQUES <‘ @‘
Département Industries Agricoles et Alimentaires Antananarivo
BULLETIN D'ANALYSES
Echantillon : Huiles essentielles Analyses demandées : CPG
Nom scientifique : Cinnamosma fragrans Recu le : 07 aofit 2012 .
Nom vernaculaire : Mandravasarotra Résultats 3 livrer le : 10 aoft 2012
Société : RANDRIANARIVO Miaranalisoa Opérateurs : Mme N. Raoelison

Antananarivo

1.- CONDITIONS OPERATOIRES :

Colonne capillaire en silice fondue DB-WAX 30m ; programmation 60 & 220°C, & 3°C/mn ; gaz vecteur : hydrogéne, 0,25
bar en téte de colonne.

2.- RESULTATS :

Profil chromatographique joint

Tableau 1 : Composition chimique de Iéchantillon d’huile essentielle de Mandravasarotra— MIARANALISOA

(composition donnée en % relative)
N° pic Constituant Echantillon Résultats déja
trouvés*

1 c~pinéne 5,31 4,86
2 B-pinéne 5,81 6,69
3 Sabinéne ; 71,58 9,19
4 Myrcéne 2,39 2,78
5 o—terpinéne 1,16 0,46
6 Limonéne 3,70 11,55
7 1,8-cinéole 47,93 42,28
8 Cis-B-ociméne - 1,42
9 y-terpinéne 2,23 0,92
10 Trans-B-ociméne - 0,88
i1 p-Cyméne 0,43 -
12 Terpinoléne 0,46 -

13 Linalol ? 1,97

14 Terpinne-4ol 522 2,73
15 a-terpinéol 4,42 3,00

* sur des échantillons analysés au laboratoire

3.- CONCLUSION :

Le profil chromatographique est globalement analogue aux échantillons de Mandravasarotra déja analysés au Laboratoire,
avec le 1,8-cinéole comme constituant majoritaire (47,9 %), et des monoterpénes en proportion notable : sabinéne (7,6 %),
limonéne (3,7 %), B—pinéne (5,8 %) et a—pinéne (5,3 %).

On remarquera également la présence d’un pic correspondant probablement au linalol en concentration non négligeable (2,0
%) ; le linalol a été signalé dans I’huile de Mandravasarotra dans des travaux récents. A signaler également la présence
d’autres produits oxygénés tels que Terpingrieidol (5,2 %) et a-Terpinéol (4.4 %).

..+ Pr.B. RAONIZAFINIMANANA

C4MPUS UNIVERSITAIRE AMBOHITSAINA - B.P. 175, ANTANANARIVO 101
TEL, (261) 20- 22 228 67 (P. 223-224) -FAX. (261) 20~ 22 344 83 E-MAIL : JEANRAS@DTS. MG
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ANNEXE IX : QUESTIONNAIRE DES ANALYSES SENSORIELLES

- Test de classement

Misy santiona efatra (4) manoloana anao. Fofonyireg (izay amin'ny ankavia no fofonina voalohany
mankany amin’ny ankavanana). Alaharo araka izapvBinao azy ireo santiona ireo dia soraty eo
ambanin'ny kaody ny tarehimarika mifanaraka @ é&tahny. Ka izay tianao indrindra amin'izy 4 no
mitondra ny laharana "1" ary izay tsy tianao indraano mitondra ny laharana "4".

Misaotra anao hanaraka ny fomba fanoratana eo amtavatasy araka ny nazavaina anao teny am-

piandohana.
512 251 422 347

Mba hamarino azafady ny antony nandaharanao ifemdatsirairay ireo ka soraty eo ambanin'’ny kaody
tsirairay ny valiny. Misaotra anao hanoratra adiatmgy efajoro ihany.

512
251
422
347
- Test d’acceptabilité
N .......
Izaho dia:[] Lahy
[] Vavy
Taona: .........
<15 16 - 25 26 - 30 31-45 46 - 60 >>60

Misy santiona efatra manoloana anao. Hamariho hifaiaao ny fitiavanao ny herin'ny fofony.
Asio lakroa mifanandrify @ valiny tsirairay.

1 2 3 4 5

Ratsy Ratsiratsy Sady tsy ratsy  Tsaratsara Tsara
no tsy tsara
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- Détermination du seuil de détection

Code sujet : .....

Vous avez, placés devant vous, cing (5) échansillde concentration croissante de I'huile
essentielle que vous avez préalablement sentiglléeles sentir un a un de gauche a droite.

A partir que quelle échantillon retrouvez-vous Bod de I'huile essentielle préalablement sentie ?
(Veuillez inscrire le code de I'échantillon dansése ci-dessous)

Veuillez ensuite évaluer cet échantillon. Que pensris de I'odeur de cet échantillon ? (sur une
odeur de 1 a 5, veuillez cocher la note que vouatitibuez)

1 2 3 4 5

Désagréable Assez Ni agréable ni Assez agréable Agréable
désagréable désagréable
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ANNEXE X : ALLERGENES ET COSMETIQUE

Les produits cosmétiques sont étiquetés de la nméaméere dans tous les pays membres de
la communauté européenne. La liste des ingrédapmuarait sur les produits ou sur leur emballage
secondaire depuis 1997 et les ingrédients sontreéscous leur forme INCI (Nomenclature
Internationale des Ingrédients cosmétiques), casglire un haut niveau de clarté et de
transparence. Les parfums ou compositions aronegtigtileurs ingrédients étaient référencés
sous le terme unique "parfum”. Depuis le 7éme amrmedt de la Directive Européenne adopté le
27 Février 2003 un complément a été apporté coantlas substances susceptibles de provoquer
des allergies.

Ainsi au dela de 10 ppm dans les produits non siet@&e 100 ppm dans les produits rincés
I'étiquettage doit mentionner les substances stggan

LISTE DES 26 SUBSTANCES CONCERNEES :

ALPHA-ISOMETHYL IONONE
AMYL CINNAMAL

AMYL CINNAMYL ALCOHOL
ANISE ALCOHOL

BENZYL ALCOHOL

BENZYL BENZOATE
BENZYL CINNAMATE
BENZYL SALICYLATE
BUTYLPHENYL METHYLPROPIONAL
CINNAMAL

CINNAMYL ALCOHOL
CITRAL

CITRONELLOL

COUMARIN

EUGENOL

EVERNIA PRUNASTRI
EVERNIA FURFURACEA
FARNESOL

GERANIOL

HEXYL CINNAMAL
HYDROXYCITRONELLAL
HYDROXYISOHEXYL 3-CYCLOHEXENE CARBOXALDEHYDE
ISOEUGENOL

LIMONENE

LINALOOL

METHYL 2-OCTYNOATE

Ces substances se retrouvent généralement daegtdass végétaux, huiles essentielles ou
compositions parfumantes.
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ANNEXE XI : PROTOCOLE D’ANALYSE POUR LES EPREUVES HEDONIQUES

La présente étude consiste a étudier les consarsatebase de plante qui peuvent étre
utilisés dans les cosmeétiques. Deux huiles esdlestient été retenues dont I'huile essentielle de
clou de girofle Eugenia caryophyllyset I'huile essentielle de Mandravasarot@nfhamosma

fragrans.

Les essais ont été effectués sur des produits tiogre qui contiennent une proportion

élevée en phase aqueuse dont un lait démaquil@®t (’eau) et une lotion (92% d’eau).

Les conservateurs ont été incorporés a quatreo@dgentrations différentes pour les deux
types de produits. La détection du seuil de tol&gade ces huiles essentielles a été déterminée par
des analyses sensorielles sur des jurys entrafesailleurs, des analyses hédoniques sur des
sujets naifs permettront de sélectionner parmiplesiuits élaborés ceux qui seront finalement

retenus.
1. Généralités

L'analyse sensorielle consiste a analyser les i@t@grorganoleptiques des produits par les
organes des sens, a savoir la vue, l'ouie, le djodprat et le toucher. D’aprés STONE et SIDEL,
1995:« L’analyse sensorielle est une méthode sfiggrre pour évoquer, mesurer, analyser et

interpréterdes réponses obtenues a partir de produits ayarvélués par les organes des sens ».

2. Organisation pratique de I'analyse sensorielle
A. ANALYSE DU SEUIL DE DETECTION DES HUILES ESSENTIELL ES
DANS LES PRODUITS COSMETIQUES
Les essais ont été effectués sur des produits tiogre qui contiennent une proportion
élevée en phase aqueuse dont un lait démaquil@dt ('eau) et une lotion (92% d’eau).

Les conservateurs ont été incorporés a quatreoddentrations différentes pour les deux
types de produits. Toutefois le seuil de toléradee ces huiles essentielles ne saurait étre

déterminé que par des analyses sensorielles sjurgesntrainés.
a) Les sujets

Puisque l'on cherche a déterminer des différences naveau des caractéristiques
organoleptiques des produits qui contiennent daserdrations croissantes en huiles essentielles,
I'épreuve requerra quinze (15) a vingt (20) jugesanés.
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Les juges seront donc constitués du comité scignéifde 'THOMEOPHARMA et des
étudiants au sein du département Industries Agricet Alimentaire & I'Ecole Supérieure des
Sciences Agronomiques.

b) Le test

Avant I'épreuve proprement dite, des explicatiohsdes consignes seront fournis aux
sujets sur le déroulement des tests et le rempksdas questionnaires. Ces derniers seront ensuite

ameneés a sentir chacun un échantillon d’huile ésdienpour en mémoriser I'odeur.
Chaque juge effectuera ensuite 4 types de test

- Premier test: détection du seuil de perception I'tleile essentielle dans des
échantillons d’une lotion dépourvue de bases paafies

- Deuxieme test: détection du seuil de perceptionl'lagile essentielle dans des
échantillons d’une lotion qui contient des base$upaantes

- Troisieme test: détection du seuil de perceptien l'tuile essentielle dans des
échantillons d’un lait démaquillant dépourvu deebparfumante

- Quatrieme test: détection du seuil de perceptienl’duile essentielle dans des

échantillons d’un lait démaquillant dépourvue deebparfumante

Pour chaque test, cing (5) échantillons de conaBoir croissante en huile essentielle
seront placés de gauche a droite devant le sughti-€ devra sentir un a chaque échantillon et
marquer dans le questionnaire a partir de quelrgitioa il percevra I'odeur de I'huile essentielle

préalablement sentie.

Chaque test sera espacé d’'une pause de cing naiuté’éviter la fatigue sensorielle des
juges.

c) Les échantillons

Pour chaque test, les échantillons a préparerassuivantes
- Un échantillon de produit témoin qui ne contiers gduile essentielle
- Un échantillon de produit & une concentration etelassentielle de 0,06%
- Un échantillon de produit & une concentration etelassentielle de 0,12%
- Un échantillon de produit a une concentration etelassentielle de 0,24%
- Un échantillon de produit a une concentration etelassentielle de 0,48%
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d) Le local

Les épreuves sensorielles se dérouleront dandléadsréunion de THOMEOPHARMA
Antsakaviro.

e) Matériels utilisés
- Les questionnaires

L’effectif des membres du comité scientifique sié@let a 8, le nombre de questionnaire
requis esB2 car chaque sujet effectuera 4 tests.

- Les flacons

- Flacons qui contiennent les échantillons d’huilecasielle : 8
- Flacons pour le premier test : 5 x 8 sujets = 82dhs

- Flacons pour le deuxieme test : 5 x 8 sujets d&8Dhs

- Flacons pour le troisieme test : 5 x 8 sujets #&@2ns

- Flacons pour le quatrieme test : 5 x 8 sujets #e8dns

- Les étiquettes

- Flacons qui contiennent les échantillons d’huilecasielle : 8
- Etiquettes pour le premier test : 5 x 8 sujets &@guettes

- Etiquettes pour le deuxiéme test : 5 x 8 sujet8 étRjuettes
- Etiquettes pour le troisiéme test : 5 x 8 sujeBR=#étiquettes

- Etiquettes pour le quatriéme test : 5 x 8 sujed& #tiquettes

En résumé, le tableau suivant montre un récapifwldes matériels requis pour les épreuves

d’analyse sensorielle du comité scientifique

Tableau LXXXIII: Matériels requis pour les analyses du seuil de détection

Matériels Nombre
Questionnaires 32
Flacons 136
Etiquettes 136

121
ETUDE DES CONSERVATEURS NATURELS POUR LES PRODUITSCOSMETIQUES : CAS DE L'HUILE ESSENTIELLE DE
GIROFLE CLOUS (Eugenia caryophyllata ET DE MANDRAVASAROTRA(Cinnamosma fragrany



B. EPREUVES HEDONIQUES

a) Les sujets
Puisque I'on cherche a déterminer des préférenassifes produits qui contiennent des

concentrations croissantes en huiles essentiéépseuve requerra au minimum 60 sujets naifs.

b) Le test
Avant I'épreuve proprement dite, des explicatiohsdes consignes seront fournis aux
sujets sur le déroulement des tests et le rempksdas questionnaires. Ces derniers seront ensuite
amenés a sentir chacun les échantillons mis alsposition.

Chaque juge effectuera ensuite 2 types de test

- Premier test : I'épreuve de classement dans lagiejuge classera du moins agréable
au plus agréable les échantillons de lait demaila différentes concentrations en
huile essentielle placés devant lui

- Deuxieme test: I'épreuve de classement dans leglel juge classera du moins
agréable au plus agréable les échantillons denlatidifférentes concentrations en huile
essentielle placés devant lui

- Troisieme test : le test d’acceptabilité de chaécigantillon ou le sujet évaluera un a
un les échantillons de lait démagquillant et atieftaua chacun d’eux une note allant de 1
a5 (du moins agréable au plus agréable) enipstiies raisons de son choix.

- Quatrieme test : le test d’acceptabilité de chagpleantillon ou le sujet évaluera un a
un les échantillons de lait démaquillant et atieftaua chacun d’eux une note allant de 1

a5 (du moins agréable au plus agréable) eniprstiies raisons de son choix.

Remarque : les deux premiers tests se déroulenseinle dans la méme journée, tandis

gue les deux derniers se feront ultérieurement.

Chaque test sera espacé d’'une pause de cing naifimutd’éviter la fatigue sensorielle des

juges.

C) Les échantillons
Pour chaque test, les échantillons a préparerassuivantes
- Un échantillon de produit & une concentration etelassentielle de 0,06%
- Un échantillon de produit a une concentration eatelassentielle de 0,12%
- Un échantillon de produit a une concentration eatelassentielle de 0,24%
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d)

Un échantillon de produit a une concentration afetessentielle de 0,48%

Le local

Les épreuves sensorielles se dérouleront dandléadsaréunion de THOMEOPHARMA

Antsakaviro.

e)

Matériels utilisés
Les questionnaires

L’effectif requis est au minimum 60 pour chaqué.tes

Pour le premier test : 60 questionnaires

Pour le deuxieme test : 60 questionnaires

Pour le troisieme test : 60 x 4 = 240 questionsaire

Pour le quatrieme test : 60 x 4 = 240 questionraire

Les flacons

Les sujets effectueront le test par vague de 8

Flacons pour le premier test : 5 x 8 sujets = 82dhs
Flacons pour le deuxieme test : 5 x 8 sujets 488dhs
Flacons pour le troisieme test : 5 x 8 sujets H@dns
Flacons pour le quatrieme test : 5 x 8 sujets #&8dns

Les étiquettes

Etiquettes pour le premier test : 5 x 8 sujets &@guettes
Etiquettes pour le deuxiéme test : 5 x 8 sujet8 étRjuettes
Etiquettes pour le troisiéme test : 5 x 8 sujeBR=#tiquettes
Etiquettes pour le quatriéme test : 5 x 8 sujed® &tiquettes

En résumé, le tableau suivant montre un récapifwldds matériels requis pour les épreuves

d’analyse sensorielle du comité scientifique

Tableau LXXXIV: Matériels requis pour les épreuves hédoniques

Matériels Nombre
Questionnaires 600
Flacons 128
Etiquettes 128
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ANNEXE XII : PROTOCOLE DE REALISATION DESMANIPULATIONS EN MICROBIOLOGIE POUR
LE CHALLENGE TEST
CULTURE EN MILIEU SOLIDE DECandida albicans

1. Préparation de I'inoculum

Les levures sont issues d’'une culture de 48h a520-Zur gélose Sabouraud podr
albicans. Pour préparer la solution pour la suspension hectée, le diluant utilisé est une
solution de peptone (1g/l) et de chlorure de sod{@gV/l).I'opacité de la solution est comparée
avec une des solutions étalon de la gamme de @olude Mac Farland pour obtenir une
concentration proche de 1,5%10fc/ml (figure 1). Lorsque les suspensions sonstées, elles
sont immédiatement utilisées pour I'inoculationptaduit.

-
-
-
-
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R
-
]
 -_—
-
-
e

Figure 34: Ajustement de l'inoculum (Cliché : Auteur, 2012)
2. Contamination de la matrice

Pour chaque micro-organisme, un récipient de pto@examiner est ensemencé avec la
suspension préparée précédemment, afin d’obteninagulum de 10— 1¢ germes viables par
ml ou par g de préparation. Le volume de I'inoculimtnoduit ne doit pas dépasser 1% du
volume du produit (0,5% pour la Pharmacopée aniéaga

e Quantité inoculée pour le lait corporel
P = 31,869
Prmicroorganisme= 0,309< 1% R
e Quantité inoculée pour la lotion
P= 47,23g
Prmicroorganisme= 0,450< 1% R

Pour assurer une répartition homogene, il faut ngglasoigneusement en agitant le produit

dans son récipient. Le produit est ensuite main@&r20 - 25°C, et des dénombrements sont
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réalisés apres 2, 7, 14 et 28 jours de conservaiioatefois pour tenir compte de la quantité
exacte de microorganismes inoculés dans le produit, dénombrement est effectué

immédiatement apres l'inoculation.

Apres que l'inoculum soit bien réparti dans le pét contenant le produit, ce dernier est
réparti dans 5 tubes a essais stériles recouvartslgs cotons enveloppés dans des compresses
puis par un papier en aluminium. De cette manignetube a essai correspond respectivement a
une lecture effectuée a T=0, 2, 7, 14 et 28joarsahservation.

3. Dénombrement en milieu solide @andida albicans
Manipulations :

Stérilisation des embouts nécessaires pour l'atibs de la micropipette.

Stérilisation dans I'étuve des boites de pétriest pipettes pour la manipulation

vV V VYV

Dilution décimale jusqu’a Ibavec les tubes a essai remplis d’eau peptonésadi Ii’'une
micropipette en restant & moins de 30cm du Bec &uns

99
/\ im Im 1ml  1ml
VRV
90g dETP
Solution mére 10t  10? 10¢ 10°

Produit

Prélever ; toujours a l'aide d’'une micropipette,1rdl ou 100ul de chaque dilution et le
verser dans chaque boite de pétri.

» Verser le milieu en surfusion dans les 6 boitegéii vides préalablement stérilisées
(dont I'une servira de témoain).

» Couvrir les boites et homogénéiser en agitant égent. Faire passer rapidement la
flamme du Bec Bensen dans la boite. Recouvrir teueer de film alimentaire.
> Incuber a 20 a 25°C:
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CULTURE EN MILIEU SOLIDE DEStaphylococcus aureus
1. Préparation de lI'inoculum

Les bactéries sont issues d’'une culturel8-24h a530- sur Baird ParkePour préparer la
solution pour la suspension bactérienne, le dilugitisé est une solution de peptone (1g/l) et de
chlorure de sodium (9g Appacité de la solution est comparée avec unesdkgions étalon de la
gamme de solution de Mac Farland pour obtenir wreentration proche de 1,5¥10fc/ml

(figure 1). Lorsque les suspensions sont ajustédles sont immédiatement utilisées pour
I'inoculation du produit.

Figure 35: Ajustement de l'inoculum (Cliché : Auteur, 2012)

2. Contamination de la matrice

Pour chaque micro-organisme, un récipient de ptoaeéxaminer est ensemencé avec la
suspension préparée précédemment, afin d’obteninagulum de 19— 1G germes viables par
ml ou par g de préparation. Le volume de I'inoculimtnoduit ne doit pas dépasser 1% du
volume du produit (0,5% pour la Pharmacopée aniaaga

* Quantité inoculée pour le lait corporel
PL= 26,529
Pmicroorganisme= 0,220< 1% R

* Quantité inoculée pour la lotion
P=41,51g
Prmicroorganisme= 0,3809< 1% R

Pour assurer une répartition homogene, il faut ngélasoigneusement en agitant le produit
dans son récipient. Le produit est ensuite mainte20 - 25°C, et des dénombrements sont
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réalisés apres 2, 7, 14 et 28 jours de conservaiioatefois pour tenir compte de la quantité
exacte de microorganismes inoculés dans le produit, dénombrement est effectué

immédiatement apres l'inoculation.

Apres que l'inoculum soit bien réparti dans le pét contenant le produit, ce dernier est
réparti dans 5 tubes a essais stériles recouvartslgs cotons enveloppés dans des compresses
puis par un papier en aluminium. De cette manignetube a essai correspond respectivement a

une lecture effectuée a T=0, 2, 7, 14 et 28joarsahservation.
3. Dénombrement en milieu solide 8eaphylococcus aureus
Manipulations :

Stérilisation des embouts nécessaires pour l'atibs de la micropipette.

Stérilisation dans I'étuve des boites de pétriest pipettes pour la manipulation

vV V VYV

Dilution décimale jusqu’a It avec les tubes & essai remplis d’eau peptonnégida |
d’'une micropipette en restant a moins de 30cm dulmsen :

Iml

/\lml iml 1ml  1ml
N TN T

Solution mére 10t  10? 10¢ 10°
Produit

> Verser le milieu en surfusion dans les 6 bpitepéii vides préalablement stérilisées
(dont I'une servira de témoin).

S

SN U

» Ensemencer a l'aide d’'une micropipette a la surtiemilieux de culture a boite de pétri
0,1ml de chaque dilution.
> Etaler a I'aide d’une anse de platine pour répdimioculum sur toute la surface du milieu.
» Couvrir les boites et faire passer rapidement danfhe du Bec Bensen dans la boite.
Recouvrir et entourer de film alimentaire.
» Incuber a 20 a 25°C.
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RESUME

L'étude des conservateurs a base de plante dapsolésits cosmétiques a été réalisée. Pour ce fagduiles
essentielles denandravasarotra(Cinnamosma fragranset de clous de girofleEQigenia caryophyllataont été
incorporées a différentes concentrations dans tigaes de produits : un lait démaquillant et unstat

Les résultats des CPG de ces huiles essentielfdsrment la présence des composantes antimicrobgan
savoir le 1,8-cinéole a 47,9% dans I'huile ess#atide mandravasarotraainsi que I'eugénol a 86,99% dans I'huile
essentielle de girofle clous. Les analyses serewiainsi que les tests de vieillissement a 45itpermis de faire un
choix sur les concentrations en huile essentiallespérimenter pour le « challenge test ».

L’huile essentielle de girofle clous utilisée sede0,24% dans les laits et 0,12% dans les lotionsen
synergie avec l'huile essentielle deandravasarotraa (0,18%+0,18%) dans les laits et (0,12%+0,06%sdas
lotions ont été efficaces cont@andida albicans par contre elles n'ont pas réussi a réduire lpufadion de
Staphylococcus aurewselon les valeurs exigées par les normes.

Mots clés: cosmétique, huile essentiell€innamosma fragransEugenia caryophyllata conservateur,
challenge test

ABSTRACT

The study of plant-based preservatives in cosnmtiducts was performed. To do this, the essentislob
mandravasarotra (Cinnamosma fragransand Clove Eugenia caryophyllata were incorporated at different
concentrations in two types of products: cleansiilg and lotion.

The results of GPC of these essential oils confirenpresence of antimicrobial compounds namelycih8ele
to 47.9% in the essential oil ahandravasarotraand eugenol to 86.99% in the essential oil cloa#ds. Sensory
analyzes and aging tests at 45 ° C allowed makichace on the concentrations of essential oilest for the
"challenge test".

The essential oil of clove nails used alone to @24 milk and 0.12% in lotions, or synergisticalljth the
essential oil ofmandravasarotrato (0.18%+0.18%) in milk and (0.12%+0.06%) in ¢ots were effective against
Candida albicansbut they have not succeeded in reducing the ptipul of Staphylococcus aurewscording to the
values required by the standards.

Keywords: cosmetics, essential oiGinnamosma fragransEugenia caryophyllataconservative, challenge
test

FAMINTINANA

Natao ny fikarohana momba ireo laro fitahirizangav@vy amin’ny zava-maniry hitahirizana ny tambatra
kosmetika. Ny menaka voafantina avy amin’ny manadsavotra Cinnamosma fragranssy ny voan-jirofo Eugenia
caryophyllatd no voafantina tamin’izany ary nafangaro tamirgitambatra kosmetika “lait démagquillant” ary lotion
tamin’ny taha maromaro avy amin’ny maivana makamjnany mahery.

Ny vokatry ny “CPG” dia manambara fa misy ny “lj@emle” amin'ny taha 47,9% ary koa ny
“eugénol’amin’ny taha 86,99% ao anatin’ireo menatka izay afaka mamono ny mikraoba. Ny vokatry apdlyse
sensorielle” sy ny fanandramana tao anaty lafaéf@€4o nahafahana nisafidy hy hatsatso na ny hahgrimenaka
voafantina izay nafangaro tamin’ny tambatra koskaethnba hanantanterahana ny “challenge test”

Ny taha 0,24% sy 0,12% ny menaka voan-jirofo izaysofoka irery tao anaty “lait démaquillant” sy ny
“lotion” ary ny taha (0.18%+0.18%) ary (0.12%+0.068¢ menaka voan-jirofo nafangaro tamin’ny mandsavatra
dia hita fa nandaitra tamin’n@andida albicanssaingy tsy nandaitra tamin’riytaphylococcus aureuwaha ny sanda
ara-dalana no jerena.

Teny manan-danja kosmetika, menaka voafantin€innamosma fragransEugenia caryophyllatalaro
fitahirizana, challenge test




