Thématique de projet : 

Crème cosmétique :

· Evaluation d’un anti-microbien (challenge test)

· Evaluation de la granulométrie (microscopie)

· Type d’émulsion (H/L ou L/H)

(extrait BO)

1ère séance (3h)
(1h) Recherche documentaire pour répondre à la question : 

· Qu’est ce qu’une émulsion ?

· Quels sont les deux types d’émulsion ?

· Comment pourrait-on déterminer le type d’émulsion ?

(30’) Sur une crème cosmétique relever :

· L’aspect visuel : couleur, transparence, opalescence, opacité, aspect grumeleux, brillance… 

· L’aspect physique et tactile :
· solide, pâteux, liquide, plus ou moins épais…

· texture fine ou épaisse, filante ou collante, dure, fondante, moussante, grasse ou huileuse…

· facilité à l’étalement, rapidité de pénétration, sensation de douceur, fraîcheur, humidifiant, collant, gras…

A partir de la composition de la crème donner le type d’émulsion attendu.

(1h30’) Détermination du type de l’émulsion

· Méthode par dilution : une quantité d’émulsion est dilué dans l’eau, puis on mesure la quantité de phase lipidique après mélange 
· Méthode des colorants : on utilise des colorants soit liposolubles tels que le noir soudan, soit hydrosolubles tels que le bleu de méthylène ou l’érythrosine.

· Méthode par mesure de la conductivité par comparaison avec des crèmes de type connu
Pré-requis
· Utilisation du microscope
· Utilisation verrerie de laboratoire

· Notions sur phase aqueuse phase lipidique
Compétences mises en oeuvre

· A1 A6 A8 A12 
· B1 B2 B3 B4 
· E3 E7
Objectifs
· Compréhension de la notion d’émulsion

· Compréhension des principes des techniques de détermination des types d’émulsion.
2ème séance (3h)
(2h) Finesse et homogénéité de l’émulsion

Etalonner le micromètre oculaire puis après avoir mis une petite quantité de crème entre lame et lamelle, mesurer le diamètre d’une trentaine de « globules ».

· Calculer la moyenne et l’écart-type. Analyser.

· Réaliser le contrôle de la finesse de l’émulsion sur X échantillons différents du lot.

· Rassembler les résultats dans un tableau (diamètre moyen obtenu, écart-type). 

· Notions sur incertitudes de mesure entre opérateur de mesure. (Mesures et Instrumentation)

(1h) Stabilité de l’émulsion 

Centrifuger un tube de crème à 3000 tours/min pendant 10 minutes. Observer et conclure sachant que ces conditions de centrifugation correspondent à un vieillissement de six mois.

Compétences mises en oeuvre

· A11 A12
· B1 B2 B3 B4 
· E6 E7

· F14 F15

Pré-requis

· Utilisation du microscope
· Utilisation verrerie de laboratoire

· Notions sur les émulsions
Objectifs

· Détermination d’une mesure de taille au microscope

· Utilisation d’une centrifugeuse

· Notions d’incertitudes – Différences reproductibilité et répétabilité
3ème séance (3h)
(1h compréhension protocole et 2h manipulation) Démonstration de l’activité bactéricide des parabens :
· Réalisation de suspension bactérienne 
· Dénombrement de la concentration bactérienne par ensemencement en milieu solide après addition d’un mélange de parabens à différentes concentrations de 0 à 40g.L-1
· Dénombrement en surface par étalement de 0,1 mL de dilution sur milieu GTS.
· La souche utilisée pourra être E Coli K12 ou un Micrococcus.
Compétences mises en oeuvre

· A14 à A22
· C4 C5 C11 C12 C13 C14 C15
Pré-requis

· Travail en conditions d’asepsie

· Préparation inoculum

· Ensemencement milieu de culture
Objectifs

· Dénombrement en milieu solide en surface
· Compréhension d’une molécule bactéricide et mise en évidence de son action
4ème et 5ème séance (2 x 3h)

(1h) Lecture des boites ensemencées à la 3ème séance.

Mise en évidence l’effet bactéricide des parabens et lien entre concentration (dose) et effet.
(2h) Recherche par groupe de 3 ou 4 élèves d’un protocole permettant de vérifier l’effet conservateur de la présence de parabens dans la crème cosmétique. Les élèves devront construire et proposer « leur » protocole de Challenge Test. 

(3h) Réalisation technique

Protocole envisageable :

· Peser dans un pilulier 10 g de crème à tester.

· Ajouter 1 mL d’une suspension bactérienne (concentration finale estimée de 5x105 bactéries/g). Homogénéiser. On obtient la suspension mère.

· Effectuer des dilutions décimales (10-1 à 10-3) dans du diluant neutralisant (EPO + Tween 3%).

· Ensemencer chaque dilution en surface de gélose GTS en simple essai.

· Incuber les boites 24 H à 37°C.

· Placer le pilulier de la suspension mère dans un endroit sombre à température ambiante.

· Effectuer un dénombrement des bactéries /g à partir des dilutions 10-1 à 10-3 à J3

· La souche utilisée pourra être E Coli K12 ou un Micrococcus.

Compétences mises en oeuvre

· A4

· A14 à A22
· C4 C5 C11 C12 C13 C14 C15
Pré-requis

· Travail en conditions d’asepsie

· Préparation inoculum

· Ensemencement milieu de culture
Objectifs

· Dénombrement en milieu solide en surface

· Compréhension du principe de Challenge test
6ème séance (3h)

(2h)

Lecture des boites ensemencées à la 4ème séance.

Ensemencement des boites à J3.

(1h) Recherche documentaire sur le caractère toxique des parabens :

· Les parabens sont-ils toxiques ?

· Dans quelles conditions les parabens peuvent être utilisés ?

· Existe-t-il des crèmes cosmétiques sans parabens ?

Compétences mises en oeuvre

· A1 A6

· A14 à A22
· C4 C5 C11 C12 C13 C14 C15
Pré-requis

· Travail en conditions d’asepsie

· Préparation inoculum

· Ensemencement milieu de culture
· Connaissance du caractère bactéricide des parabens
Objectifs

· Dénombrement en milieu solide en surface

· Notions sur la structure des parabens
7ème séance (3h)
Un fabriquant de crème cosmétique annonce n’utiliser que des conservateurs naturels dans sa crème. 

On va vérifier l’absence de parabens par chromatographie sur couche mince avec détection UV.
Phase mobile : mélange n-pentane / acide acétique : 88/12

Phase fixe : Plaque de gel de silice 4x8cm avec marqueur fluorescent à 254nm

Etalon : à 0,1% m/v (Ethyl, Propyl, Butyl parahydroxybenzoates) préparer par les élèves

Echantillon : préparation voir annexe 1
Lampe UV

Compétences mises en oeuvre

· A11 A12 A13

· E1 à E4

· F11 F13
Pré-requis

· Notions sur la structure des parabens
· Notion sur la polarité d’une molécule 
Objectifs

· Notions théoriques sur la chromatographie
· Mise en œuvre d’une CCM
8ème séance (3h)
Lors de la mise en œuvre d’une crème cosmétique l’une des matières premières importantes est l’eau utilisée dans la phase hydrophile qui doit être déminéralisée. On se propose de vérifier cette déminéralisation par dosage d’un ion indicateur : le calcium par méthode spectrophotométrique au bleu de méthylthymol.

Possibilité de dosage avec gamme d’étalonnage ou par simple étalon

Compétences mises en oeuvre

· A8 A9 A11 A12 A13

· E1 à E7

· F7 F10
Pré-requis

· peuvent être variables selon la période de l’année
Objectifs

· variables, ils devront se fonder sur les pré-requis des élèves
Annexe 1 : extrait de http://nicolaselie.free.fr/download/projets/parabens

[image: image1.png]La figure 6 montre que ces bactéries utilisent les parabens comme moyen de défense
vis-a-vis des autres micro-organismes. En effet, il n'y a pas de développement de 8. subtilis

dans un rayon de 0,4 cm autour de A48-17

3. Méthodes officielles de dosage et d'analyse :

Les méthodes de dosage et didentification des parabens sont réglementées par la
directive Européenne 96/45/CE du 2 juillet 1996 [20], basée sur les travaux de De Kruijf et
al. [211[22]. Celle-di, en tant que directive, laisse toutefois le soin aux états membres de
mettre en place les dispositions Iégislatives, réglem entaires et administratives nécessaires,
notamment la vérification, par des contrdles officiels, de la bonne application des méthodes

qu'elle décrit,

3.1. Identification

Llidentification des parabens se fait par Chrom atographie sur Couche Mince (CCM)

3.1.1. Solution de référence

Sept solutions différentes 3 0,1% m/v contenant respectivement les méthyl, éthyl,
propyl, butyl et benzylparaben, le phénoxy-2-éthanol et le phénoxy-1-propanediol sont

préparées afin de servir de point de comparaison pour le calcul des rapports frontaux

3.1.2. Echantillon

U'schantillon est dans un premier temps acidifié pour éliminer les sels puis mis en
solution dans de l'acétone afin de solubiliser le plus grand nombre de composés

L'échantillon est ensuite filtré.

Le filtrat est ensuite mélangé & de I'sau et le pH est ensuite amend & 10 afin de faire
passer les conservateurs dans la phase aqueuse (formation de phénalates). Les parabens ne

sont pas hydrolysés lors de cette opération car celle-ci se déroule & froid

Les acides gras sont ensuite précipités en milieu alcalin sous forme de sels de calcium. La
solution est de nouveau filtrée puis le filrat est une premiére fois extrait & I'éther

disthylique afin d'éliminer tous les produits organiques,

On récupére la phase aqueuse, contenant les conservateurs, que l'on tamponne & pH 2
avec de l'acide chlorhydrique. Les parabens repassent dans la phase organique et celle-ci
est une derniére fois extraite 3 I'éther diéthylique. U'échantillon est ainsi prét pour &tre

analysé.
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 [image: image2.png]L'analyse se fait par CCM avec un éluant apolaire afin d'améliorer la migration des

composés : la Commission Européenne préconise I'utilisation d'un mélange n-pentane/acide

acétique 88

2. La plaque est révélée chimiquement en utilisant une solution commerciale

de réactif de Millon (nitrate mercurique).

3.1.3. Exploitation des résultats

Lorsque Ia plaque est correctement révélée, on peut calculer les rapports frontaux des
différentes taches obtenues et les comparer & ceux des solutions de référence. Les
parabens ainsi que I'acide p-hydroxybenzoique apparaissent sous forme de taches rouges. 1I
est possible qu'une coslution existe entre I'acide et le m&thylparaben ou bien entre le benzyl
et I'sthylparaben. Le tableau 4 présente & titre indicatif des valeurs de R, pouvant &tre

obtenues.

3.2. Dosage

Le dosage des parabens et d'autres conservateurs (phénoxy-2-éthanol et
phénoxy-1-propanediol) s'effectue par HPLC en phase inverse. 1 s'agit d'un dosage par

stalonnage externe utilisant un étalon interne : I'ydroxy-4-benzoate disopropyle

Dimensions de Ia colonne L=125em;0=46mm
Phase stationnaire Nucléosil 5C18 ou équivalent
Phase mobile THF/MeOH/MeCN/H:0 (5/10/25/60 v/v)
Débit PM 1,5 mLmin®
Détecteur UV 2280 nm

Tableau 5: Caractéristiques de I'appareillage HPLC utilisé.

Les parabens sont des composés apolaires comportant un chromophore, I'utilisation

dune colonne apolaire et d'un détecteur UV sont donc particuliérem ent adaptés.

Le tetrahydrofuranne (THF) est utiisé comme co-solvant, permettant alors de
saffranchir des différences de polarité entre les conservateurs. La séparation repose
maintenant uniquement sur Ihydrophilie des composés analysés. Le méthanol et
I'acétonitrile permettent de moduler la polarité de I'sau et, ainsi, d'optimiser les conditions
de séparation. Iis sont utilisés également dans le but d'augmenter la viscosité de la phase
mobile de fagon & augmenter la résolution en diminuant I'agitation moléculaire (premiére
Loi de Fick)
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