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Résumé 

Les conservateurs constituent un thème récurrent d'interrogations et de débat 

Présents dans les aliments, les produits cosmétiques ou les médicaments, h 

conservateurs sont omniprésents. 

Ces conservateurs jouent un rôle essentiel dans la conservation des produit 

cosmétiques en empêchant les proliférations microbiennes. 

L'objectif de notre étude est d'évaluer l'efficacité antimicrobienne (Concentratio 

Minimale Inhibitrice et Concentration Minimale Bactéricide) de quatre conservateurs 

Diazolidinyl urée, Irnidazolidinyl urée, bromide de N-cétyl N,N,N triméthyl ammoniur 

et Germaben Il vis-à-vis trois souches bactériennes Eseherichia coli, Pseudor,iona 

aeruginosa, Staphylococcus aureus et une levure Candida albicans. 

L'évaluation de l'activité antimicrobienne de ces quatre conservateurs se fait part 

deux méthodes 

- Méthode de diffusions des disques sur milieu soude permettant de donner des 

résultats préliminaires d'activité antimicrobienne 

- Méthode de micro dilutions sur milieu liquide 	permettant de donner 

directement la Concentration Minimale Inhibitrice et la Concentration Minimale 

Bactéricide de ces produits 

Ces quatre conservateurs ont une activité antimicrobienrie et antifongique avec des 

concentrations minimale inhibitrices respectant les normes d'utilisations de ces 

conservateurs dans les produits cosmétiques. 
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lrroducio 

ii J .N -fF~O E) UCYJOM  

Les conservateLirs constituent un thème récUrrent d'interrog2rtiofls et de dét 

Présents dans les ahrnerits, les produitS cosrnéClLIe5 OUi les médicaments, 

conservateurs sont omniprésents. 

Aotusllemfleflt les conserv2rteUrs constituent une part indispensable des produits ClU 

nOUS consommons. Ceci cet dû en partie D,  la demande croissante ds 

consomm2rteurs en faveur d'un choix plus vaste et de produits pratiques è utUise', 

ainsi qu'aux normes de 5écUJflté élevées. 

On entend per produit coSmnéticlue toute substance ou préparation destinée é êt e 

mise en contact avec les diverses parties superficielles du corps humain, notarnnie rt 

l'épiderme, les systèmes pileux et capillaire, les ongles, les lèvres et les organs 

génitaux externes, ou avec les dents et les muqueuseS buccales, en vu, 

exclusivement CLI principalement de les nettoyer, de les parfumer, d'en mnodi4r 

l'aspect, de les protéger, d'en modifier l'aspect, de les protéger , de les maintenir 

bon ctat ou de corriger les odeurs corporelles (P1NL 2O7) 

Les conservateurs jouent un rôle essentiel dans la conservation des prodUiTs 

cosmétiques  en emnpêcharrt les proliférctiofls mnicrobienfle. Les Produits , présent int 

les risques les plus élevéS de contamination microbienne sont leS préparati 
ns 

aqueuses, telles que les solutions, les suspensions et les émulsions. 

Les conservateurs sont employés é faible dose en fonction de dispositions lég les 

très strictes. 

Les bactéries sont les agents contaminants les plus îréquemnrnemrt rencontrés d iris 

les produits cosrr)ctidlues. Les champignons inférieUrs (rnoisiSsLirCS levure) ont 

moins fréquents. 

Les bactéries du genre Pseudorriûflas sont les plus souvent isolées des proc uits 

cosmnétidlLies avant leur utilisation par le consomflrn2IteU'. cette fréquence s'expli lue 

Par l'origine hydrique de ces germes. \Iiennent ensuite les bactéries de la famille des 

Ent8TObCOtBTJCCCCC, puis les bactéries du genre Siaphy1DcOCCL1S J\Ajcrococ jus, 

SrepocDCCLJ5, £3ecJiILis, CiostTidjLJTrJ (iViflN 	
iLL 	-i 

.1 



lritroduci 

Après svoir étudié les conservateurs cosmétiques dans leur ensemble sous fcm 

d'une revue bibliographique, nous ferons une description des quatre conservateu 

qui ont fait l'objet de notre travaU. L'objectif de notre étude est de contrôler i'eîficaci 

de la conservation antirnicrobienne de ces produits. 

Le protocole qui sera mie en place comprendra la détermination de la concentrati 

minimale inhJbitrice (Cl\JlJ) et la concentration rrnnirriale bactéricide (CIVIE) de 

conservateurs sur des bactéries et des champignons. Ces deux valeurs détermni 

l'effet antimicrobien d'un agent conservateur. 
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III PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE: 

i/ GENERALITES SUR LES CONSERVATEURS: 

Notre mode de vie nous incite à utiliser de plus en plus de produits cosmétiques. 

Tout au long de l'histoire, tes cosmétiques employés dépendaient des périodes, des 

modes et des matières premières disponibles. 

Cependant, l'industrie de ces produits de beauté a des points faibles dans la 

conservation. Le problème des crèmes est la contamination par de 

microorganismes. Le problème des huiles est le rancissement. 

Les cosmétiques, c'est beaucoup de rêve et de marketing, un principe actif, et toit 

un monde d'agents conservateurs. 

1.11 Produits cosmétiques: 

Généralement, un produit cosmétique est une substance qui n'a aucun efft 

thérapeutique. Il est défini comme « un article prévu pour être appliqué sur te corp 

humain, pour le nettoyer, l'embellir, favoriser l'attraction, où le changement de 

l'aspect se fait sans changement de ta structure ou la fonction du corps » (Kenneth, 

MICHAEL, 2008). 

Pour préserver ce produit cosmétique de toute altération physico-chimique et 

microbienne, des additifs technologiques, naturels ou artificiels sont ajoutés, ce!; 

aditifs sont étant plusieurs familles 

- conservateurs antimicrobiens : parabènes ou esters de l'acide 4-hydroxybenzoïquè, 

acide sorbique, éthanol, 2-phénoxyéthanot, formol, Triclosan, ammonium 

quaternaires.... 

- conservateurs antioxydants 	Tocophérol ou vitamine E, huiles essentielle4, 

palmitate d'ascorbyle, gaflates... 

- stabilisant de viscosité, émulsifiant 

En ce qui nous concerne, nous allons nous intéresser aux conservate 

anti microbiens. 
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1.21 Définition des conservateurs en cosmétologie: 

Selon la Directive Européenne n° 76/768/CEE du 27 juillet 1976 modifiée, les agent 

conservateurs sont des substances ajoutées comme ingrédients à des produit 

cosmétiques principalement pour inhiber le développement de microorganisme 

dans ces produits. 

On peut noter cependant que certains ingrédients non classés parmi le$ 

conservateurs peuvent posséder des propriétés antirnicrobiennes et peuvent de ce 

fait, contribuer à la conservation des cosmétiques. C'est le cas de nombreuses huiles 

essentielles et de quelques alcools. (Journal Officiel de la République Française, 

2001) 

1.3/ Mécanisme d'action des conservateurs: 

On distingue deux mécanismes d'action suivant le type de conservateur  

antimicrobien utilisé: 

Les conservateurs bactéricides tuent directement les bactéries : C'est une action dite 

irréversible. 

Les conservateurs bactériostatiques inhibent la multiplication des bactéries : c'et 

une action dite réversible car ils ne tuent pas les microorganismes (MUSSAR, 

2006). 

Dans tous les cas, le conservateur doit agir sur les microorganismes tout e 

préservant les cellules humaines, cette différence de toxicité vis-à-vis de ces deu 

types de cellules s'explique par leur différence de structure. 

Les conservateurs agissent sur les microorganismes de façon différente selon 

conservateur considéré, à un niveau bien déterminé de la structure ou du 

métabolisme du microorganisme appelé site d'action ou cible du conservateur. 

L'action peut se situer au niveau de la paroi bactérienne, des membranes au niveau 

ribosomal sur la synthèse des protéines ou au niveau des acides nucléiques et des 

enzymes associées (MARTINI, SEILLER, 1999). 

Ainsi, le formaldéhyde et ses dérivés agissent en formant des ponts méthylène ente 

les acides aminés constitutifs des protéines membranaires, ce qui déstabilise ce 

manière irréversible les membranes. 

14 
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Le chlorure de benzéthonium ainsi que (es alcools altèrent la membrane des 

microorganismes en solubilisant les lipides membranaires. 

Les acides organiques, eux, déséquilibrent le gradient osmotique à travers l 

membrane cytoplasmique (DUNN, LUTZ, 2003). 

Les mélanges de conservateurs présentent de nombreux avantages comme la 

possibilité de diminuer la concentration de chaque élément et par la même le 

éventuels effets secondaires, et augmenter l'efficacité par synergie. 

1.41 Qualités requises d'un conservateur: 

Aucun conservateur ne remplit tous les critères d'un système idéal, en pratique on 

utilise des associations des conservateurs, si le conservateur idéal existait il devrait 

présenter les critères suivants 

Innocuité 

Le conservateur doit être dénué de tout effet toxique, irritant, sensibilisant au niveai 

de la peau ou des membranes muqueuses à la concentration utilisée pour là 

conservation. En pratique les conservateurs les plus efficaces sont souvent les plu 

toxiques. 

SDectre d'activité: 

Le conservateur doit présenter un large spectre d'activité à une concentration la plus 

faible possible. 

Solubilité dans l'eau 

Les microorganismes se multiplient en phase aqueuse. Il est donc important que te 

conservateur se maintienne à concentration efficace dans la phase hydrophile du 

produit d'où l'importance de la solubilité du conservateur dans l'eau. 

pH de formulation: 

Le conservateur devrait être actif sur toute la gamme du pH de la vie du 

microorganisme qui va du 1.5 à 11. Mais dont la majorité des préparations 

cosmétiques, est proche de la neutralité, ce qui permet la meilleure tolérance 

cutanée (MARTINI, SE1LLER, 1999). 

5 
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Propriétés physiques: 

Le conservateur idéal devrait être incolore, inodore et insipide dans le produit final 

on outre, il doit être facile à utiliser et incorporer. 

Volatilité: 

Les conservateurs devraient être non volatils pour éviter une perte d'activité. 

Compatibilité 

I! faut considérer la compatibilité du conservateur avec le processus de fabrication 

ainsi qu'avec les matériaux de conditionnement. 

Stabilité 

Idéalement, le conservateur devrait être hautement stable vis-à-vis de I 

température, l'air, l'humidité, la lumière, l'eau, le pH..., pour que les conservateur 

confèrent ainsi une grande flexibilité d'utilisation dans des procédés de fabricatioi 

divers (MUSSARD, 2006). 

Efficacité à long terme 

Les conservateurs doivent présenter une activité constante dans le temps, pa 

dégradable et ne produisent pas des métabolites modifiant les caractéristiques dki 

produit.. 

Le coût: 

Un conservateur doit être rentable et à une base commerciale peu onéreu+ 

(KNOWLTON, PEANCES, 1993) 

1.51 Principaux conservateurs utilisés dans les cosmétiques: 

Les conservateurs, molécules très actives, peuvent être sensibilisantes, c'est à dite 

déclenchent des réactions allergiques. Le taux de sensibilisation varie en fonction qe 

la fréquence de leur utilisation (RASTOGI, 2000). 

L 
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Le kathon®'CG: 

C'est un mélange de 5-chloro2-méthyl-isothiazolinone et de 2-rnéthyflsothiazolinone 

Conservateur à large spectre, il est sur Je marché depuis 1975. Son emploi es 

autorisé dans la plupart des pays. 

Excellent conservateur anti-bactérien (les bactéries Gram+et Gram-), antifongique, i 

a été de ce fait trop largement utilisé dans les produits cosmétiques et a étj 

déterminé vers les années 1990, des sensibilisations fréquentes (de 4 àlO% selor 

les pays européens) qui ont justifié une limitation de son emploi (FDA, 1996). 

L'Euxyl®K400: 

Ce conservateur est un mélange de deux composés chimiques très différents: 

phénoxyéthanoi (80%) et le méthyldibromoglutaronitrile (20%). Il était utilisé dans le 

crèmes de soin, laits, shampooings, gels, mousse de bains et certains produits 

solaires. 

Ce conservateur peut provoquer des eczémas très aigus, notamment du visage 

(MUSSARD, 2006). 

Les Parabens: 

Sur la base de l'analyse des données de fa littérature et des données de 

pharmacovigilance, il apparait que les parabens sont peu toxiques et bien toléré, 

bien que des réactions allergiques puissent survenir chez certaines personnei 

(GAZIN, 2004). 

En 1985 une étude a montré que l'incidence de sensibilité aux cosmétique 

contenant des parabens, chez les patients présentant des dermatites, était de I 

sujets sur 713, soit 2,7% (ADAMS, MAIBACH, 1985). 

Le formaldéhyde et ses dérivés: 

Le formaldéhyde et ses dérivés, actifs contre de nombreux microorganismes, sost 

après les parabens, les conservateurs les plus employés en cosmétique. 

o Le formaldéhyde: 

U semble que l'innocuité du formaldéhyde soit actuellement remise en cause, il et 

de moins en moins utilisé en cosmétologie où il peut être à la fois irritant et 
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sensibilisant. Fortement volatil, ses vapeurs sont source d'irritation pour 

muqueuses. 

Sa présence à faible concentration dans les shampooings et savons entraîne pe 

d'intolérance du fait du temps de pose court et du rinçage. Par contre, au niveau de 

ongles où il est utilisé dans les durcisseurs, il peut provoquer des troubles digestifs E 

des diarrhées (PONS-GUIRAUD, VIGAN, 2003). 

D'après certaines études, il serait cancérigène chez le rat (MUSSARD, 2006). 

Une allergie croisée avec un ou plusieurs conservateurs libérateurs de formol pet 

conforter le diagnostic positif d'allergie au formol (PONS-GUIRAUD, VIGAN, 2O03 

(ANDERSON, 1995). 

Le formaldéhyde, en plus de son action allergisante. U est classé comm 

cancérigène par l'OMS (depuis juillet 2004) (PERINN, 2007). 

Dans la directive européenne76/76810EE modifiée, il est spécifié que tous le 

produits contenant du formol doivent porter obligatoirement sur l'étiquetage I 

mention « contient du formaldéhyde » dans la mesure où la concentration en formc 

du produit fini dépasse 0,05%. La concentration maximale autorisée e 

formaldéhyde et paraformaldéhyde est de 0,2% dans les cosmétiques, excepté pot; 

les produits destinés à l'hygiène buccale où elle est de 0,1%. Le formaldéhyde et I 

paraformaldéhyde sont interdits dans les aérosols du fait de leur toxicité pulmonaire. 

o Les dérivés du formaldéhyde: 

Les aspects négatifs du formol évoqués précédemment ont poussé la recherche e 

direction d'autres aldéhydes qui en solution aqueuse libéreront la molécule d 

formaldéhyde. On peut citer comme libérateurs de formol le quaternium1 

l'lmidazolidinyl urée, la Diazolidinyi urée, Je bronopol, la DiMéthylol DiMéth 

hydantoine. 

Ces « précurseurs » ont l'avantage de provoquer une moindre irritation, présente 

une toxicité plus faible, et offrent une plus grande compatibilité avec les autres 

ingrédients (MUSSARD, 2006). 

* Le guaternui,n15 est un ammonium quaternaire bactéricide, et de façon moindre, 

antifongique. Il est très utilisé en cosmétologie, notamment dans les shampooings, 

lotion, crèmes et produits d'usage capillaire « colorants en particulier ». La fréquence 

de sensibilisation est faible et donc à l'origine de peu de dermatites de contact, I 

8 



Partie bibliographiqu 

localisation palpébrale étant La plus fréquente. U n'existe pas forcément d'alterg 

croisée ou concomitante avec les autres libérateurs de formol. 
* L'imidazolidinyl urée est souvent associé aux parabens dans les produ 

cosmétiques, notamment les lotions hydratantes, les fards à paupières, les 

capillaires. Il peut être allergisant par lui-même ou éventuellement par la libération 

formol, la fréquence est cependant assez faible. On observe en générai d 

réactions croisées avec le Diazolidinyl urée (PONS-GUIRAUD. VIGAN, 2003). 

* Le diazolidinyl urée est souvent associé aux parabens ou à d'autres conservatet 

actifs vis-à-vis des champignons. Son pouvoir allergisant semble supérieur à celui 

l'lmidazolidinyl urée. La sensibilisation peut être due à la fois à la molécule el 

même ou au formol libéré. 

* Le bronopol (bromo-2-nitro-2-propan-1 ,3-diol) est un faible libérateur de formol. 

Actif essentiellement vis-à-vis des bactéries, il est toujours employé avec d'autres 

conservateurs et est responsable de très peu de dermatites de contact. Il et 

employé essentiellement dans les fonds de teint, les produits de maquillage et Ie 

produits capillaires. Par voie systémique, il peut provoquer des troubles digestifs et 

des diarrhées (PONS-GUIRAUD, VIGAN, 2003). 

Sachant qu'un rouge à lèvres constitue un système anhydre, il y a peu de chane 

que les microorganismes s'y développent. Cependant, pendant l'utilisation, le produ 

est régulièrement mis en contact avec la bouche et de ce fait, est soumis à I 

contamination par les bactéries ou moisissures. Il est courant d'ajouter uli  

conservateur lipophile dans les rouges à lèvres. Ainsi, le butyparaben est parfoi 

utilisé, mais son efficacité contre les microorganismes de surface est limitée 

tellement sa Lipophilie est importante. C'est pourquoi on lui préfère le bronopol, qui , 

présente une efficacité supérieure, car il agit aussi sur la surface supérieure aqueuse 

du fait de sa moindre lipophilie (KNOWLTON, PEANCES, 1993). 

* La DiMéth viol DiMéthyf hydantoirie utilisée dans les cosmétiques, elle semble être 

sensibilisante dans 1% des cas. Elle peut provoquer des chéitites (MUSSARD, 

2006). 
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Les phénols 

Ils sont utilisés en cosmétique depuis le XlXème siècle. Le taux d'incorporation d 

ces composés hydrosolubles est inférieur à 2%. 

De nombreux phénols, notamment le chloroxylènol et le thymol, sont actifs contre le 

bactéries et les champignons. Le phénoxyéthanol, qui est un éther de glycol, est Fur  

des phénols les plus utilisés dans les produits de soin, et est plus particulière men 

actif contre les Gram-. 

Les tensioactifs quaternaires 

Certains sont antimicrobiens. En raison de leur très bonne solubilité dans l'eau, ils 

sont destinés à être placés en phase aqueuse. Le chlorure de benzelhonium es 

antibactérien, particulièrement sur les Gram+. 

H est irritant et peut également être sensibilisant. Il peut être à l'origine d'un 

bronchospasme. Par voie ophtalmique, il entraine un risque d'altération des lentille 

de contact (PONS-GUIRAUD, VIGAN, 2003). 

Le Chlorure de benzethonium est actif contre les algues et les champignons. 

Les alcools 

Les alcools tel que l'éthanol, le chlorobutanol, les alcools dichlorobenzylique, 

benzylique, phénylique sont communément employés en raison de leurs propriétés 

antimicrobiennes. Leurs propriétés dépendent de leurs concentrations. Bien qu'il 

s'agisse d'un diol, le propylène glycol est rattaché à ce groupe. 

L'éthanol et le propylène glycol sont efficaces à une concentration supérieure à 15%L 

En revanche, l'alcool benzyJque et Je chlorobutanol sont actifs à des concentrations 

très nettement inférieures (respectivement I à 3%, et 0,5%). 

Utilisé comme antiseptique dans la parfumerie et les produits de coiffure, I'alcol 

benzylique peut provoquer une réaction allergique, immédiate ou retardé, 

notamment chez les sujets sensibilisés au baume du Pérou, en raison d'une réactioi 

croisée (le baume du Pérou est d'ailleurs désormais interdit en cosmétologie. 

L'alcool benzylique est contre indiqué chez les enfants de moins de 3 ans 

(MUSSARD, 2006). 
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Les composés organiques 

De nombreux composés organiques sont antimicrobiens, tels que les acide 

benzoique et sorbique, le benzoate de sodium et le sorbate de potassium. 

L'acide benzique et benzoate peuvent causer par voie topique de faibles irritations 

de la peau, des yeux et des muqueuses (en outre, ils peuvent augmenter le risque 

de jaunisse chez le nouveau-né par voie parentale). 

L'acide sorbique est irritant pour les yeux et la peau mais peu sensibilisant. II peut 

cependant provoquer une urticaire de contact (PONS-GUIRAUD, VIGAN, 2003). 

21 LES CONSERVATEURS ETUDIES 

Notre travail a porté sur quatre conservateurs : Le Diazolidinyl urée, l'lmidazolidinyi 

urée, le bromide de N-cétyl N,N,N triméthyl ammonium et le Germaben Il. 

Ces conservateurs sont ajoutés comme substances antimicrobiennes dans de 

nombreux produits cosmétiques comme les produits de soins de la peau, les 

shampooings, les bains moussants...,.. 

Nous allons présenter ces conservateurs dans leur ensemble, nous ferons leur 

description tout en évaluant leurs avantages, leurs inconvénients et leur toxicité. 

Présentation chimique 

2.1/ Le Diazolidinyl urée (GermaH Il): 

Le Diazolidinyl urée est un conservateur antimicrobien très actif contre les bacté 

gram positives et gram négatives surtout contre le Pseudornonas, les levures et 

moisissures. Il est utilisé dans de nombreux produits pharmaceutiques 

cosmétiques comme produits de soins de la peau, shampooings, bains moussants, 

lingettes pour bébés ainsi que des détergents ménagers (ROBERT et coU., 1997). !l 

est commercialisé sous le nom de Germafl H. 

Nom chimique: 

N-[1,3-bis (hydroçyrnéthy»-2,5-dioxo-4-irnidazolidinylj- NN' - bis( hydroxymethyi)

urée (PERRET, HAPPLE, 1988). 
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Structure chimique 

Le diazolidinyl urée est une poudre blanche, fine, très soluble dans l'eau, formé du 

hétérocycle d'imidazolidinyl urée, libéré 4 groupements de formaldéhyd 

(KNOWLTON, PEANCES, 1993). 

Le diazofidinyl urée est un produit stable avec une compatibilité avec les composant 

ioniques, non ioniques et protéiques. (GElS PHILIP, 2006). 

- 

Figure n°1: Structure du Diazolidinyl urée 

Fomule brute: C8H14N407  

Masse molaire : 278,22 glmole 

Synthèse 

Le diazolidinyl urée est produit par réaction chimique de l'ailantoïne avec I 

formaldéhyde, en présence de solution d'hydroxyde de sodium et de chaleur. L 

mélange réactionnel est ensuite neutralisé avec de l'acide chlorhydrique sui 

d'évaporation (KANTOR et co!L, 1985). 

O •O 

o 	 N 
N: N NH 	 >OH 
H H 	+4CH2O--4 

Figure n0 2: la réaction de formation de Diazolidinyl urée 

Toxicité 

Certaines personnes présentent des allergies de contact à l'imidazolidinyl urée. Ce 

personnes sont souvent allergiques au diazolidinyl urée. Ce denier est classé aux 

Etats-Unis parmi les 20 produits les plus allergènes (tableau0l). 

1 
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Le diazolidinyl urée a récemment été classé par le Centre International de Recherch 

sur le Cancer (CIRC) comme substance cancérigène pour l'homme. 

Ce conservateur est utilisé 	dans les produits cosmétiques à des faible 

concentrations (0,1% à 0,3%) afin de minimiser leur toxicité et leur pouvoir aflergèn 

(Robert et cou, 1997) et de 0,1% à 0,5% 0 la combinaison avec les parabens (GEL 

PHILIP, 2006). 

Le diazolidinyl urée provoque une toxicité cutané LD50 est de 2.57 g/kg pour le rat, 

une toxicité oral aigu LD 50  >2.0 glkg pour le lapin (GElS PHILIP, 2006). 

Tableau n°1: Produits allergènes les plus fréquents aux Etats-Unis (2003-2004) 

(DONALD, 2008) 

Aflergenes Nombre de Patients 	1 

testés 	 j 

Pourcentages de 

réactions positives 

- 

sulfate de Nickel ? 	+ 18,7 

sulfate de Néomycine 5137 10T6 - 
Baumier du pérou (Myroxylon pr) 5140 	1 10.6 - 
Fragrance mit 	 j 5140 	T - 
Quaternium-15 5139 8,9 - 

j Thiosulfate d'or et de sodium 5106 8,7 

i Formaldehyde t 	5142 8.7 - 
Cobalt 5141 8,4 - 

L Bacitracine 5143 7,9 - 
Methyldibromoglutaroni tri ie/phenoxythanol 5140 6,1 - 
Para-phenytenediamirie 5136 4,7 - 
Thiuram mit 5141  

Potassium dichromate 5142 4,3 - 
Carba mbe 5142 4.0 - 
Dazohdinyl urée 5139 3,5 - 
Propylene glycol 5143 3,3 - 
lrnt'da-7olidii -iyl urée 5139 2,9 

I Rosin (colophony) 5143 2,8 - 
t Tixocortol-21-pivalate 1 	5142 2,7 

Ethylene diamine dihydrochloride 5143 2,4 - 
5140 2, 3 - 

.3 
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2.21 Imidazolidinyl urée (Germall 115): 

Largement utilisé dans les cosmétiques, I'imidazolidinyl urée est plus actif contre 

bactéries gram négatives que les champignons et est souvent combiné avec le 

parabens pour fournir un système de conservation à large spectre (BLOCK, 1993). 

En raison de sa forte solubilité dans l'eau, rimidazolidinyl urée peut être incorpo 

dans pratiquement tous les produits cosmétiques à base d'eau (CARIANT, 2002). 

II est commercialisé sous différents noms: Germail 115, Biopure 100, Euxyl K 200 

(GElS PHILIP, 2006). 

Nom chimique 

N, N"-met hylène bis [N '-[3-(hydroxymét hyl)-2 ,5-dioxo-4-imidazolidi nyl] Urée. 

Structure chimique 

Imidazolidinyl urée est une poudre blanche, stable, à une température >160°C se 

dénature en libérant le formaldéhyde (une molécule d'lmidazolidinyl libère deux 

molécules de formaldéhyde). (GElS PHIL1P, 2006). 

Figure n 0 3: Structure chimique d'lmidazolidinyl urée 

Formule brute: C 11H 1 N8O3  

Masse molaire : 388,29 g/MoIe 
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Synthèse 

L'imidazolidinyl l'urée est produit par mélange de l'allantoïne et du formaldéhyde. 

Dans ce processus, raîlantoïne, le formaîdéhyde, en présence de l'hydroxyde 

sodium, sont portés à reflux pendant une heure. La solution obtenue est condens 

par l'ajout de l'acide acétique et devient un liquide visqueux, puis ensuite séchée 

7°C pour avoir le produit final. 

., 	+ C H20 
-ç r 

HO  

Il 

H 	o 	ONH 
"J  

n 	 I' 

Figure n°4: la réaction de formation d'lmidazolidinyl urée 

Toxicité 

L'imidazlidinyl urée libère une petite quantité de formaldéhyde et par conséquent 

pose peu de risque de formaidéhyde à des sujets sensibles. Des allergies de contact 

de l'imidazolidinyi urée se produisent de temps en temps (DOOMS-GOOSSENS e 

coIL, 1986), mais ces doses létale reste les même que le diazolidinyl urée pour un 

toxicité cutané aigu LD, 2.57 g/kg pour Je rat et une toxicité oral aigu L093  >2 g/k 

pour le lapin (GELS PHILIP, 2006). I  

Une étude britannique menée entre 1982-1993 a montré que sur 5167 patient 

atteints de dermatite de contact, la fréquence de l'allergie à l'irnidazolidinyl urée éta 

de 0,99%. En outre, le visage et les mains ont été tes sites de l'allergie des patient 

respectivement 69% et 19% (JACOBS et cou., 1995). 

Leur utilisation dans les produits cosmétiques est limitée de 0,1% à 0,6% (NC, 

2004), à la combinaison avec d'autre conservateur l'intervalle d'utilisation 

diminué, devient de 0,1% à 0.5% (GElS PHILIP, 2006). 
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2.3/ bromide N-cétyl N,N,N triméthyl ammonium: 

le bromide de N-cétyl N,N,N triméthyl ammonium est un antimicrobien. En solution, 

ce composé est utilisé comme antiseptique pour désinfecter la peau et stériliser les 

instruments chirurgicaux (DWIVIDI et colt., 2006). 

Structure chimique 

.CF 
h 

_v 	•-.-- 	-__7 	______,_ 	--'--- 	
.0 k) 

Br 

Figure n°5 : Structure chimique de bromide de N-cétyl N,N,N triméthyl ammonium 

Formule brute: C 19H42NBr 

Masse molaire: 364.087 g/rnole 

Synthèse: 

Le bromure cetyl-triméthyl ammonium est préparé par l'interaction du bromure 

cétylique (CI6H33Br) et ta triméthylamine (C3H9N) (DWLVIDI et colt., 2006). 

Solubilité 

Il est soluble dans l'alcool, le chloroforme, et l'éthylène glycol, mais légèrement 

insoluble dans l'éther, l'éther de pétrole, l'acétone, l'éther acétique, le benzène, et le 

glycérol (HOOGERHEIDE, 1944). 
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2.41 Germaben Il: 

Germaben il est un conservateur anti-microbien à large spectre, pour les produits de 

soin tels que shampooings, lotions, crèmes, laits pour le corps ...., très efficace 

contre les bactéries et les levures, et n'a pas besoin d'être associé à d'autres 

conservateurs. C'est un liquide clair et visqueux soluble dans les émulsions 

d'huile/eau et des formules aqueuses jusqu'à un niveau de 1,0%. lI contient du 

propylène glycol (56%), diazolidinyl urée (30%), méthylparabène (11%) et 

propylparaben (3%). 

C'est un liquide incolore avec une légère odeur. L'odeur n'est pas répréhensible. 

Le propylène glycol  (propan-1 ,2-diol) appelé aussi I ,2-propanediol, 1 ,2 

dihydroxypropane, méthyl glycol, et trirnethyl glycol est un produit chimique utilis 

principalement comme additif alimentaire et considéré comme généralement nor 

toxique 

Structure chimique: (CHRISTOPHE, LEPOITTEVIN, 2007) 

Figure n'6 n°6 : Structure chimique de propylène glycol 

Formule brute: C3H802 

Masse molaire: 76.074 gfmole 

Les parabènes sont des esters (de méthyle, d'éthyle, de propyle, de butyle), ce 

groupe de préservatifs a été employé pour plus de 60 ans et largement dans les 

produits cosmétiques. 
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lu/ MATERIEL ET METHODES: 

Ce travail a été effectué au laboratoire: Antibiotiques. Antifongiques: physico-

chimie, synthèse et activité biologique de l'université Abou Bekr Belkaid-Tlemcen. 

1/MATERIEL: 

1.1/ Les produits testés: 

Quatre conservateurs de synthèse ont fait l'objet de l'évaluation de l'activité 

antibactérienne et antifongique à savoir: le Diazolidinyl urée; l'imidazolidinyl urée; le 

bromide de N-cétyl N,N,N triméthyl ammonium et le Germaben Il. 

1.2/ Les souches utilisées: 

Les souches des bactéries qui ont fait l'objet des tests antimicrobiens ont été fournie 

par l'équipe de microbiologie du laboratoire Antibiotiques, Antifongiques: physico 

chimie, synthèse et activité biologique de l'université Abou Bekr Belkaid-Tlemcen. 

Les bactéries utilisées sont des souches de références 

Deux souches à gram négative: 

- Pseudornonas aeruginosa ATCC 27853. 

- Eschenchia co!iATCC 25922. 

Une souche à gram positive: 

- Staphyfococcus aureus ATCC 25923. 

Après obtention des souches, un repiquage mensuel a été pratiqué. 

L'évaluation de l'activité antifongique des conservateurs a été réalisée vis-à-vis de là 

levure de référence Candida albicans ATCC 10321. Cette souche a été fournie p9r 

l'équipe de microbiologie du laboratoire Antibiotiques, Antifongiques: physico-chimie, 

synthèse et activité biologique de l'université Abou Bekr Belkaid-Tlemcen. Le 

maintien de la souche est réalisé par repiquage successif sur gélose sabouraud et 

par conservation à 4°C. 
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1.3/ Les milieux des cultures: 

La culture des souches bactériennes est menée sur un bouillon nutritif de 

composition suivante 

- 	Peptone ..................... .. 15g1l 

- 	Chloride de sodium.. ....... 6 g/l 

- 	Extrait de levure... ... ........ 3 gIl 

- 	Glucose D (+)..................lg/l 

- 	Eau distillée ..................qsp 1 L 

- Le pH = (7,2 ± 0,2) à 37°C 

L'ensemble est suite stérilisé par autoclavage à 121°C pendant lSmin. 

La culture de la levure est menée sur un milieu sabouraud liquide de composition 

suivante 

- 	Glucose. . ..................... .20 g/f 

- 	Peptone ............... .......... lOgJl 

- 	Extrait de levure...............3 gll 

- 	Eau distillée ..................qsp IL 

- LepH=(5,6±O,2)à37°C. 

Le milieu est stérilisé par autociavage à 121°C pendant 15 minutes. 
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21 METHODES: 

Deux techniques ont été utilisées pour l'évaluation de l'activité antimicrobienne de 

nos produits 

- La technique de diffusion des disques sur milieu solide. 

- La technique des micro-dilutions sur milieu liquide. 

21f Activité antibactérienne: 

2.1 .1/ Méthode de diffusion des disques sur milieu solide 

C'est une technique qualitative, basée sur les propriétés diffusives des produits sur le 

milieu gélosé. 

Le milieu de culture utilisé pour l'évaluation de l'activité antibactérienne est la 

gélose Mueller Hinton, qui est considéré comme un milieu de référence pour les tests 

antibactériens du fait qu'il contient tous les éléments requis pour une bonne 

croissance des bactéries. (NCCLS, 2006) 

La préparation du milieu a été réalisée selon les instructions du fabricant (vol 

annexe 1). 

Les étapes de la réalisation de cette technique sont comme suit 

Une série de disques en papier filtre Whatman n°3 de 6 mm de diamètre (AWADI 

AU et coi., 20011 a été préparée et stérilisée à 121°C pendant 15 minutes. 

mêmes disques ont été imprégnés par 10il de différentes concentrations 

produits à tester (ELGORASHI et VAN STADEN, 2004). 

Pour cela, une série de dilutions de chaque produit est préparée: 16' (0,16g/ml), 

(0,08g/ml), 471 (0,04gfml), 2/ (0,02g/ml), 171 (0,Olg/mD, 0,571 (0,005g/ml), 0,25z 

(0,0025g/ml), 0,125/ (0,001 25g/mi). 

La préparation de linoculum est réalisée à partir d'une pré-culture de 18-24 h s 

milieu gélosé (figure n°9). 4 ou 5 colonies de lmm de diamètre d'une culture pure ot 

été suspendues dans un bouillon nutritif; en suite, la suspension est ajustée à l'aide 

d'un spectrophotomètre à ce qui correspond à une Densité Optique DO entre 0,08 à 

0,1 lue à 625nm, le 0,5McFarland est équivalent à 108  UFC1mI (NCCLS, 2006). 
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L'inoculum ainsi préparé est ensuite dilué au 1/100' dans l'eau physiologique. 

La densité finale des colonies obtenues est équivalente à 10h  UFCI ml pour la 

technique de diffusion des disques sur milieu solide (SCHWALBE et cou, 2007). 

r: 
........ 

Figure n9 : la pré-culture de la souche dEscherichia cou 

L'ensemencement est réalisé par écouvionnage à partir de t'inoculum préparé 

précédemment (I0 6 UFC/rnl). En suite, à t'aide d'une pince, les disques imprégnés 

par les produits à tester sont transférés dans les boites inoculées. Les boites sort 

incubées à 37°C pendant 24h. 

La mesure des zones d'inhibition, est réalisée en prenant ta moyenne de trois 

mesures de diamètre différentes. L'activité antimicrobienne est considérée comme 

positive à partir d'un diamètre supérieur à 6 mm, et selon le diamètre de ta zone 

d'inhibition on a 

Une très forte activité; le diamètre est k3Omm 

Une forte activité ; le diamètre est d'ordre 21-29mm 

Une activité moyenne ; le diamètre est d'ordre 1 6-2Omm 

Une faible activité ; le diamètre est d'ordre 11-1 5mm  

Une très faible activité ; le diamètre est 1Omrn (MALA et cou, 2008; PAERK et 

colI., 2006). 
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2.1.2J Méthode de micro dilution sur milieu liquide 

A la différence de la méthode de diffusion, la méthode de dilution est une technique 

quantitative qui permet d'évaluer la concentration minimale des nos produits, capable 

d'inhiber la croissance bactérienne (CMI) et puis de déduire la concentration 

minimale bactéricide(CMB). C'est une méthode qui permet la mise en contact entrel  

les produits à tester et les souches bactériennes utilisées. 

La préparation de l'inoculum se fait de la même manière que celle de la première 

méthode. 

La préparation de la microplaque est réalisée de la manière suivante: 

- Une série de dilutions à partir d'une concentration mère de Somglml, es 

préparée directement dans une microplaque stérile toute en respectant le 

conditions d'aseptise. 

Ensuite, chaque puits est inoculé avec une quantité de 0,1 ml de l'inoculum préparé 

précédemment. La concentration de l'inoculum finale est réduite à 5 10 5  UFC/m!. La 

microplaque est couverte est incubée à 37°C pendant 24h ISCHWALBE et coll. ,>  

2007). 

- 	La Gentamycine a été utilisée comme antibiotique de référence (TIWARi et 

coll., 2006). 

- Les puits contrôles ont été remplis par 0,2 ml de bouillon seul pour le contrôle 

négatif et 0,2 ml de I'inoculum pour le contrôle positif. 

La lecture est effectuée à l'oeil nu, la CMI est la plus faible concentration auquel 

aucun trouble visuel n'est observé. 

La détermination de la CMB se fait à partir des résultats des microplaques, par 

l'ensemencement sur GN, de 50pl de 5 puits, deux fois supérieur et deux fois 

inférieur au puits de la CMI. Les boites sont incubées à 37 °C pendant 18 à 24h 

SCHWALBE et cou, 2007). 

La lecture est effectuée à l'oeil nu, la CMB est la plus faible concentration de la 

substance testée auquel Je nombre des colonies est inférieur à O,1'. 
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2.21 Activité antifongique: 

L'évaluation de l'activité antifongique vis-à-vis de la levure Candida albicans par la 

méthode des diffusions est réalisée de la même manière que celle décrite pour les 

bactéries sauf que le milieu de culture utilisé est le Mueller Hinton additionné de 2 

de glucose et de 0,5pg/mi de bleu de méthylène à un pH de 7,2 à 7,4 (SCHWALBE 

et coiL, 2007). 

L'inocutum est préparé par la suspension dans l'eau physiologique de 4 ou 5 

colonies de lmm de diamètre d'une pré-culture de la levure, ensuite la suspension 

est ajustée par dénombrement sur la cellule de Thorna à l'aide d'un microscope 

photonique, L'inoculum ajusté est d'ordre de 1-5 10' 5- 0 UFC/rnl. 

L'évaluation de l'activité antifongique de nos produits vis-à-vis de Candida aîhicans 

par la méthode des micro-dilutions, est réalisée en suivant les mêmes étapes que 

celles décrites pour les bactéries. Le milieu de culture utilisé dans ce cas est le 

bouillon RPMI qui est considéré comme milieu type pour les tests vis-à-vis de 

Candide a!bicans. 

Dans cette méthode, des dilutions à partir de l'inoculum de 1-5 106  UFCImi ont été 

réalisées afin d'obtenir un inoculum de l'ordre de 1-5 IO UFC/ml. Ce dernier sera 

réduit à une concentration finale de 5-25 102  UFC/ml lors de l'inoculation des puits 

(SCHWALBE et colt., 2007). 

La micro plaque est incubée à 30CC pendant 24h, la lecture se fait de la même façon 

que celle décrite pour les bactéries. 



Résultats et discussion 

IV! RESULTATS ET DiSCUSSION: 

Le choix des souches d'études dépend du but spécifique de notre travail; qui est 

l'évaluation de l'activité antibactérienne et antifongique de nos produits vis-à-vis de 

différentes classes de micro-organismes pathogênes, et ce afin de comprendre la 

réaction de nos produits vis-à-vis d'une large gamme des souches disponibles. C 

qui nous amène à choisir une souche à gram positive (Staphylococcus aureus) deux 

souches à gram négatives (Escherichia cou: Pseudomonas aeruginosa) et une 

levure (Candida aihicans). 

En plus ces mêmes souches ont servi comme modèles de référence dans piusieur 

études d'évaluation antimicrobienne de nombreux produits (AHMAD et colt., 2006J 

AHMAD et REG, 2001). 

ii ACTIVITE ANTE.ACTERlENNE: 

1.1/ La méthcde de diffusion des disques sur milieu solide: 

Nous nous sommes intéressés dans un premier temps à étudier FactMt' 

antibactérienne de nos produits par la méthode de diffusion des disques sur le miUe 

solide qui est une technique qualitative qui nous révèle la présence ou l'absence de 

l'activité antibactérienne vis-à-vis les souches utilisées. 

Les résultats des tests préliminaires, représentés dans les tableaux n:  2, 3 4 

montrent que les quatre produits: l'imidazolidinyl urée; diazolidinyl urée; germaben 

Il et le bromide de N-cétyt N,N,N triméthyl ammonium montrent une activi1 

antibactérienne vis-à-vis des trois souches de bactéries : Escherichia col; 

Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aw -eus; et que les diamètres de 

zones d'inhibitions sont en corrélation avec les concentrations des produits dans les 

disques. 

Les résultats obtenus vis-à-vis de la souche Escherichia cou (tableau n°2, figures ) 

10, 1 1 , 12), révèlent que les meilleurs résultats à des activités fort et moyennes, sont 

obtenus avec les produits diazolidinyl urée (21,5 mm) et le imidazolidinyl urée (20,0 

mm); et ce la à la concentration de 160mg/mi. Cependant les produits germaben Il et 

le bromide de N-cétyl N,N,N triméthyl ammonium révèlent à la même concentration 

une faible et pas d'activité respectivement. 
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L'imidazolldinyl urée et le diazolidinyl urée sont les produits les plus intéressants par 

rapport au deux autres produits et ceci vis-à-vis de la souche Escherichia col!; étant 

donné que l'activité antibactérienne se maintient jusqu'à la concentration de 5 mg/mi 

(6,5mm) et 10 mg/mi (8,5mm) respectivement. 

Le bromide de N-cétyl N,N,N triméthyl ammonium est le produit qui n'a révélé 

aucune activité vis-à-vis de la souche Escherichia cou. 

Tableau n°2 : résultats des diamètres des zones d'inhibitions en (mm) vis-à-vis 

d'Escherich/a cou 

Le bromide de N 

Concentrations lmidazolidinyi Diazolidinyl 
Germaben Il 

cétyl N.N,N 

par disque urée urée tnmethyl 
ammonium 

160 mg/ml 20,0 21,5 	j 12,5 6 

80mg/ml 	1 19,5 21,0 11,5 6 

0rngIml 16,0 16,0 	i 6,5 

20mg/m! 	i 

L 

13,0 11,0 6 6 

lOrng/ml 10,0 8,5 6 6 

5mgirnl 6,5 6 6 6 

2,5mg/mi 6 6 6 6 

1,25 rng/ml 6 6 	1 6 6 



Résultats et discussion 

Figure n°10 es zones d'inhibitions de rirnidazolidinyl urée à différentes 

concentrations vis-à-vis d'Escherichia co!i 

Figure n°11 les zones d'inhibitions de Diazolidinyl urée à différentes concentrations 
vis-à-vis dEscherichia cou 

Figure n°12 les zones d'inhibitions de Germaben Il à différentes concentrations vis- 
à-vis d 'Escherichia cou 
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Les résultats des zones d'inhibitions vis-à-vis de la souche Pseudomonas aeruginosa 

présentés dans le tableau n°3 (figures n° 13, 14) montrent que les quatre produits 

imidazohdinyl urée; diazoUdinyl urée; germaben Il; bromide de N-cétyi N,N,N 

triméthyl ammonium ont une activité antibactérienne sur cette souche. 

L'imidazolidinyl urée et le diazolidinyl présentent l'activité antimicrobienne la plus 

élevée à la concentration de 160mgfml, avec une activité antimicrobienne moyenne, 

vis-à-vis de Pseudomonas aeruginosa. Ainsi, à la concentration de 5mg/ml, 

l'imidazolidinyl urée présente toujours la meilleure activité (zone d'inhibition de l'ordre 

de 7,5 mm) ; Cependant les autres produits, à la même concentration de Smg/ml, ne 

révèlent aucune activité antibactérienne. 

Le bromide de N-cétyl N,N,N triméthyl ammonium montre avec le Germaben Il les 

plus faibles activités vis-à-vis de Pseudornonas aeruginosa. 

Tableau n03 : résultats des diamètres des zones d'inhibitions en (mm) vis-à-vis de 
Pseudornonas aeruginosa 

Le bromide de N- 
concentrations 	lmidazolidinyl 	Diazolidin1 	 cétyi N,N,N 

ermaben h 
par disque 	urée 	 urée 	 trimethyl 

ammonium 

160 mg/ml 16,0 17,0 11,5 9,5 

I 	80mg/ml 15,5 	- 16,0 11,0 8,0 

40 mg/ml 14O -- 15.0 8,5 7,5 

20mg/ml 12,5 12,0 7,5 6,5 

lOmg/ml 	1 9,0 9,0 6 6 

5mgfml 7,5 6 r 	6 6 

2,5 mg/ml 6 6 6 6 

1,25 mg/ml 6 6 1 	6 6 
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Figure n°13 : les zones d'inhibitions de rimidazolidinyl urée à différentes 

concentrations vis-à-vis de Pseudomonas aeruginosa 

t 

Figure n°14: les zones d'inhibitions de Diazolidinyl urée à différentes concentrations 

vis-à-vis de Pseudomonas aeruginosa 

Figure n°15 : les zones d'inhibitions de Germaben Il à différentes concentrations 

vis-à-vis de Pseudomonas aeruginosa 
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f7 ' 
Les résultats (tableau n°4 ; figure n 0 16,17) de Févaatie Fa 

produits vis-à-vis de Staphylococcus aureus Montrent 	 sdieurs zones 

d'inhibition ont été obtenues avec les produits: diazQF 	 (38,0 mm) et, 

imidazolidinyl urée (34,0 mm) à ta concentration de 160mg1(avec une activité 

antibactérienne très forte. 

On remarque aussi qu'à la concentration de lOrngfml imidazolidinyl urée et 

diazolidinyl urée ne montrent aucune activité antibactérienne. 

Le produit de brornide de N-cétyl N,N,N trimétyJ ammonium montre une activité 

moyenne (13.5 mm) vis-à-vis de Staphylococcus aureus à ta concentration de 

I 6Omg/mL Cette activité diminue légèrement dans l'intervalle de concentration 

160-1,215 mg/mi. 

Tableau n°4' résultats des diamètres des zones d'inhibitions en (mm) vis-à-vis de 

Staphylococc'us aureus 

Concentrations 
par disque 

Imidazol idinyt 	Diazo lidi nyt 
Germaben Il 

urée 	 uree 

Le bromide d 1  
j 	N-cétyl N. N. 

trimethyl 
ammonium 

16Omg/ml 	t 34,0 38,0 17,0 13,5 

80mg/ml 24,0 29,0 15,0 12,0 - 

40mgfmi 	1  19,5 17,5 6,5 11,0 - 

20mgJml 10.0 9,0 6 11,0 T 
lOmgfml 6 6 6 

5mg/ml 6 i 	6 6 10,0 - 

T 2,5rng/ml 	6 	 6 	 6 	 10,0 

1,25 rngfm! 1 	6 	 6 	 6 	 8,5 

des quatre 
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•1 

Figure n°16 : les zones d'inhibitions de l'lmidazolidinyi urée à différentes 

concentrations vis-à-vis de Staphylococcus aureus 

Figure n°17 : les zones d'inhibitions de Diazolidinyl urée à différentes concentrations 

vis-à-vis de Staphy/ococcus aureus 

Les testes de l'évaluation de l'activité antibactérienne par la méthode de diffusion 

des disques nous a montré que tous Ies produits testés ont une activité 

antibactérienne vis-à-vis des trois souches de bactéries utilisées, à l'exception de 

brornide de N-cétyl N,N,N triméthyl ammonium, qui même à la concentration de 

1 6Omglml ne présente aucune activité vis-à-vis d'Escherichia cou. 

Les produits les plus actifs sur les trois souches de bactéries sont Fimidazolidinyl 

urée et le diazolidinyl urée. Ces résultats sont proches les uns aux autres par conte 

le germaben Il et le bromide de N-cétyl N,N,N triméthyl ammonium ont montré des 

faibles activités comparativement avec les deux autres produits précédents 
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111 La methode de micro dilution sur milieu iiqwde: 

Dans cette partie du travaH, les produits : flmidazolidinyl urée, diazc.lidinyl urée, 

germaben H et le bromide de N-cétyl N,N,N triméthyl ammonium ont été étudiés par 

la méthode de micro-dilution sur milieu liquide TSB afin de connaître les CMI et CMB 

de ces produits vis-à-vis des souches : Escherichia colt Pseudomonas aeruginosa et 

Staphylococcus a ureus. 

Les résultats de l'étude de la CMI et CMB des quatre produits testés vis-à-visU 

d'Escherichia co/ï. présentés dans le tableau n5 (figure n18), montrent que la 

meilleur CMI a été obtenue avec le produit le bromide de N-cétyl N.,N,N triméthyl 

ammonium suivie de I'imidazohdinyl urée, le diazolidinyl urée et en fin le germaben. 

Le brornide de N-cétyi N,N,N triméthyl ammonium a montré une CMI plus basse que 

celle de l'antibiotique de référence : la gentarnycine, alors que tes autres produits 

I'irnidazoHdinyl urée, le diazolidinyl urée et le germaben ont montré des CM! plus 

élevées que celle de la gentamycine. 

Les résultats du tableau n°5 montrent aussi une concordance entre fa CMI et fa CM 

des deux produits Fimidazolidinyl urée et le diazolidinyl urée. Ce qui nous fai 

penser que ces deux produits ont un niveau identique d'activité antibactérienne vis-à 

vis d'E.scherichia cc/i. 

Les plus basses CMIl ont été obtenues avec le bromide de N-cétyl N,N,N triméth 

ammonium qui est de l'ordre de 0,0061rng/mf. Ceci nous ramène à dire que le N 

cetyl triméthyl ammonium bromide est le produit le plus actif vis-à-vis d'Escherichia 

Ccii. 

Tableau n° 5 : résultats des CMI et CMB en (mglrn!) vis-à-vis d'Escherichia ccli 

Les 	J 	. . 	Jrndazofldiny Daz&idnyJ Gerrnaben 
(.,entamcIne  

concentrations 	 urée 	uree 

Le bromid de 
N-cétyi NN,N 

trirnéthyl 
ammonium 

CMI (mglm!) 	0,01 	1.562 	1,562 	3,125 	0 5 0061 

CMB (mg/mi) 	0,01 	1 	1,562 	1,562 	3,125 	0,012 
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Figure n°18: résultats des CMI des produits vis-à-vis 

d' Escherichia cou 



Résultats et discussion 

Les résultats des CMI et CMB de nos quatre produits vis-à-vis Pseudomonas 

aeruginosa (tableau n°6, figure n°19) montrent que I'imidazolidinyl urée, diazolidinyl 

urée, germaben U et le bromide de N-cét4 N,N,N triméthyl ammonium ont une 

activité antibactérienne moins forte que celle de la gentamicine vis-à-vis de 

Pseudornonas aeruginosa. 

Les résultats de la CMI et de la CMB par la méthode des micro-dilutions sur milieu 

liquide est en accord avec les résultats de la méthode de diffusion des disques sur 

milieu solide où I'irnidazohdinyl urée et le dkazolidrnyl urée sont les plus actifs 

(CMI et CMB = 1,562 mg/ ml), par contre le germaben Il et le bromide de N-cétyl 

N,N,N triméthyl ammonium sont les moins actif. 

La souche Pseudomonas aeruginosa a montré la résistance la plus forte vis-à-vis du 

produit, le bromide de N-cétyî N,N,N triméthyl ammonium. 

Tableau n° 6: résultats des CMI et CMB en (rng/ml) vis-à-vis de 
Pseudomonas aeruginosa 

Les 	iGentamicine JmidazoiidinyJ Diazolidinyl Germaben 
concentrations I 	 urée 	urée 	Il 

Le bromid 
de N-cétyt 

N,N,N 
triméthyl 

ammonium 

CMI (mg/ml) 	1 0,0012 1,562 1,562 6.25 3,125 

LCMB (mg/ml) 0,0012 1,562 1,562 6,25 6,25 
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Figure n°19 : résultats des CM1 des produits vis-à-vis de 

Pseudornonas aeruginosa 



SUi21t5 et discussion 

Les résultats (tableau n°7) de Yéva]uation de Pacivité an bactérienne des 

conservateurs: i'irnidazoiidinyi urée, diazolidinyl urée, gerrnaben fl et le brornide de 

N-cétyl N,N,N trirnéthyl ammonium vis-è-vis de la souche Staphyiococcus aLireus 

montrent que I'Jmidezolidinyl urée est le produit le plus actif par rapport aw< autresj 

produits avec une CMI et CME de l'ordre de 0,02 mg!rnl. 

Concernant le produit bromnide N-cétyl N,N,N trimnéthyl arnmnoniurr] aucune CiVil 

été obtenue dans l'intervalle de concentration utilisé dans le test. Ce qui 1aIss 

suggérer que le Ci\Jll de N cetyl trirnéthyl ammonium bromnide est probablemnen 

inférieure é le valeur de (0,3.'l 08  mnglmn]). 

Les CiVil obtenues vis-é-vis de SaphyIococcLis CLITCLJS présentés dans Je tableaf 

n°10 montrent que l'irnidazolidinyl urée, diazohdinyl urée, gerrnaben Il, ont un 

activité antibactérienne identique ou plus forte que celles obtenus vis-i-vis de 

souches è gram négatf (Pseudornorias aeruginosa, EscheichJa co1i. 

fabiau ri 0  7 résultats des CMI et Ci\JIB en (mnglrril) vis-é-vis de 

Staphyiococcus CUrsus 

le bromni4i 

de N-cyI 
Les lrnidazohdinyl iJiazolidinyl Gerrriaben 

concenrations 
gentarnicine 

urec 
- 

Lires il 
rimneth 	I 

arnmnoni mn 

CMI (rnglrnl) 0,005 0,02 1,562 3,125 - 

CMB (rnq/mJ) 0,005 0,02 1,562 3,125 
- 

Nos résultats des CM] obtenues avec le brorrnde de N-cétyl N,N,N trimnétipyl 

ammonium, ne sont pas en accord avec les résultats des --1rav2iu1x de NiCC)LTTi 

cniL, i3 vis-à-vis des mêmes souches et le même produit que nous avons uiJiss 

(tableau n°8). 

Ces mêmes résultats montrent aussi des valeurs très rapprochées entre les Ci\jil et 

CMB obtenues avec 

 

deux milieux de culture différents: le Bouillon iryçrticase Soi et 

le Wlueller Hinton. Ceci justifie notre choix pour le Bouillon Trypticese Soja. 



Résultats et discussion 

De même, nos résultats des CMI des produits diazolidinyl urée et Fimidazolidinyl urée 

vis-à-vis d'Escherichia coll et de Pseudomonas aeruginosa (tableaux n° 9, 10) sont: 

en accord avec les résultats obtenus par GElS PHILIP, 2006. 

Par contre, les résultats obtenus vis-à-vis de la souche Staphylococcus aureus sont 

écartés que celles obtenus par GElS PHILIP, 2006 et ceci pour les deux produits le 

diazolidinyl urée et I'imidazolidinyl urée. 

Tableau n° 8: Comparaison des CMI et CMB du bromide cétyl triméthyt ammonium 
en mg/Mi dans le Bouillon Trypticase Soja (TSB) et le bouillon Mueller Hinton (MH). 

Les milieux des cultures 

Les souches TSB 	 TSB 
i 1  

MH 1 
(Nos (NICOLETTI (NICOLETTI 

résultats) et colt., 1993) et colt., 1993) 

Escherichiaco![CMi il 	0,0061 0,016 0,016 

CMB 0,0122 	0,016 0,016 

Pse,domonas CMI 3,125 >1,024 0,512 H 
aeruginosa 	L 

CMB 6,25 	 1 >1,024 

Staphy/ocaccus CMI - 0,128 0,128 

CMB 
aureus  

- 	0,256 0,128 

Tableau n°9 la CMI et CMB (mg/ ml) de Diazolidinyl urée. 

Inoculum (lob  UFC/mI) 1 CMI CMI CMB 

(Nos résultats) (GElS PHILIP, (GElS PHILIP, 
2006) 2006) 

Escherichia coii 1,562 1 4 

Pseudomonas 1,562 1 4 
aeruginosa 

Staphylococcus 1,562 	i 0,25 1 
aureus 
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Tableau n 010 : ta CM! et CMB (mg/ ml) de Imidazotidinyl urée. 

CMI 	 CMI 	 CMB 

Inocutum (10E  UFC/rni) (Nos résultats) 	(GElS PHIL!P, 	(GElS PHILiP, 
2006) 	 2006) 

Escherichia coli 	1,562 	 2 	 8 

Pseudomonas 	 1.562 	 2 	 8 
aeruginosa 

Staphyiococcus 	 0,02  
aureus 

 
-;- - . - r ;'r - * 	' ; ; 	- 

L! P4L!V;:Mrfl!: 

2.1/ la méthode de diffusion des disques sur milieu solide: 

Les tests préliminaires de l'évaluation de l'activité antifongique des quatre produits 

rirnidazotidinyl urée, diazolidinyl urée, germaben Il et le bromide de N-cétyi N,N,N 

triméthyt ammonium vis-à-vis de la levure Candida a!bicans, ont été réalisés par la 

méthode de diffusion des disques milieu solide. Le milieu de culture utilisé est la 

gélose Mueller Hinton additionnée de 2% de glucose et de 05 1/o de bleu de 

méthylène (SCHWALBE et coiL 2007). 

Les résultats (tableau n11) montrent une absence d'activité des trois produits 

irnidazolidinyl urée, diazolidinyl urée. germaben Il et que seul le bromide de N-cétyt 

NN,N triméthyl ammonium qui révèle une moyenne activité antifongique (13,5 mm) 

vis-à-vis de la levure Candida aibicans, et ce à ta concentration de I 6OmgfmL mais 

reste actif même à des basse concentrations a 5mg/rni on a une zone d'inhibition de 

7mm. 
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Tableau n°11 : résultats des diamètres des zones d'inhibitions (mm) vis-à-vis de 
Candida aibicans. 

Concentrations 
par disque 	1 

lmidazolidny 
urée 

Dîaz&idrn4 
uree 	1 Germaben 11 

le bromide de 

N-cétyl N,N,N 
tnmethyl 

ammonium 

160 mg/rnl 6 8,5 t 	6 - 13,5 

80mgirnl 6 	î 6 6 11,0 

40mgiml 	f 6 	f 6  f 	6 10,0 

20mg/ml 	1  6 6 6 9,5 

lOmg/ml 6 6 6 8,0 

Smg/ml 6 6 6 	1 7,0 

2,5mg/ml 	f 6 	j 6 6 6 

1,25 mg/ml 6 6 6 6 

2.21 la méthode de micro dilution sur milieu liquide : 

Les résultats de l'évaluation de l'activité antifongique par la méthode de micro 

dilution sur milieu liquide (tableau n12) montrent que des quatre produits testés, fa 

meilleure CMI (0,00019mg/rnI) a été obtenue avec le bromide de N-cétyl N,N,N 

triméthyl ammonium. Cependant, les produits: imidazolidinyl urée, diazolidinyl urée 

et le germaben II montrent des CMI très rapprochées (3,125-1,562 mgimf) et 

beaucoup plus élevées que celles obtenues avec le bromide de N-cétyl N,N,N 

triméthyl ammonium. 

Ainsi, d'après l'étude réalisée par NICOLETTI et coU., 1993. la CMI du produit 

bromide N-cétyl N,N,N triméthyl ammonium vis-à-vis de la souche Candida albicans 

était de l'ordre de 0,032 mg/ ml. 

Selon GElS PHILIP, 2006, les CMI des produits: I'imidazolidinyl urée et t 

diazolidinyl urée vis-à-vis de Candida albicans sont égale à 8 mg/ ml. 
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Toutefois, ces résultats ne peuvent pas être comparés avec nos résultats en raison 

de la forte concentration de l'inoculum utilisés dans ces études (1 O c' UFC/mt). 

En plus, les quatre produits ont révélé des valeurs des CMI identiques à celles des 
C M B. 

Tableau n° 12: résultats des CMI et CMB en (mg/ml) vis-à-vis de Candida albicans. 

le bromide de 
Irnidazolidinyl J Diazolidint1 	Germaben 	N-cétyl N.N,N 

Concentrations 	 .. 
urée 	urée 	 Il 	tnmethyt 	j 

I  
ammonium 

CMI (mg/ml) 1  3,125 3,125 3,125 0,00019 

ÏB (mgirnl) 3,125 3,125 3,125 0,00019 
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VI DISCUSSION GENERALE: 

L'usage des agents conservateurs d'origine synthétique dans les produits 

cosmétiques est une procédure importante pour le maintien de la qualité 

microbiologique ainsi que chimique des produits cosmétiques. 

L'objectif de notre travail est l'évaluation de l'activité antibactérienne et antifongique 

des quatre conservateurs: limidazolidinyl urée, diazolidinyl urée, germaben il, le 

bromide de N-cétyl N,N,N triméthyl ammonium. Ces produits sont utilisés comme des 

agents conservateurs en produits cosmétiques. 

Dans un premier temps nous avons évalué l'activité antibactérienne de ces produits 

vis-à-vis de trois souches de bactéries; Escherichia col Pseudomonas aeruginosa 

et Staphylococcus aureus. Dans un deuxième temps ces mêmes produits ont été 

testés vis-à-vis de la levure C. albicans. Deux techniques ont été utilisées dans nos 

tests: la méthode de diffusion des disques qui est une technique qui nous révèle des, 

résultats préliminaires et la méthode des dilutions qui est une méthode quantitative 

qui nous donne les valeurs exactes des concentrations minimales inhibitrices ou 

bactéricides. 

L'évaluation de l'activité antimicrobienne sur le milieu liquide a montré des résultats 

plus fiables que ceux obtenus sur le milieu solide, à cause du contacte directe des 

conservateurs avec les souches et la grande solubilité de ces produits dans le 

milieux aqueux; ceci explique l'utilisation de ces conservateurs dans des produit 

cosmétiques liquide comme les lotions. 

Nous avons remarqué que les résultats obtenus avec Fimidazolidinyl urée et de 

diazolidinyl urée sont très rapprochés. Ceci peut être expliqué par l'analogie 

structurale entre ces deux produits (figure n 0 20). 
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Figure n°20 : les structures chimiques de i'lmidazo(idinyl urée et de Diazolidinyl urée 

La souche la pus sensible rencontrée dans cette étude était Stahy!ococcus aweus 

alors que la souche la moins sensible était Pseudomonas aeruginosa, ce qui est en 

accord avec la bibliographie qui précise que les souches bactériennes à gram négatif 

sont plus résistantes par rapport aux souches à gram positif (AHMAD et BEG 3  2001). 

Le germaben II est un produit largement utilisé en cosmétologie, c'est un composé 

de plusieurs conservateurs 

- propylène glycol (56%), c'est un aditif avec une toxicité nulle. 

- diazolidinyf urée (30%) un conservateur avec une toxicité plus élevée que les 

para bens. 

- méthylparaben (11%) et propylparaben (3%) conservateurs peu toxiques et bien 

tolérés, ces dérivés du paraben ont une activité plus élevée que l'diazolidinyl urée 

(tableau n° 9, 13) 

Le complexe de ces produits (germaben II) a pour but de diminuer la toxicité et de 

conserver l'activité antirnicrobienne de ces composants. Cependant, nous avons 

remarqué une diminution de l'activité du complexe germaben M par rapport aux 

produits diazolidinyl urée, méthylparaben et le propylparaben seuls. Cette 

diminution est remarqué par comparaison des résultats des CMI et CMB du 

germaben Il (tableaux n5, 6 et 7) avec les résultats du CMI et CMB des diazolidinyl 

urée, méthylparaben et le propylparaben (tableaux n9 et 13). Cette comparaison 

révèle que la CMI et la CMB du complexe germaben Il est toujours inférieure a la 

CMI et la CMB de chaque composant seul. 
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Tableau n°13: les CMI et CMB des dérivés de paraben en mglm! 
(GElS PHILIP A., 2006) 

Inoculum (100 	1  CMI CMB  
UFC/ml) 	Methyl 	Ethyt Tropyi 	Sutyf 	Benzyl Methyl 	Ethyl l Propy 	Outyl 8enzylj 

Escherichia 	1 0,600 0,300 0,150 0,160 1,250 1,250 0,360 	0,1601 0,125 	1 
Pseudomonasl 0,800 0,800 4,400 Il 0,175 

coil  
0.160 1,250 6,625 1  0,625 	0,160 	0,175 1 

aeruginosa  
aphy!ococcus î0,800 0,500 0.150 î 0,120 0,120 0,625 t 0.180 	0,160 0,050 

aureu. 
Candida 	- 	1 	f 0,800 0,250 1 0,125 0,250 5 f 2,500 Il 0 1 625 	0.625 0,100 

albicans  

Le rapport de la CMB/CMI permet de déterminer le mode d'action de ces produits de 

telle sorte que 

CMB/CMI :5 4: produit est bactéricide 

CMB/CMI 4: produit est bactériostatique 

Les résultats du rapport CMB/CMI (tableau n° 14) nous permettent de conclure que 

les quatre produits testés présentent un mode d'action bactéricide particulièrement 

I'imidazolidinyl urée, diazolidinyî urée et germaben Il. Ces derniers produits sont 

considérés comme étant moins actifs par rapport au produits le bromide de N-cétyl 

N,N,N triméthyl ammonium, et ceci vis-à-vis de Staphylococcus aureus et 

Escherichia coli et la levure Candida.albicans. 

Le tableau n°14 montre aussi que les quatre produits ont un mode d'action fongicide 

vis-à-vis de la levure Candida albicans. 

On remarque aussi que le bromide de N-cétyf N,N,N triméthyt ammonium présente 

une activité fongicide plus intéressante que l'activité bactéricide. 
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Tableau n° 14: Les rapports CMB1CMI des produits testés 

le bromide de N- 

Imidazolidinyl 	Diazolidinyl 	 cétyl N,N,N 
Germaben fi 

urée 	 urée 	 tnméthyl 

Les souches 	 ammonium 

01 	 01 	 01 	 02 
Escherichia c'o/i 

Pseudomonas 	 î 
01 	 01 	i 	01 	i 	02 

aeruginosa 

Staphylococcus 
01 	 01 	 01 	 - 

aureus 

Candida 	 I 	 j 
01 	 01 	 01 	 01 

albicans 
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VII CONCLUSION ET PERSPECTIVES: 

Actuellement tes conservateurs constituent une part indispensable des produits que 

nous consommons, afin d'éviter la prolifération microbienne. 

Notre étude consiste à évaluer l'efficacité antimicrobienne (Concentration Minimale 

Inhibitrice et Concentration Minimale Bactéricide) de quatre conservateurs: 

Diazolidinyl urée, Irnidiazolinidinyt urée, le Bromide de N-cétyl N,N,N triméthyl 

ammonium et le Germaben Il vis-à-vis des trois souches bactériennes : Escherichia, 

cok Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et une levure Candida 

albican.s. 

Dans l'industrie cosmétologique, ces produits conservateurs sont utilisés à des 

concentrations très basses en raison de leurs pouvoir allergisant qui tait d'eux des 

produits à risques; Ainsi, commercialement l'intervalle des doses des ces produits es 

comme suit 

- Flmidazolidinyl urée est entre 0,17.- 0,6/ (National Cancer Institute (NCI), 2004); 

- le Diazolidinyl urée est entre 0,1/- 0,3/ (Robert et coll., 1997); 

- les parabènes (les constituants de Germaben U) est entre 0,17.-. 0,87. Blanco et 

cou., 2007). 

De ce fait, les CMI obtenues dans notre travail figurent dans l'intervalle des normes 

internationales, et il est recommandé d'utiliser les produits imidazolidinyl urée 

diazolidinyl urée et germaben ii aux doses suivantes 

Imidazolidinyl urée : 0,02-1,56 mgi ml (0,002/- 0,156/) 

Diazofldinyl urée :1,56 mg/ ml (0,156;':) 

Germaben Il : 3,12- 6,25 mg/ ml (0,312/ -  0,625/) 
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Afin d'élargir cette étude, nous souhaitons dans nos perspectives étudier: 

• L'activité antimicrobienne de différents complexes de ces produits 

conservateurs afin de déterminer les effets synergiques ou antagonistes de 

ces produits et de générer un complexe plus efficace et moins toxique. 

• L'activité antimicrobienne vis-à-vis d'une large gamme de souches 

microbiennes pathogènes et résistantes. 

• La cytoxicité in vitro et in vivo de ces conservateurs : Diazohdinyl urée, 

Imidazolidinyl urée, Bromide N-cétyl N,N,N triméthyl ammonium et 

Germaben il. 
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LES ANNEXES 

Annexe f : milieux de culture 

Mueller Hinton Agar: 

Hydrolysat de caséine I 7,5g/f 
Agar 15g/l 
Infusion solides de boeuf 4g11 
Strache 1,.5g/1 
Eau distillé qsp il 
pH=7,4 ± 0,2 

Mueller Hinton Agar Gélosé: 

Hydrolysat de caséine 17,5gf1 
Agar 15g11 
Infusion solides de boeuf 4g/1 
Strache 1,5g/l 
Glucose 0 5 02g/I 
Bleu de méthylène 0 ; 5.1OEg/t 
Eau distillé qsp 11 
pH=7,4 ± 0,2 

TSB (Bouillon Tpticase Soja): 

Peptone de caséine 17g/I 
Chlorure de sodium 5g/l 
Peptone de farine de soja 3gff 
D(+) glucose 2,5gII 
Phosphate dipotassique 2,5g/l 
pH=7.3 ± 0,2 

Sabouraud Gélosé: 

Agar 20g/l 
Glucose 20g/1 
Peptone IOg/1 
Extrait de levure 3g/1 
Eau distillé qsp il 
pl-1=5.6 ± 072 



RPMI 1640 Medium: 

L-Arginine (free base) 200 Mg/ ,L 

L-Asparg;ne 50 mg/L 
L-Aspartic acid 20 mg/L 
L-Cystine.2HCI 65.2 mglL 
L-Glutamic acid 300Glycine 10 mg/ L 
L-Histidine (free base) 15 mg/L 
L-HydroxyproUne 20 mgIL 
L-lsoleueine 50 mg/ L 
L-Leucine 50 mg/L 
L-Lysine.HCI 40 mg/L 
L-Methionine 15 mg/L 
L-Phenylalanine .15 mg/L 
L-Proline 20 mg/L 
L-Serine 30 rng/L 
L-Threonine 20 mgIL 
L-Tryptophan 5 rng/L 
L-Tyrosine.2Na 28.83 mg/L 
L-Vaiine 20 mgfL 
Biotul 0.2 mgIL 
D-Pantothenic 0.25 mg/L 
Choline chloride 3 mg/L 
Folie acid 1 mg/L 
Myo-inositol 35 mg/L 
Niacinamide I mg/L 
PABA (Para amino benzoic acid) I mg/L 
Pyridoxine HCi I mg/L 
Riboflavin 0.2 mg/L 
Thiamine HCl 1 mgIL 
Vitarain B12 0.005 mg/L 
Calcium nitratexH2O 100 mg/L 
Potassium ehloride 400 rng/L 
Magnesium sulfate (anhydrous) 48.84 rng/L 
Sodium chioride 6,000 mg/L 
Sodiumphosphate,dibasic 800 mgIL 
(an hydro us) 
D-Glucose 2,000 mg/L 
Glutathione, reduced 1 mg/L 
Phenol red Na 5.3 rng/L 
pH7,4 ± 0.2 


