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Résumé 

Lprincipal, 

es produits cosmétiques sont exposés facilement aux contaminations microbiennes. Dans le but de palier à ce 
phénomène qui pose un réel problème, ces produits sont supplémentés de conservateurs chimiques qui ont pour rôle 

 l'inhibition de la croissance des microorganismes. Malheureusement, ces conservateurs sont à l'origine de 
phénomènes toxiques très sévères, c'est pourquoi, nous avons entrepris cette étude qui consiste à évaluer l'activité 
antimicrobienne (antifongique et antibactérienne) de quatre conservateurs Imidazolidinyl urée (lu), Diazolidinyl urée (DU). 
Germaben Il®  et bromure de N-cétyl-N,N,N-triméthylammonium (BCTA); et à étudier la cytotoxicité de ces conservateurs 
vis-à-vis du globule rouge humain. 
Pour ce faire, nous avons testé une souche de levure type Candida albicans ATCC 10231. Des souches de bactéries ont été 
également testées, il s'agit de Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas auruginosa ATCC27853 et Siaphylococcus 

aureus ATCC25923. Ces souches représentent les principaux contaminants des produits cosmétiques. 
Pour l'évaluation de l'activité de ces conservateurs vis-à-vis des souches sélectionnées, nous avons utilisé la méthode de 
diffusion de disques en milieu solide et la croissance en milieu liquide pour la détermination de la CMI et la CMB (CMF) 
(Clinical and Laboratory Standards Institute « CLSI »). 
Les résultats obtenus ont montré que la concentration minimale microbicide (bactéricide et fongicide) la plus élevée de lU, 
DU, GB et de BCTA est de l'ordre de 25; 3,125; 25 et 12,5 mg/ml, respectivement. Ces concentrations induisent une 
libération de l'hémoglobine des globules rouges par des taux de : 36 1%, 75%, 66% et I5,50/o, respectivement. 
En comparant nos résultats avec les concentrations autorisées des conservateurs dans les produits cosmétiques par les 
réglementations: Européenne, Américaine et Japonaise; nous pouvons dire que ces produits qui contiennent une 
concentration en lU de 6 mg/ml (UE) et en GB de 10 mg/ml sont en risque de contamination fongique. Cependant, le DU 
présent dans ces produits à une dose de 5 mg/ml (UE) exerce une meilleure inhibition microbienne avec une cytotoxicité 
massive vis-à-vis des globules rouges. Le BCTA est utilisé à des concentrations (I mg/ml) capables de prévenir les produits 
cosmétiques contre la contamination microbienne. 

Mots clés conservateur, cosmétique, activité antimicrobienne, cytotoxicité. 

Abstract 

The cosmetic products are easily exposed with the inicrobial contaminations. With an aim of stage to this phenomenon 
which poses a real problem, these products are supplemented chemical preservatives that have as a main role, the 
inhibition of the growth of the micro-organisms. Unfortunately, these preservatives are at the origin of very severe 

toxic phenomena, this is why, we undertook this study which consists in evaluating the antimicrobial activity (antifungal and 
antibacterial) of four preservatives: Imidazolidinyl urea (TU) and Diazolidinyl urea (DU), Ciermaben li e  and of N-cetyl-N, N, 
N-trimethylammonium bromide (BCTA); and to study the cytotoxicity of these preservatives with against to the human 
eiythrocyte. 
With this intention, we tested a standard yeast stock Candida albicans ATCCI 0231. Strains of bacterium were also tested; it 
acta of Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas auruginosa ATCC27853 and Siaphylococcus aureus ATCC25923. 
These strains represent the principal contaminants of the cosmetic products. 
For the evaluation of the activity ofthese preservatives against the selected strains, we used the method ofDisk Diffusion in 
solid medium and the growth in liquid medium for the determination of the MIC and MBC (MFC) (Clinical and Standard 
Laboratory Institute "CLSI"). 
The results obtained showed that the highest minimum microbicidal concentration (bactericidal and fungicidal) of lU, DU, 
GB and BCTA is about: 25; 3,125; 25 and 12,5 mg/ml, respectively. These concentrations induce a release of the hemoglobin 
of the erythrocytes by rates of. 36%, 75%, 66% and 15,50/o, respectively. 
By comparing our results with the authorized concentrations of the preservatives in the cosmetie products by the European, 
American and Japanese regulations; we can say that these products which contain a concentration in lU of 6 mg/ml (EU) and 
in GB of 10 mg/ml are in risk of fungi contamination. However, the DU present in these products with an amount of 5 mg/ml 
(EU) exerts a better microbial inhibition with a massive cytotoxicity against the erythrocytes. The BCTA is used with 
concentrations (1 mg/ml) able to prevent the cosmetic products against the microbial contamination. 

Key words: preservative, cosmetic, antimicrobial activity, cytotoxicity 
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Introduction 

Notre travail s'insère dans ce cadre et consiste à étudier dans un premier temps, l'évaluation 

et la détermination de l'activité antimicrobienne de quatre conservateurs utilisés dans 

l'industrie des produits cosmétiques. 11 s'agit de : 1'Imidazolidinyl urée (lU), le Dia.zolidinyl 

urée (DU), le Germaben® (GB) et le Bromure de N-cétyl-N,N,N-triméthylammonium 

(BCTA); vis-à-vis de trois souches bactériennes: Escherichia coli ATCC 25922, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Staphylococcus aureus ATCC 25923, et une 

levure Candida albicans ATCC 10231. 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés à étudier la cytotoxicité de ces 
conservateurs vis-à-vis du globule rouge humain. 
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indésirables. Les ingrédients technologiques les plus utilisés dans la cosmétique sont: les 

colorants, les conservateurs antimicrobiens, les conservateurs antioxydants, les abrasifs, les 

tampons, les opacifiants... (NIARTINI 2006c). 

4.3.Ingrédients actifs: 

Sont des substances considérées comme des molécules actives qui peuvent réaliser le rôle des 

produits cosmétiques. Selon les produits, les ingrédients actifs sont variés, on cite: les 

parfums, les adoucissants, les hydratants, les agents de sensation de peau, les ramollissants de 

peau, les épaississants, les agents de blanchissement.... (EDSER 2006). 

5. Place des conservateurs antimicrobiens dans la cosmétique: 

Depuis les années 60, la contamination microbienne des produits cosmétiques est un thème 

principal dans la cosmétologie, ce qui a poussé les fabricants à améliorer leurs produits par 

l'élaboration de nouvelles méthodes de fabrication. 

Une étude antérieure a rapporté qu'un adulte utilise quotidiennement neuf produits 

cosmétiques et plus de 25% de femmes emploient 15 produits ou plus, dont 88% contenant 

des conservateurs antimicrobiens 1(SEDLEV!CZ 2005), (RAVITA et cou. 2009)1. 

Les conservateurs antimicrobiens sont parmi les ingrédients les plus mineurs dans les 

formulations cosmétiques. Ils représentent une concentration de 0,01 à 1% (EDSER 2006). Ils 

sont, après les parfums, les constituants les plus souvent en cause des réactions d'intolérance. 

Le contrôle et la surveillance de ces ingrédients sont renforcés, les concentrations ont été 

délimitées et leur utilisation a été réduite (DUCOMBS 2000). 

Enfin, la conservation des produits cosmétiques reste toujours une nécessité primordiale, soit 

par des molécules synthétiques ou naturelles. On peut améliorer les éléments de conservation, 

les méthodes de fabrication, les procédés de préservation et les techniques d'utilisation pour 

diminuer ou éliminer la toxicité des conservateurs synthétiques. 

Chapitre 2: Les conservateurs antimicrobiens dans la cosmétique: 

Les produits cosmétiques et tout produit contenant l'eau et des composés organiques et/ou 

inorganiques sont exposés à la contamination microbienne, et fait d'eux, des produits 

nécessitant une conservation efficace et adéquate pour préserver et prévenir l'aspect 

microbiologique, sanitaire et économique du produit (KABARA et ORTH 1997) (HUANG et cou. 2003). 

En cosmétique, on différencie deux groupes de substances conservatrices : les conservateurs 

antimicrobiens agissant sur les microorganismes, bactéries, levures et champignons, et les 

-7- 
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antioxydants capables de s'opposer à tous les phénomènes d'oxydation et à l'apparition de 

radicaux libres (MARTINI 2006c). 

Lors de leur processus de fabrication, les produits cosmétiques ne subissent pas de 

stérilisation par des processus qui risquent d'altérer leurs structures, ils doivent être conservés 

ou protégés par des substances chimiques naturelles ou synthétiques, biologiquement actifs 

dites: « conservateurs antimicrobiens » l(GRU\BERGER et BRUZE 1997), (RAVITA et cou. 2009)1. 

1. Définition du conservateur: 

Les agents conservateurs sont des substances qui sont ajoutées comme ingrédients à des 

produits, principalement pour inhiber le développement ou empêcher la croissance de 

microorganismes dans ces produits (76/768 /CEE 2008). Ces ingrédients peuvent être 

bactériostatiques ou bactéricides (EASLEY et col!. 2003). 

De manière générale, un bon conservateur est une substance chimique naturelle ou 

synthétique, à poids moléculaire faible, stable et compatible avec les ingrédients utilisés dans 

la cosmétique; elle n'est pas toxique mais efficace contre un large spectre de 

microorganismes pendant une longue durée, réactive avec plusieurs cibles cellulaires, utilisée 

en faibles concentrations et n'a aucun effet indésirable sur l'aspect du produit (insipide, 

inodore, sans couleur). Elle est stable à la température des phases chaudes et froides et 

efficace dans un intervalle de pH de 2,5 à 10,5 avec un effet neutre sur le produit. En plus, son 

approvisionnement doit être facilement disponible, à un prix bas pour l'employer et 

acceptable par les organismes de normalisation mondiaux RNHTSUI 1993), (SASSEVILLE 2004)1. 

2. Rôles des conservateurs: 

Les conservateurs antimicrobiens sont ajoutés dans les produits cosmétiques pour deux 

raisons principales 

o Au niveau du produit lui-même: 

Ceci à pour but de protéger le produit contre les altérations microbiennes et prolonger sa date 

d'expiration. En effet, les matières premières des produits cosmétiques fournissent une 

gamme étendue de composés minéraux et organiques, qui en présence de l'eau, représentent 

une source de carbone (glycérine, sorbitol...) et une source d'azote (les dérivés des protéines 

et les acides aminés...) pour la croissance microbienne RKABARA et ORTH 1997) (VARVARESOU et 

cou. 2009)1. 
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o Au niveau du consommateur: 

Afin de protéger le consommateur contre les différentes infections pathogènes. Plusieurs cas 

de contaminations par Pseudomonas aeruginosa se sont produites, et particulièrement au 

niveau de la cornée [(SONDOSSI et colt. 1989), (CAMPANA et colt. 2006)]. 

3. Contamination des produits cosmétiques: 

L'omniprésence des microorganismes, la nature des ingrédients utilisés (eau, composés 

organiques...), la température et le pH sont des facteurs qui favorisent la contamination 

microbienne des produits cosmétiques. Cette contamination peut mener à l'infection des 

consommateurs ou la détérioration des produits finis (KAB ARA et ORTII 1997). Les 

caractéristiques générales des contaminants typiques des produits cosmétiques sont citées 

dans le tableau (01). 

La contamination microbienne peut compromettre l'aspect des produits cosmétiques par des 

effets de décoloration, la formation d'odeur et la production de gaz, par exemple, des 

pigments caractéristiques des contaminants tels que la prodigiosine rouge de Serratia 

marcescens et des pigments verdâtres par Pseudomonas aeruginosa ISUTTON 2006), (KUNICKA- 

STYCZYNSKA et colt. 2009)]. 

De plus, l'arome de parfum est aisément compromis par des composés organiques comme le 

skatole, l'indol et le sulfure d'hydrogène, qui sont synthétisés par divers microorganismes 

(GElS 2006a). 

Plusieurs infections microbiennes causant le décès de certains patients immunodéprimés ont 

été attribuées à l'usage de certains types de shampoings contaminés par le germe 

Pseudomonas aeruginosa. L'utilisation des bains de bouche contaminés dans une unité de 

soins aux USA a causé 74 cas d'infections nosocomiales. Ceci représente un problème pour la 

santé publique surtout avec l'émergence des conditions d'immunodéprimés (GElS 2006a). 

La contamination microbienne peut se produire au cours de la fabrication, on parle de 

contamination primaire et/ou au moment de l'utilisation des produits cosmétiques par le 

consommateur, il s'agit de contamination secondaire (Tableau 01) I(MITSUI 1993), (SMITH et 

ALEXANDER 2005)1. 

MI 
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Tableau (01) : Principaux contaminants microhiologiques des produits cosmétiques 

I(MITSU1 1993), (FLARES et cou. 1997), (SEDLEWICZ 2005), (GElS 2006a), (LUNDOV et cou. 2009)1 

e 
• 

E 

e 
•2 

 E 

3 

= 

e •  

_ 

- 
E 
e. 
- 

. 

Acineiobacter spp. 
Aeromonas sobria + - 
Bacillus spp. + + 
Burkholderia cepacia + - 

u 
B. pickelii + - 
Ciirobacterfreundii + + . 

E 
Closiridium pe,fringens. - + 
C.lelani - + Lr 
Corynebaclerium spp. - + 
Enterobacter spp. + + 

u 
Kiebsiella oxytoca + + . E 

z Klebsiellapneumonia + + u 
Moraxellaspp. + + b O 

Ochrobacierium anthropi + u u 
Propionibacierium spp. - + .E -e 

2 
Proteus spp.  E 

e n 
Pseudomonas aeruginosa + + z 

- E 
Pseudomonas spp. + + E 
Salmonella spp. + - 
Sarcinaspp.  u 

e 
Serraiiaspp. + + 

2 
-u 

Serralia marcescens + - 

Siaphylococcus aureus - + 
S. epidertnidis - + 
Sienoirophomonas maltophi lia - + 
Sireptococcus mulans - + 
Aspergillus spp. + + 
Aureobasidium pullulans + + 
Candida albicans - + 
Candida lipolylica + - 
Candida parapsilosis - 

+ n 
-e 

Malasseziafuifur - + ç 

e. Paecilomyces varioiii + - CD  n c e E 
e 

E Penicillium spp. + + . 	. 
Rhodotorula sp. - + E 	E 
Saccharomyces cerevisiae + - e 

Scopulariopsis sp. - + O e 
Trichoderma - + 
Trichophyton spp. - + 
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4. Principales classes de conservateurs dans la cosmétique: 

Les conservateurs antimicrobiens les plus employés sont les suivants : (Tableau 02) 

Les acides organiques sont actifs si le nombre de carbone des chaînes alkyles est élevé. En 

revanche, leur solubilité dans l'eau diminue. Le pKa acide de ces conservateurs doit être 

contrôlé et une variation de pH de 1,5 unité ou plus au dessus de la neutralité peut causer la 

perte progressive de l'activité antimicrobienne. 

Les alcools et les phénols sont des substances qui possèdent des propriétés antimicrobiennes 

très efficaces. Leur action est bactéricide, surtout vis-à-vis des bacilles acido-résistants. 

A partir de la structure chimique des phénols, il a été remarqué que 

- Les para-substitutions de la chaîne alkyle à six atomes de carbone augmentent l'activité 

antibactérienne des phénols. De plus, les para-substituants linéaires confèrent une plus 

grande activité que les substituants à chaînes ramifiées contenant un même nombre d'atomes 

de carbone. 

- L'halogénation augmente l'activité antibactérienne des phénols. Quand le groupe alkyl est en 

position ortho et l'halogène en position para, le phénol aura une plus grande activité 

antibactérienne. 

- La nitration, présente l'avantage d'augmenter l'activité vis-à-vis des bactéries par 

l'altération de la phosphorylation oxydative. 

- Dans la série des bisphénols, l'activité est liée avec les deux cycles C 6H5  qui sont séparés par 

des groupes -CH 2-, -S- ou -O-. Si les groupes sont -CO-, -SO- ou -CH(OH)-, l'activité 

antimicrobienne chute. En outre, il a été retrouvé que l'halogénation des bisphénols et la 

présence des groupes hydroxyles en position 2,2' contribuent à l'augmentation de l'activité 

antimicrobienne des bisphénols. 

Le formaldéhyde connu sous le nom d'oxyméthylène ou formaline, est un conservateur utilisé 

dans les shampoings, les gels douches et les savons liquides. Il est libre ou lié avec les 

donneurs de formaldéhyde. Au Japon et en Suède, le formaldéhyde est interdit dans les 

produits cosmétiques et les articles de toilettes car c'est un produit capable de produire le 

cancer chez les consommateurs (MOORE et PAYNE 2004). 

Les isothiazolinones sont très actifs par les groupements thiols et les amines de leurs 

structures. Ces conservateurs sont souvent masqués sous les noms chimiques du mélange qui 

les constitue. Ils sont de moins en moins employés suite au grand nombre de réactions 

allergiques dénoncées par les dermatologues. 

- 11 - 
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H2G = o Formaidéhyde 

Imidazolidinyl urée (Germail I 15 y ) 

G,kO L V 

o 
Diazolidinyl urée (Germait I1) 

Br, 	No2 

HO 	 <OH 

2-bromo-2-nitro propane-1 ,3-diot ou te Bronopoi ®  

DMDM hydantoine (1 ,3-diméthyloi-5,5-di méthyi 
H2 hydantoine « Giydant® ») 
C 	 OH 

HO 

I  Quaternium 15 (ou 1-(3-chloroailyl)-3, 5, 7-triaza-1- 
f azonia-adamantane-chiorure) 

5- Bromo-5-nitro-1,3-dioxane (Bronidox) 

Hexaméthyienetetramine 

Ci-l3 O Monomethyi loidimethyl hydantoine 

HN 	
2 

0 

cl !S.N- 

Méthylisothiazolinone 

- 
Chlorométhylisothizolinone, Kathon CG (5-Chioro-
2-methyi-4-isothiazolin-3-one (CMIT) et 2-methyi-4- 

ci 	s isotbiazoiin-3-one (MIT)) 

Digiuconate de chiorhexidine 

NH 	NH 
t 	ii 	K 

Aiexidine • H 
H3CH2O3CH2CNH — CNHCNKCH2eNHC.NHCNH'CH2C(CH2)3O4a 

H 	 II 	I 
CH, 	NH 	 NH 	CH, 

Ml 	H 

O-4--C.-N  

Biguanide poiyaminopropyi 
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éthylènediaminetétracétique) est connu pour sa synergie avec plusieurs conservateurs 

chimiques, il perturbe la couche lipidique externe des bactéries et augmente la pénétration des 

autres composés antimicrobiens dans la cellule (SIQUET et DEVLEESCHOUWER 2006). 

La compatibilité physique est également importante. Le type de récipient utilisé pour emballer 

un produit cosmétique influencera la concentration et l'activité des conservateurs. 

Généralement, les conservateurs lipophiles sont associés à un plus grand risque d'absorption 

par des récipients. Certains récipients ne sont pas compatibles avec certains conservateurs, 

tels que le Nylon avec les Parabens ou le Polyéthylène avec certains composés phénoliques, 

mercuriels et benzoates (SUTTON 2006). 

7.3. Efficacité: 

Un bon conservateur doit empêcher le développement des microorganismes sur un large 

spectre d'activité et par une durée d'activité supérieure à celle du produit cosmétique 

(équivalente à la durée de conservation prévue plus le temps d'utilisation) (TOLER 1985). En 

outre, l'activité antimicrobienne devra être suffisamment efficace pour empêcher l'adaptation 

ou la résistance au système conservateur (SIQUET et DEVLEESCHOUVER 2006). La richesse des 

produits cosmétiques par les éléments nutritifs, favorise la croissance des microorganismes et 

influence l'efficacité des conservateurs (MARTINI 2006c). 

7.4. Innocuité: 

La plupart des conservateurs ont un faible poids moléculaire, et peuvent causer des réactions 

d'intolérance pendant l'utilisation des cosmétiques. En général, le fabricant des produits 

cosmétiques tente toujours à chercher des substances efficaces et non toxiques (BELSITO 2008). 

7.5. Conformité avec la législation du cosmétique: 

Selon l'Article 4 de la directive du conseil d'UE 76/768/EEC : «Les états membres 

interdisent la mise sur le marché des produits cosmétiques contenant: (...) des agents 

conservateurs autres que ceux énumérés dans la première partie de l'annexe VI ( ... ) » ( 76/768 

/CEE 2008). Aussi la FDA et les réglementations au Japon réduisent et limitent la mise en 

marché des agents conservateurs par des annexes publiés et bien élucidés dans l'industrie des 

produits cosmétiques (JIALPER et cuti. 2006). 

7.6. Coût: 

Le coût des ingrédients des produits cosmétiques représente un facteur très important pour 

leur commercialisation. En conséquence, l'industrie offre toujours d'ajouter des ingrédients 

moins chers que couteux (WHITE 2003). 
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8. Toxicité des conservateurs: 

L'usage des produits cosmétiques est à l'origine dans certaines situations des dermatites de 

contact rencontrées beaucoup plus chez les femmes que chez les hommes. Il existe un lien 

direct entre l'effet antimicrobien et la capacité à induire une sensibilité de contact. Ceci peut 

expliquer le fait que les conservateurs les plus efficaces sont souvent ceux qui possèdent le 

potentiel de sensibilité le plus important. Les conservateurs représentent, après les parfums, le 

deuxième grand groupe d'allergènes les plus fréquemment incriminés dans l'allergie aux 

cosmétiques (CRÉPY 2006). 

Typiquement, la dermite de contact est une réaction eczémateuse, habituellement à une 

substance appliquée à la surface de la peau. La dermatite de contact (DC) affecte 

approximativement 20% de la population aux États-Unis (BELSITO 2008). 

Pathophysiologiquement, la DC peut être divisée en réactions dermatites de contact 

allergiques (DCA) (affecte 6% de la population générale) et réactions dermatites de contact 

irritatives (DCI) (GUIN 2007). 

Chapitre 3 : Les conservateurs étudiés 

Plusieurs conservateurs peuvent être employés dans les produits cosmétiques, mais seulement 

quelques substances ont été fréquemment utilisées dans l'industrie. Nous allons présenter 

dans ce chapitre quatre conservateurs largement utilisés dans les produits cosmétiques et qui 

ont fait l'objet de notre étude, il s'agit de: l'Imidazolidinyl urée (Germali I 15 ®) et le 

Diazolidinyl urée (Germall Il ®), qui sont deux libérateurs de formaldéhyde; le Germaben II 

qui est une association de plusieurs agents conservateurs antibactériens et antifongiques; et le 

bromure de N-cétyl-N,N,N-triméthylammonium (BCTA) qui représente la grande famille des 

ammoniums quaternaires. 

1. Imidazolidinyl urée (lU) et le Diazolidinyl urée (DU): 

Ce sont des conservateurs qui, en présence d'eau ou de solvants polaires, dégagent le 

formaldéhyde et ne restent pas sous leur forme simple (WHITE et GROOT 2006). 

L'Imidazolidinyl urée (lU) et le Diazolidinyl urée (DU) sont deux conservateurs donneurs de 

formaldéhyde bien connus dans le domaine de la cosmétique. Ils se composent de mélanges 

complexes de nombreux produits (Allantoïne-formaldéhyde) condensés et rapidement 

dégradables (LEHMANN et cou. 2004). 
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- L'Imidazolidinyl urée est le deuxième conservateur employé couramment dans l'industrie 

des produits cosmétique après les parabens (AGNER et cou. 2004). Son nom commercial 

«Germall 115» a été adopté par la Cosmetic, Toiletry and Frangrance Association (CTFA) 

en 1973 I(KANTOR et cou. 1985), (LEHMANN et cou. 2006)1. 

L'Imidazolidinyl urée est soluble dans l'eau et les solvants polaires. Le dégagement de 

formaldéhyde de l'lmidazolidinyl urée dans une solution aqueuse augmente avec 

l'augmentation du pH et la température de la solution aussi bien qu'avec l'augmentation de la 

période de stockage (SCCNFP 2002b). Une molécule d'Imidazolidinyl urée peut libérer deux 

molécules de formaldéhydes dans des conditions appropriées (KARLBERG et cou. 1998). Tout le 

contenu libre de formaldéhyde dans un produit contenant 0.6% d'Imidazolidinyl urée 

correspondra ainsi à 0.186% (SCCNFP 2002a). 

- Le Diazolidinyl urée est un hétérocycle substitué d'urée, produit par la réaction de 

l'allantoïne et du formaldéhyde que celui de l'Imidazolidinyl urée (MOORE et PAYNE 2004). 11 a 

été commercialisé en 1982 par sous le nom de Germall II (KANTOR et cou. 1985). 

Dans la solution aqueuse, le Diazolidinyl urée est décomposé pour libérer le formaldéhyde. 

Une molécule de Diazolidinyl urée peut libérer 4 molécules de formaldéhyde dans des 

conditions appropriées (KARLBERG et cou. 1998). Tout le contenu libre de formaldéhyde dans un 

produit contenant 0.5% de Diazolidinyl urée correspondra ainsi à 0.215% (SCCNFP 2002a). 

1.1. Présentation chimique: 

1.1.1. Identification et propriétés physico-chimiques: 

Le tableau (03) donne les principales informations physico-chimiques de I' Imidazolidinyl 

urée et du Diazolidinyl urée. 
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Tableau (03) : Les données chimiques de 1'Jmidazolidinyl urée et du Diazolidinyl urée I(JEEN 

et cou. 1998), (HECTORNE et FRANSWAY 1994), (AGNER et cou. 2004), (GElS 2006b), (N.Z.D.S.I. 2007), 

Imidazolidinyl urea Diazolidinyl urea 

Nombre d'enregistrement CAS: 39236-46-9 CAS: 78491-02-9 

EINECS :254-372-6 EINECS : 278-928-2 

Nom chimique N, N'-methylene-bis-N'-[I- N-[1,3-bis(hydroxymcthyl)-2,S-dioxo-4- 

(hydroxymethyl)-2,S-diox -4- imidazolidinyl]-N,N'-bis 

imidazolidinyl] urea (hydroxymethyl)urca 

ou 3,3-Bis(1-hydroxymethyl-2,5- ou N-(hydroxymethyl)-N-(1,3-dihydroxymethyl-2,5- 

dioxoimidazolidin-4-yl)-1- I '-methyldiurea dioxo4-imidazolidinyl)-N-(hydroxymethyl) urea 

Synonymes Germall 115; Euxyl K 200; Abiol; Germaben 11; Germaben 11-E; Germai] 11; 

Chemynol 1; Gram 1; Imidurea; Imidurea Microcidelvtm; DiszolidinylUrea; JEECIDE U-14 

NF; Intersept Plus; Jeecide U-13; Nipa 

Biopure 100; Protacide U-13; Sepicide CI; 

Sept 115; Tristat lU; Unicide U-13 

Classe chimique Composé hétérocyclique substitué d'urée, donneur de formaldéhydc. 

Formule C li H l6NgO8  C8H 4N407  

Poids moléculaire [g/moll 388.29354 278.23 

Apparence Poudre blanchâtre fine hygroscopique. 

Odeur Inodore Inodore ou légèrement caractéristique. 

Point de fusion 150°C 

Solubilité Soluble dans l'eau, l'éthylène glycol, le Soluble dans l'eau 

propylène glycol, le glycérine; légèrement 

soluble en méthanol ; insoluble en éthanol 

z 
et l'huile de sésame 

pH optimale 6.0 - 7.5(1% Sol). 

Réactivité Stable à la température ambiante dans des Stable 

récipients fermés; incompatible avec les 

j oxydants forts ; se décompose en oxydes 

d'azote, monoxyde de carbone, et bioxyde 

de cardon, entre d'autres produits 

Produits et (-95%) est fournie par le Sigma-Aldrich 

impuretés (15133—SIGMA) 

techniques 

Compatibilité Compatible avec les composés ioniques, non-ioniques, et les protéines. Réaction croisées avec 

formaldéhyde et les autres donneurs de formaldéhydes. 

Stabilité donneurs de formaldéhyde après 

décomposition; se décompose> 160 °C 

Densité 1.85g/cm' 1.83 g/cm 3  

-24- 



Synthèse bibliographique 

1.1.2. Composition chimique: 

L'Imidazolidinyl urée contient au moins quatre composés : Allantoïne (Figure 02), (4-

hydroxymethyl-2,5-dioxo-im idazol idin-4-yl)-urea (HU) (Figure 03) et deux autres composés 

non identifiés, vraisemblablement les formaldéhydes. La quantité de I'HU et de l'Allantoïne 

dans I'Imidazolidinyl urée est de l'ordre de 10% et 20%, respectivement. Les deux autres 

composés non-identifiés sont estimés approximativement à 5% chacun. Les 60% qui restent 

sont très probablement des polymères d 'Al lantoïne-formaldéhyde condensés. 

La structure et les caractéristiques chimiques du Diazolidinyl urée sont connues. Le 

Diazolidinyl urée est formé de plusieurs composés où le [I-(3,4-bis-hydroxymethyl-2,5-

dioxo-imidazolidin-4-yl)-1,3-bis-hydroxymethyl-urea] BHU (Figure 03) est le composé 

dominant en se basant sur les résultats des analyses de la RMN et la HR-MS (Spectroscopie 

de Masse à Haute Résolution). La quantité de BHU est de l'ordre de 30-40%, le reste est 

composé de polymères d'Allantoïne-formaldéhyde condensés (LEHMANN et coll. 2006). 
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Figure (02) : Structures chimiques de 1'Jmidazolidinyl urée, Diazolidinyl urée et I'Allantoïne 

(LEHMANN et cou. 2006) 
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Figure (03) : Structures chimiques du I-LU et du BHU (LEHMANN et cou. 2006) 
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1.2. Données biologiques: 

1.2.1. Spectre d'activité: 

Le formaldéhyde libéré par l'Imidazolidinyl urée et le Diazolidinyl urée est un agent 

microbicide, qui a une activité létale contre les bactéries, les spores bactériennes, les mycètes 

et les virus I(NEELY 1963a), (NEELY 1963b), (TRUJILLO et DAVID 1972), (MANCIIEE et colt. 1994)1. 

L'Imidazolidinyl urée est plus actif contre les bactéries que les mycètes. Cependant, le 

Diazolidinyl urée a un spectre antimicrobien plus large que l'lmidazolidinyl urée, il a une 

bonne activité vis-à-vis des bacilles à gram négatif (y compris Pseudomonas), des bactéries à 

gram positif, des levures et des moisissures [(KANTOR et cou. 1985), (STEPIIENS et colt. 1987), 

(WILLIAMS et colt. 1997)J. Le Diazolidinyl urée utilisé à une concentration de 0,1 à 0,3%, montre 

un large spectre d'activité dans une gamme de pH de 2 à 9. 11 est employé souvent en synergie 

avec le Méthylparaben et le Propylparaben pour augmenter l'activité contre les moisissures 

(LLABRES et coll. 1985). 

1.2.2. Mécanismes d'action: 

L'Imidazolidinyl urée et le Diazolidinyl urée sont des conservateurs qui doivent leur action 

antimicrobienne à leurs structures mères, capable de libérer des molécules de formaldéhyde 

(LEIIMANN et colt. 2006). 

Accès à la cible: 

Le taux et l'ampleur de la libération de formaldéhyde à partir de l'Tmidazolidinyl urée ou du 

Diazolidinyl urée sont influencés par leur structure chimique, la température, le pH, les sels et 

les autres ingrédients employés dans l'industrie. On ignore jusqu'à présent si le dégagement 

significatif du formaldéhyde se produit dans la cellule ou dans la matrice du produit 

cosmétique (CHAPMAN 2006). 

Les moyens par lesquels l'Imidazolidinyl urée et le Diazolidinyl urée arrivent à leurs cibles 

sont très mal compris. Il est admis que, grâce à leur petite taille, leur charge et leur équilibre 

hydrophobe-hydrophile raisonnable, ces molécules peuvent traverser la membrane externe des 

bactéries à gram négatif par la diffusion à travers les porines. Ces molécules vont par la suite 

diffuser à travers les membranes cellulaires pour accéder à l'intérieur de la cellule. Une fois 

dans le périplasme, ces molécules vont franchir la membrane cytoplasmique, soit par la 

diffusion passive où la différence de concentration (gradient), ou par le transport facilité 

(CHAPMAN 2006). 
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Réactions du formaldéhyde dans la cellule 

Le formaldéhyde est un produit qui réagit facilement avec les groupements aminés, amides, 

imino, thiols, carboxyles et hydroxyles I(GOUGH et cou. 1984), (CHAPMAN 2003a)]. Il se lie par des 

liaisons covalentes avec les protéines pour donner une réticulation intermoléculaire de ces 

protéines. En plus, le formaldéhyde peut réagir avec les groupements azotés des purines et des 

pyrimidines des acides nucléiques par alkylation (LAMBERT 2004a). 

Dans les conditions physiologiques, les principaux centres nucléophiles qui peuvent être 

attaqués par le formaldéhyde sont les thiols et les amines. Les thiols (R-SH) réagissent plus 

facilement avec les aldéhydes, il se forme un hémimercaptal (ou hémithioacétal) puis un 

dithioacétal qui sont stables en milieu basique (MILCENT 2007). La double liaison du carbonyle 

s'ouvre, le thiol est additionné, et l'oxygène est réduit (Figure 04). Si ce thiol se trouve dans le 

site actif d'un enzyme, ce dernier est inactivé (CHAPMAN 2006). 

Les amines primaires (R-NI 2) réagissent avec les aldéhydes en s'y additionnant pour former 

un adduit, dérivé a-hydroxyaminé instable qui élimine une molécule d'eau. L'ensemble de ces 

réactions, addition plus élimination, est une condensation (Figure 05). Il se forme alors un 

composé dans lequel l'oxygène du composé carbonylé de départ est remplacé par un azote lié 

à différents groupements selon le réactif azoté utilisé. L'addition est d'autant plus facile que le 

caractère nucléophile des réactifs azotés est élevé (MILCENT 2007). 
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Figure (04): Réaction de formaldéhyde avec les thiols [(CHAPMAN 2006), (MILCENT 2007)1 
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Figure (05): Réaction de formaldéhyde avec les amines primaires (MILCENT 2007) 
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1.2.3. Résistance: 

Seulement deux mécanismes de résistance ont été révélés pour le formaldéhyde, 

l'imperméabilité des cellules, et l'inactivation enzymatique des conservateurs (POOLE 2004). 

La résistance non-enzymatique représentée par l'imperméabilité, semble dépendre des 

changements dans la membrane externe des bactéries à gram négatif qui limitent leur 

perméabilité (POOLE 2004). Une étude réalisée sur des bacilles à gram négatif isolés à partir de 

produits de consommation, a montré que la réduction de la sensibilité du libérateur de 

formaldéhyde est due à une défaillance des porines. Cette étude indiquc que la réduction de la 

perméabilité aux formaldéhydes par l'intermédiaire de la perte de porines peut être une 

stratégie réussie pour les bactéries (CHAPMAN 2006). 

Les bactéries peuvent résister au formaldéhyde par la synthèse d'une enzyme : la 

déshydrogénase de formaldéhyde, qui utilise le formaldéhyde comme substrat pour donner le 

formiate et le NAD réduit I(KÛMMERLE et colt. 1996) (CHAPMAN 2003a)]. L'enzyme a été détectée 

chez E. cou, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, K. pneumoniae 

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Burkholderia cepacia, et Enterobaçter sp. 

((CHAP1IAN 2003a), (POOLE 2004)]. 

1.3. Utilisation 

L'Imidazolidinyl urée est principalement employé comme conservateur antimicrobien dans les 

produits cosmétiques et d'autres produits de soin personnel. En raison de sa haute solubilité 

dans les solutions polaires, l'Imidazolidinyl urée peut être incorporé à la quasi-totalité des 

produits cosmétiques à base d'eau (AGNER et cou. 2004). Il est présent dans une large gamme de 

produits liquides ou poudres, principalement dans les lotions de bébés, les crèmes de peau, les 

produits solaires, les shampoings, les produits de maquillage et démaquillage du visage et des 

yeux , les rouges à lèvres, les parfums, les déodorants, les teintures capillaires, les crèmes à 

raser, les masques protecteurs, les crèmes de bronzage, les antirides, les remèdes de brûlure, 

les savons liquides, les crèmes et les lotions d'hydratation, et d'autres produits de soins de la 

peau et exceptionnellement dans les médicaments topiques prescrites I(O'BRIEN 1987), (TRAN et 

COLLIER 1992), (FLYVIIOLM et ANDERSEN 1993), (AGNER et colt. 2004), (COZ et LEPOITTEVIN 2006), 

(N.Z.D.S.I. 2007)1. 

Le Diazolidinyl urée a été employé aussi comme un conservateur antimicrobien dans 

plusieurs formulations pharmaceutiques topiques et cosmétiques tels que les crèmes, les 

lotions, les produits de soins capillaires, les produits Over The Counter (OTC) topiques 

1(ROSEN et McFARLAND 1984), (COZ et LEPOITTE VIN 2006)]. 
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1.4. Toxicité: 

L'Imidazolidinyl urée et le Diazolidinyl urée sont des allergènes bien connus. STEPHENS et 

col!, ont constaté que le Diazolidinyl urée se comporte comme un allergène primaire et 

!'Imidazolidinyl urée peut devenir un allergène secondaire (STEPHENS et cou. 1987). Des cas 

fréquents de réactions allergiques de dermite de contact aux deux conservateurs ont été 

rapportés I(MENNE' et SOMMER 2001), (BOYVAT et cou. 2005)1. 

Cependant, la question qui se pose, si la réaction allergique est provoquée par le composé lui-

même en tant qu'haptènes ou par le formaldéhyde qu'il libère progressivement (CRÉPV 2006). 

La littérature n'apporte pas une réponse précise à cette question, mais la plupart des données 

indiquent que l'allergie par contact vers les composés eux-mêmes existe réellement (MENNE' et 

SOMMER 2001). Plusieurs études ont considéré que l'allergie aux l'Imidazolidinyl urée et le 

Diazolidinyl urée était en liaison avec l'allergie au formaldéhyde (AALTO-KORTE et colt. 2008). 

Imidazolidinyl urée: Dans une étude in vitro, l'Imidazolidinyl urée s'est avérée légèrement 

cytotoxique aux oeufs d'oursin en inhibant l'activité de H-ATPase ainsi que la synthèse 

d'ADN. Cependant, ce composé n'affecte pas le flux d'ions, la perméabilité de la membrane et 

la phosphorylation de protéines (AGNER et coU. 2004). 

Diazolidinyl urée: En 1985, KANTOR et coll. ont rapporté le premier cas d'une dermatite 

allergique de contact aiguë de Diazolidinyl urée dans un gel de cheveux (KANTOR et colt. 1985). 

Dans une autre étude, en 1989, PERRET et HAPPLE ont confirmé que l'utilisation croissante 

de Diazolidinyl urée augmente le potentiel d'allergie de ce conservateur (PERRET et colt. 1989). 

Des observations semblables ont été rapportées par ZAUGG et HUNZIKER et par GROOT et 

coll. qui ont décrits quatre patients sensibles à Diazolidinyl urée, deux d'entre eux, étant aussi, 

réactifs au formaldéhyde (TOSTI et colt. 1990). 

PFUHLER et WOLF en 2002 ont conclu dans leur étude que ce conservateur est un agent qui 

montre une faible activité mutagène (PFUHLER et WOLF2002). 

Le tableau (04) illustre quelque informations des risques d'exposition aux l'Imidazolidinyl 

urée et le Diazolidinyl urée chez les rats et les lapins. 
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2. Germaben lI ®  (GB): 

La plupart des fabricants des conservateurs ont développé leurs propres mélanges synergiques 

des produits chimiques; ceci permet l'utilisation des concentrations basses de chaque produit 

chimique et diminuer ainsi le potentiel de toxicité avec une efficacité accrue. Cette 

combinaison peut être réalisée par trois à six systèmes conservateurs, l'exemple récent de 

cette combinaison est le Germaben LI®  I(SIQUET et DEVLEESCIIOUWER 2006), (LUNDOV et cou. 

2009)1. 

2.1. Présentation chimique: 

2.1.1. Description générale: 

Germaben Il®  est un liquide visqueux clair sans couleur avec une odeur douce caractéristique. 

Il doit être stocké hermétiquement, dans un endroit frais ou sec à l'abri de la lumière solaire 

(LS.P. 2008). Germaben Il ®  contient : le Propylène Glycol, le Méthylparaben, le Propylparaben 

et le Diazolidinyl Urée [(Figure 06) et (Tableau 05)]. 

2.1.2. Propriétés physico-chimiques: 

Le Tableau (06) montre les propriétés physico-chimiques de Germaben JI ®. 

Le Germaben H®  est sensible à la chaleur et doit être ajouté à l'eau ou à la partie émulsionnée 

de la formulation à une température ne dépassant pas 60°C (C.I.C. 2009). Il est stable dans des 

conditions normales de manutention, utilisation et de transport (I.S.P. 2008). 

2.2. Données biologiques: 

Spectre d'activité: 

Ce produit est un système conservateur antimicrobien efficace contre les bactéries à gram 

positif et à gram négatif, les levures et les moisissures (1.S.P. 2008). 11 montre son activité 

antibactérienne par le Diazolidinyl Urée et son activité antifongique par le Méthylparaben et 

le Propylparaben. Cette association des trois conservateurs a été solubilisée dans le Propylène 

glycol (C.I.C. 2009). 

2.3. Utilisations: 

Germaben Il®  est facilement incorporé aux solutions, aux émulsions Huile/Eau (HIE) ou 

Eau/Huile (Eh-I). Il est compatible avec la plupart des ingrédients cosmétiques, y compris les 

agents tensio-actifs, les protéines, le collagène soluble, sur un grand choix de pH. Il est aussi 

employé dans les lotions, les crèmes, les onguents, les épierreuses, les toners, les shampoings 

et les conditionneurs de cheveux. Le Germaben Il®  est recommandé aux niveaux d'utilisation 
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de 0,3% à 1,0% dans les formulations finales. Il a montré son efficacité dans les émulsions à 

des concentrations allant de 0,5% à 1,0%. Dans les savons liquides et les shampoings, les 

niveaux de 0,3% à 0,5% se sont montrés efficaces [(C.I.C. 2009), (C.S. 2009)1. 

2.4. Toxicité: 

La toxicité de Germaben lI®  est acceptable à la moyenne prévue de ses éléments. Le 

propylène glycol est bas pour être toxique, mais il est connu pour être à l'origine d'irritation 

mineure de l'oeil et de la peau. Le Méthylparaben et le Propylparaben, seuls ou en association, 

aux concentrations supérieures à 5% en propylène glycol sont connus pour leur réaction 

irritante grave sur l'oeil et la peau (Tableau 07) l(I.S.P. 2008), (C.I.C. 2009)1. 
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Méthylparaben Propylparaben Propylène glycol 

Figure (06) : Structures chimiques du Méthylparaben, Propylparaben et du Propylène glycol 

(DARBRE et HARVEV 2008) (SANTOS et cou. 2009) 

Tableau (05) : Composition de Germaben Il® I(I.S.P. 2008), (C.I.C. 2009)J 

Nom chimique Nombre Pourcentage 
d'enregistrement (%) 

Propylène glycol 1,2-Propanediol CAS:57-55-6 56% 

Diazolidinyl urée Urea, N-(1,3-bis CAS:7849 1-02-8 30% 
(hydroxymethyl)-2,5-dioxo- 
4-imidazolidinyl)-N,N'-bis 
(hydroxymethyl) 

Méthylparaben p-hydroxybenzoate de CAS:94-13-3 11% 
méthyle  

Propylparaben p-hydroxybenzoate 	de CAS:94-1 3-3 3% 
propyle  
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Tableau (06): Propriétés physico-chimiques de Germaben Il® L(I.S.P. 2008), (C.I.C. 2009)1 

État physique Liquide 
Couleur Claire à jaune pâle 

Odeur Caractéristiquement Douce 

Apparence liquide visqueux clair 

Point d'ébullition (°F) 369 
Pression Vapeur 0.22 mm Hg à 20°C 
Solubilité 1.5g!100g à 25°C 
Solide total 42,5-45,5% 

Tableau (07) : Profil de toxicité de Germaben Il ®  (C.I.C. 2009) 

Toxicité orale aiguë DL50 (rats) >2000 mg/kg 

Toxicité cutanée aiguë DL50 (lapins) >2000 mg/kg 

Irritation cutanée primaire (lapins) Irritant modéré de peau. (Cependant, une 
solution aqueuse de 1.0% de Germaben Il® 
n'est pas un irritant de peau) 

Irritation de l'oeil (lapins) Irritant aux yeux graves à la pleine force. 
(Cependant, une solution aqueuse de 1.0% de 
Germaben Il®  n'est pas une irritante aux 
yeux) 
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Tableau (08) : Propriétés physico-chimiques des parabens ISONI et cou. 2005), (GElS 2006b)I 

Méthylparaben Propylparaben 

Nombre d'enregistrement CAS 99-76-3 CAS 	94-13-3 

Nom chimique Méthyl de l'acide para-hydroxbenzoïque Propyl de l'acide para- 

hydroxbcnzoïque 

Synonymes Solbrol; Nîpagin; Nipasol 

Classe chimique ester de l'acide benzoïque 

Formule C81103  C 10H 1 O3  

Poids moléculaire fglmolj 152,16 180,21 

Aspect Poudre cristalline blanche 

Odeur Inodore 

Point de fusion 131°C 96-98°C 

Solubilité Dans Veau â 25 °C (g/1  00 ml): 0.25, méthyl et 0.04, propyl 

pH optimale 3 à 9.5 

. compatibilité Compatible avec les émulsions anioniques et cationiques; protéines; 

Incompatible avec le polyoxy-40-stearate, polyvinylpyrrolidone, methylcellulose 

'. Point d'ébullition 270-280°C - 

Stabilité Stable 

pKa 8,17 8,35 
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2.5.1.2. Données biologiques: 

a. Activité antimicrobienne: 

L'amélioration de l'activité antimicrobienne des Parabens est liée à la longueur de la chaine 

alkyle portée par les groupements ester. Cette propriété a l'inconvénient de diminuer la 

solubilité de ces produits dans l'eau I(PATEL et ROrSIANOWSKI 1970), (LEE et cou. 2007)]. 

L'activité antimicrobienne des Parabens est plus élevée vis-à-vis des mycètes (moisissures ou 

levures) comparée aux bactéries. Aussi, les Parabens sont plus actifs contre les bactéries à 

gram positif qu'à gram négatif (les Pseudomonas peuvent utiliser les parabens comme, source 

de carbone) I(MIZUBA et SIIEIKI! 1987), (MOORE et PAYNE 2004)]. La germination des spores est 

beaucoup plus sensible aux parabens que la croissance végétative des mycètes ou des 

bactéries [(RUSSELL 1983), (SONI et coU. 2005)1. 

b. Mécanismes d'action: 

D'une façon générale, les auteurs rapportent que l'effet antimicrobien se traduit au niveau de 

transport membranaire et sur les processus métaboliques vitaux de la mitochondrie (SONI et colt. 

2005). 

Les parabens peuvent, irréversiblement, empêcher la glycolyse chez la bactérie cariogénique 

de la plaque dentaire: Streptococcus mutans GS-5. Ils peuvent également diminuer la 

capacité de cette bactérie d'abaisser le pH dans les suspensions cellulaires contenant le 

glucose excessif. Les auteurs ont rapporté que l'activité antimicrobienne du paraben pourrait 

être interprétée par des dommages irréversibles au niveau des principales enzymes du système 

phosphotransferase. 

Dans une autre étude réalisée par FURR et RUSSELL, 1972, les auteurs ont rapporté que le 

Propylparaben induit la fuite des constituants intracellulaires à travers la paroi cellulaire de la 

bactérie Serratia marcescens. Les parabens ont un effet inhibiteur significatif sur le 

métabolisme respiratoire et la plupart des enzymes oxydantes. 

c. Résistance: 

Dans plusieurs études différentes, les auteurs attribuent la résistance à l'hydrolyse de l'ester 

des parabens en acide 4-hydroxybenzoïque par une estérase chez les souches : Burkholderia 

cepacia et Enterobacter cloacae (CHAMAN 2003a). Récemment en 2006, DAVIN-REGLI et 

coll. ont rapporté qu'Enterobacler gergoviae montre une résistance intrinsèque aux parabens 

par un mécanisme d'efflux (DAVIN-REGLI et colt. 2006). 
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2.5.1.3. Utilisation: 

Les parabens ont été employés avec succès comme des conservateurs dans les produits 

cosmétiques pour plus d'un demi-siècle, soit individuellement ou en association (le 

Méthylparaben et le Propylparaben qui sont les plus utilisés) (GORMAN et SCOTT 2004). Aux 

Etats-Unis, plus de 35% des produits cosmétiques enregistrés contiennent un ou plusieurs 

formes de parabens (LUNDOV et colt. 2009). Ces parabens sont employés dans presque tous les 

types de produits cosmétiques (plus de 13200 formulations en 1984) (SON! et colt. 2001) avec une 

concentration maximale de 0,4% ou une concentration maximale totale de 0,8% selon la CEE 

(1 VU et coll. 2008). 

L'utilisation populaire des Parabens dans la conservation des produits cosmétiques résulte de 

leur basse toxicité, large spectre d'activité, inertie, acceptation de normalisation mondiale, 

biodégradabilité et coût bas. Un avantage additionnel est leur excellente stabilité chimique au 

pH (efficace entre pH de 4,5 à 7,5) et à la température. Ils sont fréquemment employés dans 

les émulsions, les crèmes et les lotions où il existe deux phases [(GIORDANO et cou. 1999), 

(GORMAN et SCOTT 2004)J. 

2.5.1.4. Toxicité: 

L'usage des Parabens au cours des années a montré une sécurité de leur utilisation en tant que 

conservateurs stables, efficaces, et non irritants (ROSS 2006). Mais comme tous produits, les 

Parabens ne sont pas à l'abri de la toxicité. BONNEVIE, 1940, a décrit le premier cas de la 

dermite de contact allergique aux Parabens (BORREMANS et cou. 2004). 

En général, ils sont responsables d'eczémas de contact allergiques, principalement dans les 

médicaments topiques appliqués sur la peau lésée, et notamment autour d'un ulcère de jambe 

et moins souvent incriminés dans les cosmétiques. II existe des réactions croisées entre les 

différents Parabens mais non entre les Parabens et les substances ayant un groupe «para- 

amino» (SASSEVILLE 2004). 

Les rapports récents ont indiqué que l'exposition aux Parabens peut moduler ou perturber le 

système endocrinien (activité oestrogénique) et peut avoir ainsi des conséquences nocives sur 

la santé I(DARBRE et colt. 2004), (SON! et colt. 2005), (DARBRE et HARVEY 2008), (CHARLES et DARBRE 

2009)1. À la concentration habituelle de 0,1 à 0,3% dans les produits cosmétiques, 

HANNUKSELLA et coll. ont détecté 0,3% de sujets positifs aux Parabens parmi 4097 

patients testés, cependant, 3,6% des sujets porteurs d'ulcères de jambes ou de dermites de 

stase réagissent au test aux parabens. MEYNADIER et coll., 1982, ont testé les Parabens à 

15% et ont détecté 1,9 % de réactions positives chez 475 sujets eczémateux (DUCOMBS 2000). 
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2.5.2. Propylène glycol (PG): 

2.5.2.1. Utilisation: 

Le propylène glycol est un solvant polaire non aqueux destiné à l'utilisation dans les 

applications de soin personnel (STEPHANIE et cou. 2005). Possédant la particularité d'attracteur 

d'eau, le propylène glycol est employé couramment dans les formulations cosmétiques (dans 

les lavages de corps, les gels douche, ou les savons pour empêcher la dessiccation du produit 

elle-même et la formation d'une couche sèche sur la surface) et pharmaceutiques comme 

solvant et vecteur, en particulier, pour des substances instables ou insolubles dans l'eau. Le 

propylène glycol est également employé comme inhibiteur de la fermentation et de la 

croissance des moisissures [(SAINI et colt. 1993), (LODÉN 2005), (LODÉN 2006), (ZOCCHI 2006)1. 

Effet sur la peau: 

Le propylène glycol peut réversiblement augmenter la perméabilité de la peau (BOZENA et colt. 

2005). Il est employé couramment comme amplificateur de pénétration dans les formulations 

dermatologiques topiques. Le propylène glycol imprègne aisément la peau et peut porter le 

principe actif avec lui (SANTOS et colt. 2009). 

2.5.2.2. Toxicité: 

Une étude réalisée entre 2000 et 2004, BOYVAT et coll. n'ont montré aucune sensibilité au 

propylène glycol pour 308 patients (BOYVAT et colt. 2005). Cependant, les données cliniques ont 

montré des réactions d'irritations cutanées et d'allergie au propylène glycol dans les sujets 

normaux à concentrations de 10% f(TRANCIK et 1IA1BACH 1982), (LODÉN 2006)1. 

3. Le bromure de N-cétyl-N,N,N-triméthylammonium (BCTA): 

Le bromure de N-cétyl-N,N,N-triméthylammonium (BCTA) est un composé d'ammonium 

quaternaire (AQ) (NICOLETTI et colt. 1993). Ce dernier est un agent tensio-actif cationique 

amphotère employé couramment dans le contrôle de la croissance bactérienne des 

environnements cliniques et industriels I(McBAIN et colt. 2004), (BABU et colt. 2009)1. 

3.1. Présentation chimique: 

3.1.1. Identification chimique: 

Le tableau (09) montre l'identification chimique et les propriétés physico-chimiques du 

BCTA. 
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3.1.2. Aspects chimique: 

Le BCTA est une molécule bipolaire qui possède deux pôles, un pôle contient une chaine 

hydrocarbonique hydrophobe de 16 carbones et un autre pôle constitué par un groupe polaire 

chargé positivement (TENNSTEDT 2008). Le BCTA peut être aussi considéré comme un 

ammonium substitué organiquement, dans lequel l'atome d'azote a la valence de cinq: quatre 

sont des radicaux substitués (R 1 , R2 et R3 : CH3, R4 : C16H33) et la cinquième est un petit 

anion : Br (Figure (07)) (MOORE et PAYNE 2004). 

3.1.3. Propriétés physico-chimiques: 

Le BCTA à des concentrations de 0,9 mM à 0,3 M forme de petites micelles sphériques de 

l'ordre de 2 à 6 nm. Au-delà de cette concentration, les micelles se développent et acquièrent 

la forme des fils. Au-dessus de 0,7 M, une phase cristalline liquide hexagonale se forme. Cette 

phase est composée de tiges très longues du BCTA (POKHRIYAL et cou. 2003). 
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Tableau (09) : l'identification chimique de BCTA I(APPLICHEM 2004), (D.ILI. 2008), 

(KEGLEY et cou. 2009)1 

Nombre d'enregistrement 
CE: 200-311-3 

Nom chimique Bromure dhcxadécyltrimcthylammonium 

Synonymes . 	1-Hexadecanammium, N,N,N-trimethyl-, bromide, 
• Cl 6-alk5,ltrimethylammonium bromide, 
• CEE-DEE, 
• Cetab, 
• 	Cetrimide, 
• Cetyl trimethyl ammonium bromide, 
• Cetyltrimethylammoniumbromide, 
• Hexadecyl trimethyl ammonium bromide 

Classe chimique ammonium quaternaire 

Formule Cl.)H42BrN 

Poids moléculaire [g/molJ 364.46 

Aspect Une poudre cristalline blanche ou presque blanche 
Odeur non disponible 
Point de fusion 230°C 

O 

• 	•9 
E 

Solubilité 15 g/l dans l'eau (25 °C), et aisément soluble dans l'alcool. 
pH optimale 4-6 (100 g/1) 
Point de décomposition >200°C 

pw 
Point d'ébullition non disponible 
Densité relative env. 0,5 
Stabilité Stable aux températures normales 
Conditions/ matières à éviter 1 Echauffement. Oxydants forts. 
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3.2. Données biologiques: 

3.2.1. Spectre d'activité: 

Les ammoniums quaternaires (AQs) ont principalement une activité antibactérienne vis-à-vis 

des bactéries à gram positif, alors que cette activité est nettement moins importante vis-à-vis 

des bactéries à gram négatif (Pseudomonas aeruginosa et Proteus mirabilis en particulier) 

I(NICOLETfI et coll. 1993), (TENNSTEDT 2008)1. Les AQs sont sporostatiques, ils empêchent le 

développement des cellules végétatives aux spores (RIJSSELL 1983). De même, ils ont une 

activité trypanocidale mais ne sont pas mycobactéricides avec une action 

mycobactériostatique. Les AQs possèdent des propriétés antifongiques, plutôt fongistatiques 

que fongicides (MOORE et PAYNE 2004). 

Les virus résistent plus au AQs que les bactéries et les mycètes, seuls les virus liphophiles qui 

montrent une sensibilité élevée vis-à-vis des AQs (tels que le virus de l'herpès et les 

adénovirus) (MAILLARD 2004b). Les AQs sont plus efficaces aux pH alcalins et neutres qu'en 

milieu acide (MOORE et PAYNE 2004). 

Plusieurs auteurs ont montré que la souche Pseudomonas sp. peut utiliser certains composés 

d'ammoniums quaternaires comme source de carbone. WINTER, 1962, n'a trouvé aucune 

dégradation de BCTA à une concentration de 10 .tg/ml par des espèces de Pseudomonas. 

Cependant, dans une autre étude, DESBORDES et JOURDAN, 1974, ont signalé que le 

BCTA a été assimilé par cette souche. (DEAN-RAYMOND et ALEXANDER 1977). 

3.2.2. Mécanismes d'action: 

Les microorganismes exposés aux agents cationiques subissent une séquence d'opérations qui 

altèrent leurs fonctions vitales. Ce mécanisme proposé par SALTON (1968) se résume 

comme suit : (1) adsorption et pénétration de l'agent dans la paroi cellulaire; (2) réaction avec 

la membrane cytoplasmique (lipide ou protéine) suivie de sa déstabilisation; (3) fuite des 

composés intracellulaires de faibles poids moléculaire; (4) dénaturation des protéines et des 

acides nucléiques; et (5) autolyse provoquée par les enzymes autolytiques (McDONNELL et 

RUSSELL 1999). 

De même, le BCTA présente l'avantage d'agir sur la membrane des microorganismes en 

dénaturant les protéines cytoplasmiques (CHAPMAN 2003a). L'ensemble de ces actions implique 

l'intervention des interactions ioniques entre le biocide chargé positivement et les 

biomolécules chargées négativement. 
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Tableau (13) : Zones d'inhibition (mm) de: Tmidazolidinyl urée, Diazolidinyl urée, 

Germaben Il®  et BCTA vis-à-vis de C.albicans sur MHA 

N 	Conservateurs 

Concentration  

Imidazolidinyl 
urée 

finales (mg/ml)  

Diazolidinyl 
urée 

Germaben ®  BCTA 

1,25 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 

2,5 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 

5 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 07,0(+) 

10 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 08,0(+) 

20 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 09,0(+) 

40 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 11,0(++) 

80 06,0(-) 08,0(+) 06,0(-) 13,0(+++) 

160 06,0(-) 10,0(++) 10,0(++) 15,0( . + +) 

06,0 : aucune zone d'inhibition n'est observée 
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1.1.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et fongicides 

(CMF) par la méthode des microdilutions sur milieu liquide: 

L'étude de la CMI et de la CMF de nos conservateurs vis-à-vis de C.albicans a été réalisée 

sur trois milieux de culture: RPMI-1640 «Roswell Park Mémorial Institut», Bouillon 

Trypticase Soja (TSB) et le Bouillon Sabouraud (BS). 

Le tableau (14) représente les CMI et les CMF des quatre conservateurs (Imidazolidinyl urée, 

Diazolidinyl urée, Germaben Il ®  et BCTA) vis-à-vis de C.albicans sur les trois milieux de 

culture: RPMI, TSB et BS. 

1.1.2.1. Milieu de culture RPMI: 

L'Imidazolidinyl urée et le Germaben Il ®  montrent dans le milieu RPMI une faible activité 

antifongique par rapport au Diazolidinyl urée vis-à-vis de C.albicans. L'Imidazolidinyl urée 

et le Germaben Il®  possèdent des CMI des CMF identiques (12,5 et 25 mg/ml). Cependant, 

les concentrations minimales inhibitrices et fongicides du Diazolidinyl urée sont de 0,097 

mg/ml et 0,195 mg/ml respectivement. Nous pouvons dire que le milieu de culture (RPMI) est 

le plus adéquat pour les tests de Diazolidinyl urée vis-à-vis de C.albiacans. 

Des travaux antérieures ont montré qu'une molécule d'Imidazolidinyl urée peut libérer deux 

molécules de formaldéhydes dans des conditions appropriés, cependant, une molécule de 

Diazolidinyl urée peut libérer quatre molécules de formaldéhyde dans des conditions 

appropriées (KARLBERG et colt. 1998). 

Nos résultats montrent que l'activité du Diazolidinyl urée est plus élevée que celle de 

l'Imidazolidinyl urée d'un facteur de 130 fois environ vis-à-vis de C.albicans. Ces résultats 

nous laissent penser que l'activité de l'Imidazolidinyl urée et du Diazolidinyl urée est due aux 

formaldéhydes libérés ainsi qu'à leurs molécules de décomposition : le HU [(4-

hydroxymethyl-2,5-dioxo-imidazolidin-4-yl)-urea] pour I'Imidazolidinyl urée et le BHU [1-

(3,4-bis-hydroxymethyl-2,5-dioxo-imidazol idin-4-yl)- 1 ,3-bis-hydroxymethyl-urea] pour le 

Diazolidinyl urée. 

Nos résultats sur les CMI et les CMF du Germaben IC vis-à-vis de Candida albicans sont 

très élevés ceci pourrait s'expliquer par le caractère hydrophobe du Méthylparaben (MP) et du 

Propylparaben (PP) contenus dans les milieux de cultures (LLABRES et cou. 1985).. 

Le BCTA montre dans le milieu RPMI des CMI et des CMF très basses (CMI = 0,076 j.tg/ml 

et CMF = 0,15) et de ce fait les activités antifongiques les plus élevées par rapport aux autres 

conservateurs. 
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Le BCTA exerce son activité antifongique par déstabilisation de la bicouche lipidique de la 

membrane plasmique des levures par l'association de la charge positive de l'azote quaternaire 

avec les principaux groupes polaires des phospholipides. La queue hydrophobe (chaine 

aikylique) du BCTA agit plus tard sur le coeur hydrophobe de la membrane (les chaînes 

d'acide gras) par des interactions hydrophobes et déstabilisent les interactions entre les lipides 

et les protéines membranaires (McBAIN et cou. 2004). 

1.1.2.2. Milieu de culture TSR: 

La CMI et CMF de l'Imidazolidinyl urée et de Germaben Il ®  vis-à-vis de C.albicans sur le 

milieu TSB sont identiques (12,5 mg/ml). 

La CMI et la CMF du Diazolidinyl urée sont: 1,562 mg/ml et 3,125 mg/ml, respectivement. 

Ces concentrations sont 16 fois supérieures à celles obtenues sur le milieu de culture RPMI. 

La CMI et CMF de BCTA sur le milieu TSB sont: 1,52 j.tg/ml et 3 p.g/ml, respectivement, 

elles sont supérieures à celles obtenues sur le milieu RPMI. 

1.1.2.3. Milieu de culture BS: 

L'Imidazolidinyl urée et le Germaben Il ®  montrent sur le milieu BS vis-à-vis de C.albicans 

une CMI et une CMF identiques et égales à 12,5 mg/ml, les CMI et la CMF du Diazolidinyl 

urée sont également identiques et égales à 3,125 mg/ml. 

Les activités de l'Imidazolidinyl urée et le Diazolidinyl urée vis-à-vis de C.albicans sont 

inférieures par rapport à celles obtenues avec la méthode de dilution. Nous pensons. que le 

formaldéhyde libéré par l'Imidazolidinyl urée et le Diazolidinyl urée diffuse mieux dans un 

milieu liquide que dans un milieu solide. 

Nous remarquons également que l'activité du Germaben Il®  sur milieux solide vis-à-vis de 

C.albicans est relativement faible du fait que le Méthylparaben et le Propylparaben diffusent 

mal dans la gélose du milieu de culture. 

La CMI de BCTA vis-à-vis de C.albicans sur le milieu BS est de l'ordre de 6,1 igIml. La 

CMF est dans ce cas identique à la CMI. 

La CMI du BCTA vis-à-vis de C.albicans est de 1,52 p.g/ml sur le milieu TSB. Ces résultats 

ne semblent pas en accord avec ceux obtenus par NICOLETTI et coll. (32 .1g/m1 sur TSB), 

ceci est dû à la quantité d'inoculum utilisé (106  cellules/ml). En effet, la méthode que nous 

avons utilisée (CLSI) préconise l'utilisation de 5 x 102  à 2,5 x 103 cellules/ml. 
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Les activités de BCTA vis-à-vis de C.albicans sont inférieures par rapport à celles obtenues 

avec la méthode de dilution. Le BCTA forme des structures micellaires aux concentrations de 

0,3 mg/ml à 110 Mg/Ml (POKHRIYAL et cou. 2003). En conséquence, ces structures peuvent 

influencer la diffusion de ce conservateur dans la gélose de milieu de culture solide, ce *  qui se 

traduit par la diminution de son activité. 

Conclusion: 

A l'issue des résultats obtenus, et par comparaison des CMI des différents milieux de culture, 

nous pouvons dire que les trois milieux de culture n'influencent pas sur l'activité des 

conservateurs : Imidazolidinyl urée et Germaben Il®,  vis-à-vis de C.albicans. 

En revanche, nous pouvons conclure que le milieu de culture RPMI représente le milieu 

adéquat pour les tests d'évaluation de l'activité antifongique des deux conservateurs 

Diazolidinyl urée et BCTA, vis-à-vis de C.albicans. 

Pour déterminer la nature fongicide ou fongistatique de nos conservateurs, on calcule le 

rapport CMB/CMI (FAUCHER et AVRIL, 2002). Si ce rapport est inférieur ou égal à 2, .l'agent 

conservateur est considéré comme fongicide; si ce rapport est supérieur à 2, l'agent 

conservateur est considéré comme fongistatique. 

Le tableau (15) comprend les rapports CMF/CMI des quatre conservateurs : Imidazolidinyl 

urée (lU), Diazolidinyl urée (DU), Germaben Il ®  (GB) et Bromure de N-cétyl-N,N,N-

triméthylammonium (BCTA) vis-à-vis de C.albicans, Nous constatons que ces 

conservateurs possèdent une activité fongicide vis-à-vis de Candida albicans ATCC 10231 et 

ceci sur les trois milieux de culture : RMPI, TSB et BS. 
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Tableau (14) Concentrations minimales inhibitrice (CMI) et fongicides (CMF) 

Imidazolidinyl urée, Diazolidinyl urée, Germaben Il ®  et BCTA vis-à-vis de la souche 

C.albicans sur les trois milieux de culture : RPMI, TSB et BS. 

culture ~Milie~uxde 
RPMI TSB BS 

Conservateurs 

Imidazolidinyl urée CMI 12,5 12,5 12,5 

et Germaben Il® 

(mg/MI) CMF 25 12,5 12,5 

Diazolidinyl urée CMI 0,097 1,562 3,125 

(mg/MI) 
CMF 0,195 3,125 3,125 

BCTA CMI 0,076 1,52 6,1 

(tg/ml) 
CMF 0,15 3 6,1 

RPMI : « RPMI-1 640>) Roswell Park Memorial Institut; TSB : Bouillon Trypticase Soja; BS : Bouillon Sabouraud. 

Tableau (15) : Rapports CMF/CMI vis-à-vis de C.albicans 

Milieux de culture 

conservateurs 

RPMI TSB BS 

Imidazolidinyl urée 2 1 1 

Diazolidinyl urée 2 2 1 

Germaben 118  2 1 

BCTA 2 2 

ma 
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1.1.3. Détermination de la CMF par la méthode des courbes (Time-kili curve): 

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés à déterminer les CMF des trois conservateurs 

Imidazolidinyl urée, Diazolidinyl urée et BCTA vis-à-vis de C.albicans par la méthode de 

Time Kil! curve. 

Nous n'avons utilisé le Germaben 11 0  dans cette étude puisque c'est une substance huileuse et 

sa distribution dans les milieux liquides est hétérogène, par conséquent, il montre une activité 

instable au cours de l'expérimentation. 

Les figures (08), (09) et (10) représentent l'influence des trois conservateurs (Imidazolidinyl 

urée, Diazolidinyl urée et BCTA) sur la croissance de C.a!bicans. Nous remarquons sur la 

courbe témoin (courbe (a)), qui correspond à la croissance cellulaire sur Bouillon Sabouraud, 

qu'après incorporation de l'inoculum au temps zéro à la concentration de 2x106  cellules/ml, 

les levures passent par une phase de latence d'environ deux heures caractérisée par un nombre 

constant des cellules de départ. 

Ensuite, les cellules entrent en phase de croissance exponentielle par six générations 

successives, pour atteindre un maximum de cellules au bout de 8 heures d'incubation. Ce taux 

reste inchangé durant une phase stationnaire allant jusqu'à 10 heures d'incubation à 30°C 

sous agitation continue (130 tours/min). Le temps de génération est donc égal à une heure. 

En absence de conservateurs et après une heure d'incubation à 30°C sous agitation continue 

(130 tours/min), la taille des cellules grandit avec apparition de bourgeons. Au bout de 2 

heures d'incubation toutes les cellules bourgeonnent (nous avons également noté la présence 

de quelques agrégats cellulaires). Il est à noter que pendant les 2 premières heures, le nombre 

de levures déterminé par numération cellulaire, est constant et égal à 2 x 106  cellules/ml. 

Trois heures après, les observations microscopiques montrent l'apparition de cellules filles 

juste aux côtés des cellules mères. Ceci explique l'augmentation du nombre de cellules par 

ml. Le nombre de cellules de la levure augmente donc d'une manière exponentielle jusqu'à 8 

heures d'incubation. Cet état reste stationnaire, et les cellules ont la même apparence que les 

cellules de départ jusqu'à 10 heures d'incubation. 

Les courbes (b), (c), (d) et (e) de la figure (08) représentent l'effet de l'Imidazolidinyl urée à 

différentes concentrations sur la croissance de C.a!bicans. Nous constatons qu'après une 

phase de latence de 3 à 6 heures, le degré d'inhibition passe de 18,4% à 3 mg/ml à 81,17% à 

20 mg/ml, par rapport à la culture témoin au bout de 10 à 12 heures d'incubation. A 30 et 40 

mg/ml, le Diazolidinyl urée exerce une inhibition totale de la croissance. 
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Les courbes (b), (c) et (d) de la figure (09), représentent l'effet du Diazolidinyl urée aux 

concentrations de 2, 3 et 4 mg/ml sur la croissance de C.albicans. Nous remarquons que le 

degré d'inhibition passe de 26,34% à 2 mg/ml à 49,38% à 4 mg/ml, par rapport à la culture 

témoin et cela au bout de 10 à 24 heures d'incubation. Le Diazolidinyl urée aux 

concentrations de 5 mg/ml et 6 mg/ml, exerce une inhibition totale de la croissance des 

levures durant les 48 heures. 

Les courbes de la figure (l 0) montrent une inhibition totale de la croissance de C.albicans par 

le BCTA à des concentrations de 0,0025 à 10 mg/ml. 

Conclusion: 

Nous pouvons dire que: 

L'Imidazolidinyl urée possède une activité fongicide à la concentration de 30 mg/ml sur 

milieu BS. 

" Le Diazolidinyl urée possède une activité fongicide à la concentration de 5 mg/ml sur 

milieu BS. 

Le BCTA est un agent fongicide à la concentration de 0,025 mg/ml sur milieu BS. 

V' Nous constatons que les CMF obtenues par la méthode de «Time Kil! Curves» et celles 

obtenues par la méthode des micro-dilutions de CLSI, sont différentes. Nous pouvons donc 

dire que 

• Pour la méthode de Time Kil! Curves, l'agitation continue accélère le métabolisme 

cellulaire de Candida albicans en provoquant des fermentations qui diminuent le pH du 

milieu, et par conséquent, influe sur l'activité antifongique des conservateurs. 

• Les inocula pour les deux méthodes sont différents. Ils sont de 2 x 106  cellules/ml pour la 

méthode de «Time Kil! Curves » et de 5 x 102  à 2,5 x 103  cellules/ml pour la méthode des 

micro-dilutions, et donc les CMF de chaque méthode dépendent de la concentration de 

l'inoculum. 
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Figure (08) : Croissance des levures de C.albicans à 30°C sur milieu BS en présence de 

concentrations croissantes de l'Im idazolidinyl urée. 
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Figure (09) : Croissance des levures de C.albicans à 30°C sur milieu BS en présence de 

concentrations croissantes du Diazolidinyl urée. 
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Figure (10) : Croissance des levures de C.albicans à 30°C sur milieu BS en présence de 

concentrations croissantes de BCTA. 
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1.2. Activité antibactérienne: 

Le choix des souches est basé sur les recommandations connues pour les tests d'efficacité des 

conservateurs antimicrobiens dans les produits cosmétiques. Parmi elles, la Cosmetic, 

Toiletry, and Fragrance Association (CFT4), la US. Pharmacopeia ('USP,), la Japanese 

Pharmacopoeia (JP), la Pharmacopée Européenne (PE) et Scientflc Comittee on Cosmetics 

Products and Non Food Products intended for consumers (SCCNFP) I(SUTFON 2006) 

(DELARRAS 2007)1. 

Ces souches représentent les principaux contaminants des produits cosmétiques. Ainsi, deux 

bactéries gram négatifs: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 

25922, une souche à gram positif: Staphylococcus aureus ATCC 25923, ont été choisies au 

cours de cette étude. 

Nous avons utilisé deux techniques pour étudier l'activité antibactérienne des 

conservateurs, Imidazolidinyl urée, Diazolidinyl urée, Germaben Il ®  et BCTA; il s'agit de la 

technique 

• de diffusion sur gélose Muller Hinton (méthode des disques), pour l'évaluation qualitative. 

odes micro-dilutions sur milieu liquide, pour l'évaluation quantitative (détermination des 

CMI et CMB). 

1.2.1. Technique de diffusion sur gélose Mueller Hinton (méthode des disques): 

Les concentrations des conservateurs utilisées dans les disques varient de 1 ,25 à 160 mg/ml. 

Les résultats relatifs à l'activité antibactérienne des quatre conservateurs vis-à-vis d'E.coli par 

la méthode des disques sont présentés dans le tableau (16). 

Jusqu'à Smg/ml, l'Imidazolidinyl urée et le Diazolidinyl urée ne montrent aucune activité vis-

à-vis d'E.coli. En revanche une activité élevée est enregistrée à 40 mg/ml ainsi qu'une forte 

activité à 80 et 160 mg/ml. 

Le Germaben Il®  et le BCTA ne montrent aucune activité aux concentrations allant de 1,25 à 

20 mg/ml. A 160 mg/ml, le Germaben Il®  montre une activité élevée et le BCTA montre une 

faible activité, vis-à-vis d'E. cou. 

Le BCTA est le conservateur le moins actif vis-à-vis d'E.coli par rapport aux autres 

conservateurs (lU, DU et GB). 
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Tableau (16) : Zones d'inhibition (mm) de: l'Jmidazolidinyl urée, Diazolidinyl urée, 

Germaben Il®  et BCTA vis-à-vis d'E.coli sur MHA 

N Conservateurs 

Concentration  

Imidazolidinyl 
urée 

finales (mg/ml)  

Diazolidinyl 
urée 

Germaben Il ®  BCTA 

1,25 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 

2,5 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 

5 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 

10 09,0(+) 08,0(+) 06,0(-) 06,0(-) 

20 12,0( . + +) 11,0 (+ +) 06,0(-) 06,0(-) 

40 14,0( . + +) 14,0( . + +) 09,5(+) 08,0(+) 

80 18,5( . + + +) 21,0( . + + +) 11,0(++) 09,0(+) 

160 20,0( . + + +) 22,0( . + + +) 13,5( . + +) 09,0(+) 

06,0 : aucune zone d'inhibition n'est observée 
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Le tableau (17) présente l'activité antibactérienne des quatre conservateurs: Imidazolidinyl 

urée, Diazolidinyl urée, Germaben IT ®  et BCTA vis-à-vis de P.aeruginosa par la méthode des 

disques. 

Aucune activité antibactérienne n'est observée aux concentrations de l'Imidazolidinyl urée 

allant de 1,25 à 10 mg/ml. Cependant, à 160 mg/ml, l'Imidazolidinyl urée montre une activité 

élevée vis-à-vis de P.aeruginosa. 

Dans l'intervalle de 1,25 à 5 mg/ml, le Diazolidinyl urée ne montre aucune activité 

antibactérienne vis-à-vis de P.aeruginosa. Toutefois, ce conservateur révèle une forte activité 

à 160 mg/ml. 

L'activité antibactérienne pour le Germaben lI®  vis-à-vis de P.aeruginosa n'est observée qu'à 

partir de 80 mg/ml. Cette activité est élevée à 160 mg/ml. 

Le BCTA ne possède aucune activité antibactérienne vis-à-vis de P.aeruginosa aux 

concentrations inférieures à 20 mg/ml. Au-delà de cette concentration, ce conservateur montre 

une faible activité antibactérienne à 160 mg/ml. 
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Tableau (17) : Zones d'inhibition (mm) de l'Imidazolidinyl urée, Diazolidinyl urée, 

Germaben JI®  et BCTA vis-à-vis de P.aeruginosa sur MHA 

N Conservateurs 

Concentration 

Imidazolidinyl 
urée 

finales (mg/ml)  

Diazolidinyl 
urée 

Germabenll® BCTA 

1,25 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 

2,5 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 

5 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 06,0(-) 

10 06,0(-) 10,0(++) 06,0(-) 06,0(-) 

20 09,0(+) 11,0(++) 06,0(-) 06,0(-) 

40 10,0(++) 13,0( . + +) 06,0(-) 07,0(+) 

80 12,0(+++) 15,0(+++) 10,0(++) 08,0(+) 

160 14,0( . + +) 18,0( . + + +) 12,0( . + +) 09,0(+) 

06,0 : aucune zone d'inhibition n'est observée 
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Les résultats relatifs à l'activité antibactérienne des quatre conservateurs vis-à-vis de S.aureus 

sont présentés dans le tableau (18). 

Les deux conservateurs l'Imidazolidinyl urée et le Diazolidinyl urée ne montrent aucune 

activité antibactérienne vis-à-vis de S.aureus aux concentrations de : 1,25, 2,5 et 5 mglml. 

Cependant, ces deux conservateurs s'avèrent de forte activité aux concentrations supérieures 

à2OmgIml. 

Pour des concentrations inférieures à 20 mg/ml, le Germaben JI®  ne montre aucune activité 

antibactérienne vis-à-vis de S.aureus. A 160 mg/ml, ce conservateur présente une forte 

activité. 

Contrairement aux autres conservateurs, le BCTA, est le seul qui possède une activité à 1,25 

mg/ml vis-à-vis de S.aureus. Cette activité est élevée à 160 mg/mi. 

Selon MOORE et PAYNE, 2004, l'Imidazolidinyl urée à 10 mg/ml par disque, montre une 

zone d'inhibition de l'ordre de 7,6 mm vis-à-vis de S. aureus (MRSA) (NIOORE et PAYNE 2004), 

alors que nous avons obtenus un diamètre de l'ordre de 1 Imm. Ces résultats sont probables 

étant donné que S. aureus (MRSA) est une souche connue pour sa résistance. 

Conclusion: 

1 L'Imidazolidinyl urée et le Diazolidinyl urée présentent une activité antibactérienne forte 

et identique vis-à-vis des deux souches E.coli et S.aureus à 160 mg/ml. A cette 

concentration, l'Imidazolidinyl urée montre une activité élevée et le Diazolidinyl urée 

montre une forte activité vis-à-vis de P.aeruginosa. 

y' Le Germaben Il®  a une activité élevée à 160 mg/ml vis-à-vis des deux souches à gram 

négatif: E.coli et P.aeruginosa et une forte activité vis-à-vis de S.aureus. 

V' Le BCTA présente une faible activité antibactérienne vis-à-vis des deux souches à gram 

négatif: E.coli et P.aeruginosa et une activité élevée vis-à-vis de S.aureus à la 

concentration de 160 mg/ml. 
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Figure (20) : Effet de la concentration croissante de Diazolidinyl urée sur la perte de 

l'hémoglobine chez le globule rouge 
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3.3. Effet de Germaben IÏ (GB) sur les globules rouges: 

La figure (21) représente l'effet de Germaben lI ®  préparé à différentes concentrations, sur la 

libération de l'hémoglobine par le globule rouge. 

La courbe témoin montre la courbe où il n'y a aucune addition de conservateur. Nous 

n'observons pas d'hémoglobine dans le milieu extracellulaire durant les 120 minutes 

d'incubation. 

Les courbes (a), (b), (c) et (d) représentent l'effet de Germaben Il ®  de 0,39 à 3,125 mg/ml. 

Nous remarquons que les érythrocytes perdent près de 5% de leur hémoglobine après 5 

minutes d'incubation et 22% à 32% au bout de 120 minutes. 

Les courbes (e) et (f) représentent l'effet de Germaben Il ®  de 6,25 à 12,5 mg/ml. Les globules 

rouges perdent autour de 12% de leur hémoglobine après 5 minutes d'incubation. Ce taux 

atteint 48,71% et 66,58% au bout de 120 minutes d'incubation. 

Sur la base des résultats obtenus de l'Imidazolidinyl urée, le Diazolidinyl urée et le Germaben 

Il®, il apparait que la lyse des globules rouges est croissante avec des concentrations des 

conservateurs. 
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3.4. Effet de BCTA sur les globules rouges .• 

La figure (22) représente à 37 °C l'effet de BCTA préparé à différentes concentrations sur le 

globule rouge. 

La courbe témoin représente la courbe où il n'y a aucune addition de conservateur. Nous 

n'observons pas d'hémoglobine dans le milieu extracellulaire durant les 120 minutes 

d'incubation. 

Les courbes (a), (b), (c), (d), (e) et (f) représentent l'effet de BCTA de 0,00015 à 0,156 

mg/ml. Les globules rouges perdent prés de 20% à 30% de leur hémoglobine après 5 minutes 

d'incubation. Ce taux reste constant durant les 120 minutes d'incubation. 

La courbe (g) représente l'effet de BCTA préparé à une concentration de 0,625 mg/ml. 

L'hémolyse est estimée autour de 20% après 5 minutes d'incubation, et reste constante durant 

120 minutes. 

La courbe (h) représente l'effet de BCTA à 2,5 mg/ml. Le taux d'hémoglobine extracellulaire 

est autour de 12% au cours de 120 minutes d'incubation. 

Sachant que l'ammonium quaternaire, le BCTA, possède des propriétés physico-chimiques 

particulières, qui favorisent la formation des structures micellaires aux concentrations de 0,3 

Mg/Ml à 110 Mg/Ml (POKHRIYAL et colt. 2003). En effet, nous pensons que le BCTA va établir 

des complexes structuraux qui réduisent son activité vis-à-vis des globules rouges. 

Des agrégats micellaires de BCTA se forment avec les composants hydrophobes de la 

membrane et provoquent la lyse cellulaire. Cette dernière se produit par la fuite progressive 

des constituants cytoplasmiques ((MeBAIN et colt. 2004), (BABU et colt. 2009)1. 

En outre, le BCTA est capable de provoquer la coagulation des protéines cytoplasmiques par 

des interactions irréversibles avec les protéines, bien que les concentrations exigées pour 

réaliser cette coagulation soient généralement beaucoup plus élevées que ceux requises pour 

causer la fuite de la membrane. 

La précipitation cytoplasmique peut être également évidente dans certaines études qui se sont 

intéressées à la fuite cellulaires par des agents actifs sur la membrane. La fuite des 

constituants cytoplasmiques des cellules traitées par le BCTA peut s'augmenter avec 

l'augmentation de la concentration de ce conservateur jusqu'à une concentration' où la 

précipitation cytoplasmique se produit [(CHAPMAN 2003a), (LAMBERT 2004a)l. 
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Conclusion: 

De l'ensemble de nos résultats nous concluons que: 

V' L'lmidazolidinyl urée n'induit qu'une faible libération de l'hémoglobine au bout de 120 

minutes d'incubation. 

V' Le Diazolidinyl urée induit une libération massive de l'hémoglobine par rapport 

l'Imidazolidinyl urée qui atteint un taux de 83% aux concentrations de 12,5 mg/ml et 6,25 

mg/ml. 

V' La cytotoxicité de Germaben Il ®  vis-à-vis des globules rouges est élevées au bout de 120 

minutes par rapport les premières 60 minutes d'incubation. 

V' En dessous de la concentration de 0,156 mg/ml, le BCTA commence à provoquer la lyse 

cellulaire de manière décroissante. 
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Figure (23) : Effet de la concentration croissante de BCTA sur la perte de l'hémoglobine 

chez le globule rouge 
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Conclusion génraIe 

Ce travail a porté sur l'évaluation de l'activité antimicrobienne (antifongique et 

antibactérienne) de quatre conservateurs largement utilisés dans les produits cosmétiques; il 

s'agit de: l'Imidazolidinyl urée (lU), du Diazolidinyl urée (DU), du Germaben ®  (GB) et du 

Bromure de N-cétyl-N,N,N-triméthylammonium (BCTA) ceci d'une part, et sur la 

cytotoxicité de ces conservateurs vis-à-vis du globule rouge humain d'autre part. 

L'activité antimicrobienne a été évaluée sur une levure : Candida albicans, et sur trois 

bactéries : Escherichia cou, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. 

Différents milieux de culture ont été utilisés. 

Il ressort de ce travail les points suivants: 

• Les résultats relatifs aux concentrations de l'lmidazolidinyl urée et du Germaben®  vis-à-vis 

de Candida albicans, montrent que la protection des produits cosmétiques par ces 

conservateurs est très insuffisante. En revanche le Bromure de N-cétyl-N,N,N-

triméthylammonium est capable de protéger les produits cosmétiques contre les 

contaminations microbiennes. 

• L'lmidazolidinyl urée est plus actif sur les bactéries que sur la levure, toutefois son spectre 

antimicrobien est plus réduit que celui du Diazolidinyl urée. Le Germaben®  est le moins 

actif de tous les conservateurs, alors que le Bromure de N-cétyl-N,N,N-triméthylammonium 

reste le plus actif (BCTA > DU> lU > GB). 

'L'activité antibactérienne et antifongique des conservateurs vis-à-vis des quatre souches 

testées est nettement meilleure dans les milieux de culture liquides que dans les milieux de 

culture solides. 

'Les milieux de culture utilisés n'ont eu aucun effet significatif de l'Imidazolidinyl urée vis-

à-vis de C.albicans, E.coli et S.aureus. Par contre sur milieu MH ce conservateur possède 

l'activité la plus élevée vis-à-vis de P.aeruginosa. 

'La meilleure activité du Diazolidinyl urée vis-à-vis de C.albicans et de S.aureus est obtenue 

sur les milieux de culture RPMI et TSB, respectivement. Cependant, aucune influence 

significative des milieux de culture n'a été enregistrée sur l'activité du Diazolidinyl urée 

vis-à-vis: E.coli et P.aeruginosa. 

'Aucune influence significative des milieux de culture n'a été enregistrée sur l'activité du 

Germaben® vis-à-vis des quatre souches testées. 

• La meilleure activité du Bromure de N-cétyl-N,N,N-triméthylammonium a été enregistrée: 

sur le milieu de culture RPMI vis-à-vis de C.albicans, sur milieu MH vis-à-vis de E.coli et 

de P.aeruginosa et sur milieu TSB vis-à-vis de S.aureus. 

-109- 



Conclusion générale 

'L'acide gallique exerce un effet synergique avec l'Imidazolidinyl urée et avec le 

Diazolidinyl urée vis-à-vis des deux souches : E.coli et S.aureus et un effet cumulé vis-à-vis 

de P.aeruginosa. Nous suggérons de l'utiliser dans les formulations cosmétiques en 

association avec ces deux conservateurs pour deux raisons: réduire la concentration de 

l'Imidazolidinyl urée et du Diazolidinyl urée dans les produits cosmétiques et comme un 

ingrédient antioxydant compatible avec ces deux conservateurs. 

• Concernant la cytotoxicité, les concentrations autorisées dans les produits cosmétiques 

induisent une libération de l'hémoglobine des globules rouges à des taux de : 33 à 36% pour 

l'Imidazolidinyl urée, 75 à 82% pour le Diazolidinyl urée, 48% pour le Germaben ®  et 24% 

pour le Bromure de N-cétyl-N,N,N-triméthylammonium 

Perspectives 

Il serait intéressant 

- d'élargir cette étude à d'autres conservateurs et d'autres souches de bactéries et de levures. 

-Tester certains extraits de plantes, les huiles essentielles, l'alcool, certaines enzymes, peuvant 

contribuer à la conservation microbiologique 

- La stabilité microbiologique des produits cosmétiques. 

- Nécessité de mettre en oeuvre des études expérimentales sur les cosmétiques dans le but de 

mieux préciser le risque d'allergie et le seuil de toxicité. 
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Milieux de culture 

Bouillon Nutritif (BN, Fluka) : 

Formule (en g!!) 
Peptone 15,0 
Extrait de levure 3,0 
Chlorure de sodium 6,0 
Glucose 1,0 
Eau Distillée qsp IL 
pH = 7,5 (±0,2) à 37°C 
Suspendre 25g de la poudre dans un litre d'eau distillée, en suite stériliser par autoclavage à 121 °C 
pendant 15 min. 

Gélose Nutritive (GN, Fluka) 

Formule (en gJl) 
Peptone 15,0 
Extrait de levure 3,0 
Chlorure de sodium 6,0 
Glucose 1,0 
Agar 15,0 
Eau Distillée qsp IL 
pH = 7,5 (±0,2) à 37°C 
Suspendre 40g de la poudre dans un litre d'eau distillée, en suite chauffer sous agitation jusqu'à 
ébullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage à 121 °C pendant 15 min. 

Bouillon Sabouraud: 

Formule (en gJl) 
Peptone (Fluka) 10,0 
Extrait de levure (Fluka) 3,0 
Glucose (Sigma-Aldrich) 20,0 
Eau Distillée qsp IL 
pH = 5,8 (±0,2) à 37°C 
Suspendre la poudre dans un litre d'eau distillée, chauffer si c'est nécessaire pour la dissolution totale 
du milieu et stériliser par autoclavage à 121 °C pendant 15 min. 

Gélose Sabouraud: 

Formule (en CLi) 
Peptone (Fluka) 	 10,0 
Extrait de levure (Fluka) 	 3,0 
Glucose (Sigma-Aldrich) 	 20,0 
Agar 	 15,0 
Eau Distillée 	 qsp IL 
pH = 5,8 (±0,2) à 37°C 
Suspendre la poudre dans un litre d'eau distillée, en suite chauffer sous agitation jusqu'à ébullition 
pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage à 121 °C pendant 15 min. 
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Bouillon Mucher Hinton (BMH, Fluka): 

Formule (enWI) 
Infusion de viande de boeuf 	 2,0 
Hydrolysat de case me 	 17,5 
Amidon 	 1,5 
Eau Distillée 	 qsp IL 
pH = 7,4 (±0,2) à 37°C 
Suspendre 23 g de la poudre dans un litre d'eau distillée, en suite stériliser par autoclavage à 121 oc 
pendant 15 min. 

Gélose Mueller Hinton (GMH, Fluka) : 

Formule (en g/l) 
Infusion de viande de boeuf 	 4,0 
Hydrolysat de caseine 	 17,5 
Amidon 	 1,5 
Agar 	 15,0 
Eau Distillée 	 qsp IL 
pH = 7,5 (±0,2) à 37°C 
Suspendre 38g de la poudre dans un litre d'eau distillée, en suite chauffer sous agitation jusqu'à 
ébullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage à 121 oc pendant 15 min. 

Bouillon au coeur cerveau: (BHIB, INSTITUT PASTEUR D'ALGERIE) 

Formule (en g/l' 
Extrait de cerveau 7,8 
Extrait de coeur 9,7 
Peptone 10,0 
Chlorure de sodium 5,0 
di-sodium Phosphate 2,5 
Dextrose 2,0 
Eau Distillée qsp IL 
pH = 7,4 (±0,2) à 37°C 
Suspendre 37g de la poudre dans un litre d'eau distillée, chauffer si c'est nécessaire pour la dissolution 
totale du milieu et stériliser par autoclavage à 121 °C pendant 15 min. 
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Milieu RPMI-1640 «Roswell Park Memorial Institut: 

Formule (en g/l) 
L -Arginine (free base) 0,200 
L-Aspargine 0,050 
L-Aspartic acid 0,020 
L-Cystine. 2HCI 0,0652 
L-Glutamic acid 0,300 
Glycine 0,010 
L-Histidine (free base) 0,015 
L-Hydroxypropoline 0,020 
L-Isoleucine 0,050 
L-Leucine 0,050 
L-Lysine. HCI 0,040 
L-Methionine 0,015 
L-Phenylalanine 0,015 
L-Proline 0,020 
L-Serine 0,030 
L-Threonine 0,020 
L-Tryptophan 0,005 
L-Tyrosine. 2Na 0,02883 
L-Valine 0,020 
Biotin 0,0002 
D-Pantothenic acid 0,00025 
Choline chloride 0,003 
Folic acid 0,001 
Myoinositol 0,035 
Niacinamide 0,001 
Para amino benzoic acid 0,001 
Pyridoxine HC1 0,001 
Riboflavin 0,0002 
Thiamine HCI 0,001 
Vitamin B 12  0,000005 
Calcium nitrate H 20 0,100 
Potassium chloride 0,400 
Magnesium sulfate (anhydrous) 0,04884 
Sodium chloride 6,000 
Sodium phosphate, dibasic (anhydrous) 0,800 
D-Glucose 2,000 
Glutathione, reduced 0,001 
Phenol red, Na 0,0053 
Eau Distillée qsp IL 

PH = 7,0 à 25°C 
Suspendre 16,4 g de la poudre dans un litre d'eau distillée, chauffer si c'est nécessaire pour la 

dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage à 121 °C pendant 15 min 
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Résumé 

L es produits cosmétiques sont exposés facilement aux contaminations microbiennes. Dans le but de palier à ce phénomène qui pose un 
réel problème, ces produits sont supplémentés de conservateurs chimiques qui ont pour rôle principal, l'inhibition de la croissance des 
microorganismes. Malheureusement, ces conservateurs sont à l'origine de phénomènes toxiques très sévères, c'est pourquoi, nous 

avons entrepris cette étude qui consiste à évaluer l'activité antimicrobienne (antifongique et antibactérienne) de quatre conservateurs 
Imidazolidinyl urée (LU), Diazolidinyl urée (DU), Germaben li® et bromure de N-cétyl-N,N,N-triméthylammonium (BCTA); et à étudier la 
cytotoxicité de ces conservateurs vis-à-vis du globule rouge humain. 
Pour ce faire, nous avons testé une souche de levure type Candida albicana ATCC 10231. Des souches de bactéries ont été également testées, 
il s'agit de Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas auruinosa ATCC27853 et Siaphylococcus aureus ATCC25923. Ces souches 
représentent les principaux contaminants des produits cosmétiques. 
Pour l'évaluation de l'activité de ces conservateurs vis-à-vis des souches sélectionnées, nous avons utilisé la méthode de diffusion de disques 
en milieu solide et la croissance en milieu liquide pour la détermination de la CMI et la CMB (CMF) (Clinical and Laboratoiy Standards 
Institute « CLSI »). 
Les résultats obtenus ont montré que la concentration minimale microbicide (bactéricide et fongicide) la plus élevée de lU, DU, GB et de 
BCTA est de l'ordre de 25; 3,125; 25 et 12,5 mg/ml, respectivement. Ces concentrations induisent une libération de l'hémoglobine des 
globules rouges par des taux de 36%, 75%,66% et 15,5%, respectivement. 
En comparant nos résultats avec les concentrations autorisées des conservateurs dans les produits cosmétiques par les réglementations 
Européenne, Américaine et Japonaise; nous pouvons dire que ces produits qui contiennent une concentration en LU de 6 mg/ml (UE) et en 
GB de 10 mg/ml sont en risque de contamination fongique. Cependant, le DU présent dans ces produits à une dose de  mg/ml (UE) exerce 
une meilleure inhibition microbienne avec une cytotoxicité massive vis-à-vis des globules rouges. Le BCTA est utilisé à des concentrations 
(1 mg/ml) capables de prévenir les produits cosmétiques contre la contamination microbienne. 

Mots clés: conservateur, cosmétique, activité antimicrobienne, cytotoxicité. 

Abstract 

The cosmetic products are easily exposed with the microbial contaminations. With an aim of stage to this phenomenon which poses a 
real problem, these products are supplemented chemical preservatives that have as a main role, the inhibition of die growth of the 
micro-organisms. Unfortunately, these preservatives are at the origin of veiy severe toxic phenomena, this is why, we undertook this 

study which consista in evaluating die antimicrobial activity (antifiingal and antibacterial) of four preservatives: Imidazolidinyl urea (lU) and 

Diazolidinyl urea (DU), Germaben lI® and of N-cetyl-N, N, N-trimethylammonium bromide (BCTA); and to study the cytotoxicity ofthese 
preservatives with against to the human eiythrocyte. 
With this intention, we tested a standard yeast stock Candida albicans ATCCIO23I. Strains of bacterium were also tested; it acts of 
Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas auruginosa ATCC27853 and Slaphylococcus aureus ATCC25923. These strains represent die 
principal contaminants of the cosmetic products. 
For die evaluation of die activity of these preservatives against die selected strains, we used die method of Disk Diffusion in solid medium 
and die growth in liquid medium for die detennination of the MIC and MBC (MFC) (Clinical and Standard Laboratory Institute "CLSI"). 
'Hie rcsults obtained showed that die highest minimum microbicidal concentration (bactericidal and fungicidal) of LU, DU, GB and BCTA is 
about: 25; 3,125; 25 and 12,5 mglml, respectively. These concentrations induce a release of die henioglobin of die eiythrocytes by rates of: 
360/c, 75%, 66% and 15,5%, respectively. 
By comparing our results widi the authorized concentrations of die preservatives in die cosmetic products by die European, American and 
Japanese regulations; we can say that these products which contain a concentration in LU of 6 mg/ml (EU) and in GB of 10 mg/ml are in nsk 
0f f'ungi contamination. However, die DU present in these products with an amount of 5 mglml (EU) exerts a better microbial inhibition with 
a massive cytotoxicity against die erythrocytes. The BCTA lis used with concentrations (1 mg/ml) able to prevent the cosmetic products 
against die microbial contamination. 

Key words: preservative, cosmetic, antimicrobial activity, cytotoxicity. 


