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Résumé 

 La lutte contre les microorganismes pathogènes et ceux causant l’altération des 
denrées alimentaires suscite un intérêt grandissant aussi bien en industrie alimentaire qu’en 
milieu hospitalier. L’intérêt est tout particulier lorsqu’il s’agit de l’éradication de la résistance 
bactérienne aux antibiotiques de référence, d’où alors la nécessité de rechercher de nouvelles 
molécules à pouvoir antimicrobien. Cette étude a pour objectif principal d’évaluer et 
comparer l’activité antibactérienne et antifongique de quelques composés d’origine végétale: 
huile essentielle de thym (HET), animale: le chitosane et chimique: l’acide citrique et les 
complexes métalliques à base de cuivre. Les tests effectués sur des souches bactériennes et 
fongiques pathogènes ont montré que  la plupart des substances testées se sont avérées 
inhibitrices de la croissance microbienne. En effet, E. coli, B. cereus ainsi que C. albicans se 
sont montrés sensibles aux agents testés. Toutefois,  Asp. niger était extrêmement sensible à 
l’HET mais résistants aux autres substances testées. Après la détermination des CMI, CMB et 
CMF, des combinaisons entre les substances ont été réalisées afin de déterminer d’éventuelles 
interactions positives renforçant le pouvoir antibactérien et/ou antifongique des substances 
testées. Les résultats ainsi obtenus ont  permis l’obtention d’un même effet à des 
concentrations sub-inhibitrices réduites des agents combinés, ceci indique alors une 
interaction positive entre les agents testés. En effet, un effet inhibiteur additionnel a été 
observé lors de  l’association de l’HET avec l’acide citrique, ce résultat intéressant indique la 
possibilité d’inhiber la croissance microbienne par réduction de 50 % la concentration de 
l’acide citrique et de 25 % celle de l’HET. 

 

 

Mots clés : agents antimicrobiens naturel, agents antimicrobiens synthétique, activité 
antibactérienne, activité antifongique, CMI, combinaisons, Huile essentielle de thym, 
chitosane, acide citrique, complexes chimiques. 
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Abstract  

The fight against pathogenic microorganisms and those causing food spoilage is of 
growing interest both in food industry in a hospital environment. The interest is special 
regarding to the eradication of bacterial resistance to referenced antibiotics, which then need 
investigation of new molecules with antimicrobial potential. The main objective of this study 
is to evaluate and compare the antibacterial and antifungal activity of some compounds from 
plant: thyme essential oil (TEO), animal: chitosan and chemical: citric acid and copper-based 
complexes. Tests conducted on pathogenic bacterial and fungal strains shown that most of the 
substances tested were found to inhibit microbial growth. Indeed, E. coli, B. cereus and C. 
albicans were shown sensitive to the tested agents. However, Asp. Niger was extremely 
sensitive to the TEO but resistant to the other substances tested. After MIC, MBC and MFC, 
combinations between substances were conducted to determine possible positive interactions 
strengthening the antibacterial and / or antifungal effect of tested substances. The obtained 
results demonstrated the same effect at low sub-inhibitory concentrations of combined agents, 
indicating a positive interaction between agents tested. Indeed, additional inhibitory effect 
was observed with the combination of citric acid and TEO, this interesting result indicates the 
possibility of inhibiting microbial growth by 50% reduction of citric acid concentration and 
25% reduction of TEO concentration.  
 
 

 

Keywords: antimicrobials, antibacterial activity, antifungal activity, MIC, combinations, 
thyme essential oils, chitosan, citric acid, chemical complexes. 
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Les microorganismes nuisibles, en particulier les bactéries et les mycètes, sont 
redoutés pour leurs effets négatifs sur la qualité d’un aliment, car ils affectent la salubrité et 
l’innocuité de ce dernier. En effet, un aliment exposé à la détérioration par les bactéries et les 
moisissures perd ses caractéristiques sensorielles, nutritives et sanitaires (Rozier et al., 1986; 
Guiraut, 2003). Afin de réduire cet impact négatif des microorganismes, différentes 
techniques de conservation sont utilisées (traitements thermiques, froid, agents conservateurs, 
etc.). Dans l’industrie alimentaire, la stabilisation des produits alimentaires nécessite le 
recours aux conservateurs alimentaires.  

Cependant, la nature des agents conservateurs utilisés  reste une des questions les plus 
importantes pour la santé publique (Burt, 2004). 
De plus, la  résistance bactérienne aux agents antimicrobiens apparait de nos jours comme une 
des préoccupations majeures de santé publique. Ceci résulte de l’émergence et la 
dissémination de souches bactériennes résistantes résultant de l’usage anarchique et abusif des 
antibiotiques conventionnels, combiné aux nombreuses mutations génétiques qui surviennent 
dans le monde bactérien (Perretein et al., 1997). 

Afin de remédier à cette situation inquiétante, il devient impératif et urgent de 
développer de nouvelles classes d’agents antimicrobiens. À cet égard, l’utilisation de ces 
agents, d’origine végétale, animale et chimique pour luter contre ces microorganismes 
pathogènes revêt un intérêt particulier (Kaufmann, 1997).  

A ce titre, les huiles essentielles, comme agents antimicrobiens d’origine végétale, 
représentent un outil très intéressant pour augmenter la durée de conservation des produits 
alimentaire étant donné leur richesse en molécules bioactives. Ces substances naturelles riches 
en composés antimicrobiens et antioxydants sont considérés comme une alternative 
importante pour résoudre le problème de résistance (Sarrano, 2008). 

Récemment, les recherches se sont focalisées sur les produits chitineux et leurs 
dérivés, en particulier le chitosane qui se révèle le plus attractif économiquement. Ses 
propriétés intrinsèques, son abondance, sa biodégradabilité constituent des atouts majeurs 
pour son utilisation pour une dépollution respective de l’environnement et aussi dans 
l’alimentation et la cosmétologie (Wen et al., 2005 ; Lima et al., 2006). 

En outre, des complexes chimiques à base de métaux de transition (nickel, cuivre…) et 
de composés organiques (acides aminés, bases nucléotidiques) non toxiques pour l’homme 
font actuellement objet de nombreuses recherches scientifiques visant à démontrer leurs 
activités antimicrobiennes (Popova et al., 2012; Miloš et al., 2014; Kumara et al., 2015).  

Notre travail a pour objectif d’évaluer et comparer in vitro  l’activité antibactérienne et 
antifongique de quelques substances d’origine  végétale, animale et chimique, respectivement 
l’huile essentielle  de Thymus vulgaris, le chitosane (extrait de la carapace des 
crevettes roses), l’acide citrique et complexes chimiques (à base de cuivre). L’interaction 
entre les substances est également étudiée via des combinaisons. Le mémoire comprend une 
synthèse bibliographique et une partie pratique présentant la méthodologie de travail adoptée 
et les résultats obtenus. 
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I.  Les agents antimicrobiens  

I.1. Définition  

 Sous le terme « agent antimicrobien » sont regroupés différentes molécules d’origine 
naturelle (microbienne, végétale ou animale), semi-synthétique ou synthétique qui ont la 
capacité d'éliminer ou de réduire la prolifération de microbes. Les microbes visés par un 
antimicrobien peuvent être des bactéries, des virus, des mycètes ou des parasites. Les 
traitements antibiotiques font également partie des antimicrobiens. 

Les antimicrobiens peuvent être utilisés sur l'homme, les produits alimentaires, ou 
pour assainir un environnement (Hordé, 2014). 

 
 

I.2. Les agents antimicrobiens naturels 

I.2.1. Les agents antimicrobiens naturels d’origine microbienne 

Selon Cotter et al. (2005), lorsque deux souches distinctes de bactéries se retrouvent 
dans un même environnement, elles doivent se battre pour les ressources accessibles. Pour ce 
faire, chaque souche bactérienne est capable de sécréter différentes molécules qui sont très 
efficaces pour combattre différentes souches de bactéries entrant en compétition avec elle. 
Parmi ces molécules, les plus étudiés sont  les antibiotiques et les bactériocines. 
 
I.2.1.1. Les antibiotiques naturels 

Les antibiotiques naturels essentiellement produits par les bactéries (Streptomycine 
produite par Streptomyces) et les champignons (Pénicilline produite par Penicillium) se 
caractérisent par leur synthèse uniquement enzymatique. Après la découverte du premier 
antibiotique, la Pénicilline, par Alexandre Fleming en1929, l’homme a largement développé 
et utilisé ces molécules pour se prémunir des infections bactériennes (Hancock et Chapple, 
1999),  mais,  l’utilisation intensive de ces molécules a conduit, dès les années 1940, à 
l’apparition de souches résistantes (Gill, 2008). 

Aujourd’hui, on connaît des souches résistantes à toutes les classes d’antibiotiques 
connues. Ce danger potentiel a amené les scientifiques à revoir la façon d’utiliser les 
antibiotiques et à chercher d’autres agents antimicrobiens dont la structure et le mode 
d’action, différents de ceux des antibiotiques, permettraient de pallier ces phénomènes de 
résistance (Morisset, 2002). 

 
 

 
I.2.1.2.      Les bactériocines 

Les bactériocines sont définies comme des molécules sécrétées par les bactéries, de 
nature protéique ou partiellement protéique, le plus souvent cationiques, modifiées ou non 
post-traductionnellement, de masse moléculaire comprise entre 2 et 6 kDa (Heng et al., 2007), 
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et douées d'une activité antagoniste vis-à-vis de souches phylogénétiquement proches des 
souches productrices, ce qui permet à ces molécules d’être très spécifiques envers les espèces 
bactériennes apparentées. Par exemple, la colicine V, bactériocine produite par Escherichia  
coli V, inhibe la croissance d’une autre souche d’E. coli. 

Ainsi, contrairement aux antibiotiques, elles peuvent cibler spécifiquement les 
bactéries pathogènes sans tuer celles essentielles pour notre système (Reddy et al., 2004). 
Aussi, leur synthèse par voie ribosomique les différencie des antibiotiques de nature 
peptidique provenant de l'assemblage enzymatique d'acides aminés libres (Cenatiempo et al., 
1996). 

 
Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont réparties en quatre classes, 

comme proposé par Klaenhammer (1993). Ces quatre classes sont : 
 

− Classe I : Les lantibiotiques : peptides de taille inférieure à 5 kDa, stables à la chaleur 
et qui contiennent des acides aminés inhabituels soufrés formés post-
traductionnellement (c’est-à-dire la lanthionine, la méthyl lanthionine, la 
déhydrobutyrine et la déhydroalanine) ; 

 
− Classe II : Peptides de taille inférieure à 10 kDa, stables à la chaleur, ne contenant pas 

d’acides aminés modifiés. Leur point isolélectrique varie entre 8 et 10 ; 
 

− Classe III : Protéines de taille supérieure à 30 kDa et sensibles à la chaleur ; 
 

− Classe IV : Peptides requérant une partie carbohydratée ou lipidique pour avoir une 
activité. Aucune bactériocine de cette classe n’a été décrite ; 

 
L’effet d’une bactériocine est  soit bactéricide, provoquant la mort de la bactérie cible, 

soit bactériostatique inhibant la croissance bactérienne.  
 

Certains critères des bactériocines justifient leur choix comme bio-conservateurs 
(Gálvez et al., 2007 ; Thakur et Roy, 2009) : 

− Considérées comme ‘GRAS’ (Generally Recognized As Safe) ; 
− Inactives et non toxiques contre les cellules eucaryotes ; 
− Généralement thermostables et tolérantes aux variations du pH ; 

− Possèdent un spectre d’activité relativement large ; 
− Mode d’action généralement bactéricide (membrane cytoplasmique) ; 

− Sensibilité aux protéases et digestibilité dans le tractus intestinal. 
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I.2.2. Les agents antimicrobiens naturels d’origine végétale 

Depuis la nuit des temps, les hommes apprécient les vertus apaisantes et analgésiques 
des plantes. Aujourd’hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont recours à leurs 
propriétés curatives. A travers les siècles, les traditions humaines ont su développer la 
connaissance et l’utilisation des plantes médicinales. 
 

Les molécules bioactives produites par les végétaux correspondent aux métabolites 
secondaires, ces derniers n’exercent pas de fonctions directes au niveau des activités 
fondamentales de l’organisme végétal, comme la croissance, ou la reproduction (Garcia-Salas 
et al ., 2010). Les métabolites secondaires interviennent dans l’adaptation de la plante à son 
environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres interactions plantes-animaux, 
la défense contre les prédateurs et les pathogènes, comme agents allélopathiques ou pour 
attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la dissémination des fruits (JUDD et al., 
2002). 
 

I.2.2.1. Les composés phénoliques  

Les polyphénols ou composés phénoliques (CPs), constituent une famille de molécules 
très largement répondues dans le règne végétal. Ils se trouvent dans la plante, depuis les 
racines jusqu’aux fruits. Ces CPs sont caractérisés par la présence d’un cycle aromatique 
portant des groupements hydroxylés libres ou engagés avec un glucide (Charpentier et Boizot, 
2006). A l’heure actuelle, plus de 8000 molécules ont été isolées et identifiées (Mompon et 
al., 1998). 
 
 
Les principales classes de polyphénols sont résumées dans le Tableau I. 
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Tableau I: Principales classes de composés phénoliques (HENNEBELLE, 2006) 

Nombre 
d’atome de 

carbone 

Squelette de 
base 

Classe Exemple Plantes 

6 C6 Phénols simples 
Catéchol, 

hydroquinone 
Busserole 

7 C6-C1 
Acides phénols 

benzoïques 
Acide gallique, acide 
salysalique, vanilline 

Artichaut 
Saule 

8 C6-C2 
Acétophénones 3-

acétyl6- 
Méthoxybenzaldehyde Saule 

9 C6-C3 
Acides phénols 
Cinnamiques 

Acide coumarique, 
acide caféique 

Romarin 
Marronnier 

d’Inde 
10 C6-C4 Naphtoquinones Shikonine Drosera spp 

13 C6-C1-C6 Xanthones 
Bellidifoline, 
mangoctine 

Racine de 
gentiane 

Centaurée 

14 C6-C2-C6 Stiblènes 
Hydrangénol, 
pinosylvine 

Raisin 
Pin 

15 C6-C3-C6 
Flavonoïdes 

Isoflavonoïdes 
Quercétine, 
Roténoïde 

Ginkgo 
Thym 

Camomille 
18 (C6-C3)2 Lignanes Matairésinol Chardon 

30 (C6-C3-C6)2 Bi flavonoïdes 
Amentoflavone 
Hinokiflavone 

Carcina 
Hypercum 

N (C6-C3-C6)n 
Tanins condensés 

(proanthocyanidols) 
Aesculitanins 

Marronnier 
d’Inde, 
Vigne 

 

Les activités biologiques des principaux composés phénoliques sont présentées dans le 
Tableau II. 
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Tableau II:  Activités biologiques des composes phénoliques (BAHORUN, 1997) 

Polyphénols Activités Références 

Acides phénols (cinnamiques 
et benzoïques) 

Antibactériens DIDRY et al., 1982 
Antifongiques RAVN et al., 1984 
Antioxydants HAYASE et KATO, 1984 

Coumarines 
Vasoprotectrices et 
antioedémateuse 

MABRY et MATULA, 1992 

Flavonoïdes 

Anti-tumorales 
STAVRIC et MATULA, 

1992 
Anti-carcinogènes DAS et al., 1994 

Anti-inflammatoires BIDET et al., 1987 
Hypotenseurs et diurétiques BRUNETON, 1993 

Antioxydants ARUOMA et al., 1995 

Anthocyanes 
Protection des veines et 

capillaires 
BRUNETON, 1993 

Pro-anthocyanidines 

Effet stabilisant sur le 
collagène 

MASQUELIER et al., 1979 

Antioxydants BAHURON et al., 1996 
Anti-tumorales DE OLIVERA et al., 1972 
Antifongiques BROWNLEE et al., 1992 

Anti-inflammatoires KREOFSKY et al., 1992 
Tannins galliques et 

catéchiques 
Antioxydants 

OKUDA et al.,  1983 
OKUMURA et al., 1993 

 

 

I.2.2.2. Les huiles essentielles 

 Les huiles essentielles (HE) appelées aussi essences, sont des mélanges naturels 
complexes de métabolites secondaires, isolées des plantes par hydro-distillation ou par 
expression mécanique (Kalemba et Kunicka, 2003).  Elles se trouvent sous forme de 
minuscules gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les branches et les bois, 
les bourgeons, les fleurs, les brindilles, les herbes, l’écorce, les racines ou les fruits (Burt, 
2004).   Elles sont présente en petite quantité  par rapport à la masse du végétal ; elles sont 
odorantes et très volatiles, c’est-a-dire  qu’elles s’évaporent facilement dans l’air (Bekhechi et 
Abdelouahab, 2010). 
  Le volume d’huile essentielle récupéré dépend du rendement de distillation, qui est 
variable, chez une même plante, en fonction de la saison (Gonny et al., 2004). Les HE  
peuvent aussi être obtenues par expression à froid, comme pour les agrumes. De nouvelles 
techniques, permettant d’augmenter le rendement de production, ont été développées, comme 
l’extraction au moyen de dioxyde de carbone liquide à basse température et sous haute 
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pression (Santoyo et al., 2005) ou l’extraction assistée par ultrasons ou micro-ondes 
(Kimbaris et al., 2006). 
 
 La composition des  huiles essentielles  varie en fonction de différents facteurs, 
incluant le stade de développement des plantes, les organes prélevés, la période et la zone 
géographique de récolte (Delaquis et al., 2002 ; Gonny et al., 2004 ; Burt, 2004).  

Les principaux constituants des huiles essentielles, connues pour leur activité 
antibactérienne, sont présentés dans  le Tableau III. 

 
Tableau III:  Les principaux constituants des huiles essentielles (HE) à activité 
antibactérienne (Burt, 2004). 

Plante 
 Composés majoritaires 

Composition 
(%) 

Nom commun Nom latin 

Thym Thymus vulgaris 

Carvacrol 10 à 64 
Thymol 2 à 11 
γ-terpinène 2 à 31 

p- cymène 10 à 56 

Romarin Rosmarinus officinalis 

α-pénème 2 à 25 

Acétate de bornyle 0 à 17 
Camphre 2 à 14 

1,8-cinéole 3 à 89 

Clou de girofle Syzygium aromaticum Eugénole 75 à 85 
Acétate d’eugényle 8 à15 

Coriandre Coriandrum sativum Linalol 
26% (feuilles) ; 
70% (graines) 

Cannelle Cinnamomum zeylandicum Trans-cinnamaldéhyde 65 

Origan Oruganum vulgare 

Carvacrol Traces à 80% 

Thymol Traces à 64% 
γ-terpinène 2 à 52 

p- cymène Traces à 52% 

Sauge Salvia officinalis L. 

Camphre 6 à 15 

α-pénème 4 à 5 
β-pénème 2 à 10 
1,8-cinéole 6 à 14 
α-thujone 20 à 42 
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Les HE possèdent en commun un certain nombre de propriétés physiques (Brunetton, 
1999) : 

− Ce sont des substances de consistances huileuses, plus au moins fluide, très odorantes 
et volatiles ; 

− Elles sont solubles dans l’alcool, l’éther, le chloroforme, les huiles fixes, les 
émulsifiants et dans la plus part des solvants organiques ; 

− Elles sont très peu solubles dans l’eau mais entrainables à la vapeur d’eau ; 
− Leurs densité est inférieure à celle de l’eau, en générale, elle varie de 0.75 à 0.99 ; 

− Elles ont un indice de réfraction élevé ; 
− Quelques fois incolores, elles peuvent au contraire être vivement colorées (en rouge 

pour la cannelle, en bleu pour la camomille, etc.) (Wichtl, 2003) ; 

− Volatiles, contrairement aux huiles fixes et aux graisses ; 
− Elles sont très altérables, sensibles à l’oxydation (mais ne rancissent pas). Elles ont 

tendance à se polymériser. Elles sont donc de conservation limitée.  

 
La diversité moléculaire  confère aux HE des rôles et des propriétés biologiques très 

variés. De nombreuses HE, comme les huiles de cannelle, de piment, de laurier et d’origan, 
présentent un pouvoir antioxydant (Mantle et al., 1998 ; Karioti et al., 2006). Un effet anti-
inflammatoire a été décrit pour les HE de Protium strumosum, Protium lewellyni, Protium 
grandifolium (Siani et al., 1999), ou, plus récemment, pour HE des racines de Carlina 
acanthifolia (Dordevic et al., 2007), qui est capable d’inhiber l’inflammation induite par une 
injection de carraghénane chez le rat. Les activités antifongiques de nombreuses huiles 
essentielles, incluant les huiles de thym, de citronnelle, de cannelle et de l’arbre à thé ont été 
décrites (Burt, 2004).  
 

I.2.2.3. Les alcaloïdes 

Les alcaloïdes sont définis comme des substances azotées, basiques, d'origine 
naturelle, de distribution restreinte et ayant une structure complexe. Leur atome d'azote est 
inclue dans un système hétérocyclique et ils possèdent une activité pharmacologique 
significative. Ils existent à l'état de sels, mais ils ne sont pas tous dérivés des acides aminés, et 
ainsi quatre groupes sont reconnus (Summer et al ., 2006; Yongru et al., 2011) : 

− Les alcaloïdes dérivés des acides aminés comme l’ornithine, arginine, lysine, histidine, 
phénylalanine, tyrosine, tryptophane, l’acide anthranilique ou nicotinique ; 

− Alcaloïdes purines, comme la xanthine et la caféine ; 

− Terpènes aminés, ex : diterpène aconitine ou triterpène solanine ; 
− Alcaloïdes poly-cétoniques où l’azote est inclus dans le squelette poly-cétonique 

comme la coniine et la coccinelline.  
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I.2.3. Les agents antimicrobiens naturels d’origine animale

I.2.3.1.  Le chitosane 

Le chitosane est un polysaccharide linéaire dérivé de la chitine, la composante 
principale d’exosquelette des arthropodes, de l’endosquelette des céphalopodes et des 
cuticules des insectes. (Tolaimate 

La structure moléculaire 
acétyl-β-D-glucosamine liées en 1
groupements amines (–NH2), chargés positivement (Figure 1). Ces derniers lui confèrent une 
nature cationique, intéressante dans un milieu acide et sont, également, responsables de son 
activité floculante. Le chitosane comporte plus d’un centre réactif, grâce à ses fonctions alcool 
et amine (Shahidi and Abuzaytoun, 2005).

 

 

 

 

Le chitosane est le produit de la désacétylation (enlèvement groupements acétyles) 
chimique en milieu alcalin ou enzymatique de la chitine. Cette dernière subie au préalable une 
déminéralisation à l’acide chlorhydrique, une déprotéinisation par la soude ou la potasse, et 
enfin un blanchiment par la présence d’un agent oxydant (Fig
traitement alcalin et sur la température, il est possible d’obtenir différents 
partir d’une même chitine (Tolaimate 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Structure chimique du chitosane
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Le chitosane est un polysaccharide linéaire dérivé de la chitine, la composante 
principale d’exosquelette des arthropodes, de l’endosquelette des céphalopodes et des 
cuticules des insectes. (Tolaimate et al., 2003). 

La structure moléculaire de chitine consiste en un enchaînement linéaire d’unités N
glucosamine liées en 1-4.Le chitosane  ne diffère de la chitine que par les 

NH2), chargés positivement (Figure 1). Ces derniers lui confèrent une 
éressante dans un milieu acide et sont, également, responsables de son 

activité floculante. Le chitosane comporte plus d’un centre réactif, grâce à ses fonctions alcool 
et amine (Shahidi and Abuzaytoun, 2005). 

Le chitosane est le produit de la désacétylation (enlèvement groupements acétyles) 
chimique en milieu alcalin ou enzymatique de la chitine. Cette dernière subie au préalable une 

chlorhydrique, une déprotéinisation par la soude ou la potasse, et 
enfin un blanchiment par la présence d’un agent oxydant (Figure 2). En jouant sur la durée du 
traitement alcalin et sur la température, il est possible d’obtenir différents types de 
partir d’une même chitine (Tolaimate et al., 2003). 
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I.1.3.1.4. Caractérisation du chitosane  

 

Le chitosane est caractérisé par son degré de désacétylation (DD), sa viscosité et son 
poids moléculaire. Le degré de désacétylation est le pourcentage molaire de l’élimination des 
groupements N-acétyle. Ce paramètre influe sur toutes les propriétés physico-chimiques 
(masse moléculaire en poids, viscosité, solubilité, …) du chitosane. 

  

La viscosité du chitosane dépend : de son degré d’acétylation (plus il est désacétylé, 
plus il y a de groupements amine libres, plus le chitosane est soluble, et plus sa viscosité est 
importante), de sa concentration, de la température, et le pH. 

Le chitosane est un polymère cationique en milieu acide. Ce caractère conduit à la 
mucoadhésivité de ce polymère et à des interactions électrostatiques fortes (complexes 
électrostatiques) avec les tensio-actifs de charge opposée, avec de nombreuses protéines et 
avec les lipides (Rinaudo, 2013).  

Le chitosane est biocompatible et biodégradable par les microorganismes possédant 
des enzymes qu’on appelle chitosanase. Le chitosane a  des propriétés inhibitrices sur la 
croissance de nombreux parasites et agents infectieux. De plus, il a des propriétés 
immunologiques, anti-tumorales, antibactériennes et antifongiques (Shahidi and Abuzaytoun, 
2005). 

Cultures fongiques / 
carapaces de  crustacées. 

Chitine. 

Purification (Déprotéinisation  
+ Déminéralisation). 

Chitosane.  

Désacétylation. 

Chitine + protéine + pigments + lipides  
+ minéraux inorganiques (CaCO3…). 

Extraction. 

Figure 2: Production de la chitine et du chitosane (Shahidi and Abuzaytoun, 2005). 
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Parmi les effets négatifs du chitosane sur la santé humaine, on cite : la  perturbation de 
l’absorption des vitamines liposolubles A, D, E et K, de certains minéraux (le zinc) et de 
substances comme les flavonoïdes (EFSA, 2014). 

 

I.2.4. Les acides organiques  

 Les acides organiques sont des composés chimiques de faible poids moléculaire se 
caractérisant par la présence d’au moins une fonction carboxylique (Plassard et Fransson, 
2009). Ils sont produits naturellement par les micro-organismes, les plantes, les animaux et les 
êtres humains. Les acides organiques les plus courants sont les acides carboxyliques qui sont 
principalement employés dans l’industrie alimentaire comme additifs alimentaires et sont 
utilisés comme agent de conservation, acidulant ou antioxydant. 

 La production industrielle des acides organiques a débuté avec la production d’acide 
citrique à partir de citrons ainsi que la production d’acide malique à partir de pommes (Tomic, 
2010). Ces molécules peuvent également être produites par les micro-organismes, comme le 
champignon filamenteux  Aspergillus. 

 
La production, par fermentation, d’un acide organique dépend du micro-organisme 

utilisé mais aussi de la régulation de paramètres physico-chimiques tels que l’oxygénation, la 
température, le pH et l’agitation. 

 
La production d’acides organiques est généralement réalisée par fermentation en 

milieu liquide (Magnuson et Lasure, 2004), mais ils peuvent également être produits par 
fermentation en milieu solide, en l’occurrence les acides citrique,  lactique et gluconique 
(Soccol, 2008). 

A titre d’exemple, l’acide citrique est un acide alpha hydroxylé de formule  C6H8O7, 
c’est un intermédiaire du cycle de Krebs. Il est produit par les agrumes (citrons ou  oranges) 
ou par les micro-organismes (fermentation par Aspergillus niger) (Papagianni, 2007). Il est 
largement utilisé dans l’alimentation, comme additif alimentaire, conservateur et exhausteur 
de goût, mais aussi dans la composition des détergents et des cosmétiques (Krishna, 2005). 
  
 
 
I.3. Les agents antimicrobiens synthétiques 

I.3.1. Les antibiotiques synthétiques et semi synthétiques  

L’apparition de souches bactériennes multi-résistantes suite à une accumulation de 
résistance naturelles et acquises, liée à l’usage intensif et inapproprié d’antibiotiques, a amené 
les chercheurs à modifier la structure chimique de certains antibiotiques et à synthétiser 
chimiquement des molécules analogues ayant un mode d’action différent de celui des 
antibiotique naturels afin de palier à ce phénomène de résistance (Gill, 2008 ). 
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I.3.1.1.  Les antibiotiques synthétiques 

 Ce sont des produits entièrement obtenus par voie chimique, exemple des sulfamides, 
de l’acide nalidixique et des fluoroquinolones (Weston, 2002).  

I.3.1.2.  Les antibiotiques semi synthétiques 

 Ces antibiotiques sont obtenus à partir d’une fraction moléculaire naturelle sur laquelle 
a été greffé un radical chimique, comme la méticilline qui est synthétisée à partir de la 
pénicilline (Fournier, 2006). 

 

I.3.2. Les complexes chimiques 

Un complexe chimique est constitué d’un ion métallique central sur lequel viennent se 
fixer un certain nombre de molécules neutres ou d’ions, appelés ligands. Les propriétés 
chimiques de l’assemblage qui en résulte dépendent de la nature de la liaison entre l’ion 
métallique et les ligands (ion-dipôle, ionique) et de l’arrangement géométrique de ceux-ci 
autour de l’ion central, lui-même contrôlé par les propriétés électroniques de l’ion et des 
ligands (Kettle, 1999 ;  Shriver et Atkins, 2001). 

Lorsqu’un ion s’entoure de ligands pour former un complexe, on parle de réaction de 
complexation. Ces réactions provoquent souvent des changements de couleur, démontrant que 
les propriétés électroniques des complexes sont différentes de celles des réactifs de départ. 
La Figure 3 illustre un modèle de complexe métallique à base de cuivre. 

     
Figure 3: Schéma montrant un modèle de complexe chimique à base de cuivre (Walton, 
1998). 

  
La classification des complexes se base sur le nombre d’ions (ou d’atomes) centraux 

qu’ils comportent. Les complexes dont les formules sont organisées autour d’un seul ion 
central sont des complexes monométalliques (mononucléaires). Si l’entité complexe comporte 
deux ou plusieurs ions métalliques on la désigne par les termes : bimétallique (binucléaire), 
trimétallique (trinucléaire), polymétallique (polynucléaire) (Fay et al., 2005). 
 

Certains complexes chimiques sont à base de cuivre. Le cuivre est un élément 
métallique de symbole Cu, naturellement présent dans la croute terrestre. C’est un métal rouge 
orange, brillant, noble et peu oxydable. Il possède une excellente conductivité thermique et 
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électrique. En solution, le cuivre se retrouve généralement à deux degrés d’oxydation: +I et 
+II (Hakimi et al., 2008). 

Le cuivre est, comme le fer, un élément indispensable à de nombreux processus 
vitaux. Il est le coenzyme de nombreuses métalloprotéines comme l’acide ascorbique oxydase 
et la tyrosinase, mais son rôle principal est la stimulation de la synthèse de l’hémoglobine 
(Prunet et al., 1996). 

Le cuivre est transporté par la circulation sanguine  au moyen d’une protéine nommée 
céruléoplasmine, il est, ensuite, acheminé vers le foie où il se lie à l’albumine. Il est excrété 
dans la bile (Hilgers et al., 2003).  
 

Les principales propriétés physicochimiques du cuivre sont présentées dans le Tableau 
IV. 
 
Tableau IV: Propriétés physico-chimiques du Cuivre (DAVID, 2009). 

Propriété Cuivre 
Classification périodique IB 

Numéro atomique 29 
Masse volumique (g/cm3) à 20°C 8.96 

Masse atomique (g/mol) 63.54 
Couche externe électronique 4s2 3d9 

Rayon ionique (nm) 0,075 
Volume molaire (cm3/mol) à  20°C 7,11 

Electronégativité de Pauling 1,9 
Energie de première ionisation (kJ/mol) 178 

Energie de fusion (kJ /mol) 13,05 
Energie de vaporisation (kJ/mol) 300,3 

Pression de vapeur (Pa) 
 

0,0505 
(1084,4 °C) 

L'intoxication à ce métal peut induire une hépatite grave. L'intoxication au cuivre 
d'origine alimentaire est très rare, elle est due le plus souvent à l'eau de boisson (Hilgers et al., 
2003).  

Les complexes de cuivre (I) peuvent être classés en trois grandes familles : les 
complexes anioniques, les clusters neutres et les complexes cationiques. Généralement, les 
complexes anioniques ne présentent pas de propriétés photo-physiques intéressantes 
puisqu’ils ne sont pas luminescents. Par contre, les clusters neutres et les complexes 
cationiques possèdent des propriétés photo-physiques très riches. Les clusters neutres sont 
caractérisés par une variété de niveaux électroniques d’où peut se produire l’émission 
(Imahori et al., 1996 ; Liddell et al., 1994). 
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I.3.3. Les désinfectants et les antiseptiques 

Les antiseptiques et les désinfectants sont des agents antimicrobiens chimiques dont la 
toxicité est brutale et peu sélective vis-à-vis des cellules procaryotes et eucaryotes. Leur 
emploi est limité soit à un usage externe in vivo (antiseptiques), soit à une désinfection des 
surfaces inertes (désinfectants) (Boonaert et Rouxhet, 2000).  

Le spectre d’activité des principales familles de désinfectants et d’antiseptiques est 
résumé dans le Tableau V. 
 
Tableau V : Spectre d’activité des principales familles de désinfectants et d’antiseptiques 
(CCLIN, 2000). 

Les désinfectants et les antiseptiques 

Famille 

Spectre d'activité 

Bactéries 

Mycobactéries Levures Moisissures 
Virus 
nus 

Virus 
enveloppés 

Spores Gram 
+ 

Gram 
- 

HALOGÉNÉS 
CHLORÉS  

(eau de Javel) 
+ + + + + + + + 

ALDÉHYDES  
(glutaraldéhyde…) 

+ + + + + + + + 

OXYDANTS  
(acide 

peracétique) 
+ + + + + + + + 

BIGUANIDES  + + +/- + +/- +/- + - 

ALCOOLS 
(éthanol) 

+ + + +/- +/- +/- + - 

PHÉNOLS AV AV AV AV AV AV AV - 

TENSIO-ACTIFS 
(ammoniums 
quaternaires) 

+ +/- - + + +/- + - 

Légende : + : Produits actifs ; +/- : Produits inconstamment actifs ; - : Produits inactifs ; AV : 
activité variable selon les composés. 

 

I.4. Avantages et inconvénients de certains agents antimicrobiens  
Les avantages et les inconvénients de certains agents antimicrobiens sont indiqués  

dans le Tableau VI.  



Chapitre I :                                                    Agents antimicrobiens 
 

 
15 

Tableau VI : Avantages et inconvénients notables des certains agents antimicrobiens (FONG 
et al., 2011). 

 

Agent 
antimicrobien 

Avantages Inconvénients Conclusions 

Huile de 
thym 

• Produit naturel. 
• Figure dans la liste des 
produits généralement 

reconnus comme 
inoffensifs (G.R.A.S.) du 
Code de réglementation 
fédérale des États-Unis. 

• Faible toxicité. 
• Écologique. 

•Certaines bactéries sont 
résistantes à l’huile de thym. 

• Le thymol est classé 
comme asthmogène par 

« Association of 
Occupational and 

Environmental Clinics  
(AOEC). » 
• Coûteux. 

• Nécessite un temps de 
contact élevé (10 min). 

 
• Propriétés 

antimicrobiennes 
prometteuses pour l’emploi 

comme assainissant. 
• Coût élevé pouvant limiter 

son emploi dans les 
applications à grande 

échelle. 
 

Cuivre 

• Usages existants du 
cuivre dans les 

installations d’eau 
potable, les piscines et 

les dispositifs médicaux. 
• De nombreuses 

applications potentielles 
(nanotechnologies). 

• Activité 
antimicrobienne 

résiduelle démontrée. 

 
• Activité antimicrobienne 

lente. 
• Découverte récente de 

micro-organismes résistants. 
• Interférence des protéines 

et des sels de cuivre. 
• Perte des propriétés 

antimicrobiennes lorsque 
tous les ions ont été libérés. 

 

• La recherche indique de 
nombreuses applications 
potentielles comme agent 

antimicrobien. 
• D’autres recherches sont 
nécessaires pour définir les 

paramètres d’efficacité. 
• Les applications pourraient 

être limitées à l’activité 
antimicrobienne résiduelle. 

Acide 
citrique, 

Acide 
acétique et 

Bicarbonate 
de soude. 

• Produits naturels. 
• Faciles à obtenir et 

abondants. 
• Faible toxicité. 

 

• Efficacité antimicrobienne 
limitée et spectre étroit. 
• Peuvent détériorer les 

propriétés organoleptiques 
des produits. 

• Peuvent être corrosif ou 
irritant. 

• Odeurs fortes et 
indésirables. 

• Les mélanges d’acides et 
d’eau de Javel peuvent 

dégager du chlore gazeux. 

• Applications limitées par 
une faible efficacité 

antimicrobienne et des 
questions de confort. 
• Utilisation dans la 

préparation de produits 
désinfectants. 

• Emploi peu probable dans 
les applications 

industrielles, mais 
possibilité d’usage 

domestique. 
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I.  Mécanismes d’action des antibiotiques

Les antibiotiques sont destinés à agir sur les bactéries à des concentrations compatibles 
avec la vie de l'hôte, mais suffisantes pour perturber le 
détruire. Pour cela, ces antibiotiques doivent se fixer sur certaines structures vitales de ces 
microorganismes, comme la paroi bactérienne, le système nucléaire, la membrane 
cytoplasmique et les ribosomes.
 
 

Figure 4 : Mécanismes d’action des agents majeurs chimio
(Singh et Barrett, 2006). 

 
I.1. Antibiotiques agissant sur 

Les antibiotiques agissant par ce mécanisme sont ceux de la famille des 
Ces antibiotiques sont bactéricides
transpeptidases et les carboxypeptidases, enzymes associées à la membrane cytoplasmique, 
fixent ces antibiotiques. Cette liaison est due à une ana
naturel de ces enzymes, l'acyl
Strominger, 1974 ; Weston, 2002). Ces enzymes qui se lient aux pénicillines et aux 
céphalosporines, sont également dénommées protéines 
(Gill, 2008). 
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avec la vie de l'hôte, mais suffisantes pour perturber le métabolisme des pathogènes, voire les 
détruire. Pour cela, ces antibiotiques doivent se fixer sur certaines structures vitales de ces 

la paroi bactérienne, le système nucléaire, la membrane 
cytoplasmique et les ribosomes. 

ction des agents majeurs chimio-thérapeutiques antibactériens 

Antibiotiques agissant sur  la synthèse de la paroi bactérienne 
Les antibiotiques agissant par ce mécanisme sont ceux de la famille des 

bactéricides, car ils  inhibent la synthèse de la paroi bactérienne. Les 
transpeptidases et les carboxypeptidases, enzymes associées à la membrane cytoplasmique, 
fixent ces antibiotiques. Cette liaison est due à une analogie structurale entre le substrat 
naturel de ces enzymes, l'acyl-D-alanyl-D-alanine et le cycle β-lactame (Blumberg et 

; Weston, 2002). Ces enzymes qui se lient aux pénicillines et aux 
céphalosporines, sont également dénommées protéines de liaison aux pénicillines (PLP). 
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I.2. Antibiotiques altérant la perméabilité de la membrane plasmique 
Les antibiotiques ayant ce mode d'action appartiennent à la série chimique des 

polygynies. Ils se fixent sur certains constituants des membranes interne et externe des 
bactéries (phospholipides, lipopolysaccharides) et modifient la perméabilité de ces structures 
(Poole, 2002). 

 
I.3. Antibiotiques agissants sur les acides nucléiques 

I.3.1.  
Les sulfamides, les quinolones et les rifamycines agissent sur les acides nucléiques de 

la cellule microbienne. Par exemple, les sulfamides bloquent la synthèse cellulaire de l'acide 
tétra-hydro-folique, molécule qui intervient dans de nombreuses réactions du métabolisme de 
plusieurs acides aminés et de celui des bases purines et pyrimidines (Poole, 2002). L'action 
antibiotique des quinolones est due à une inhibition de la réplication de l'ADN bactérien par 
blocage de l'ADN gyrase. Des concentrations élevées de quinolones inhibent par ailleurs la 
synthèse des acides ribonucléiques (ARN) (Gill, 2008). Quant aux rifamycines, elles agissent 
par  fixation sur l'une des sous unités de l'ARN polymérase ADN-dépendante. Il s'ensuit un 
blocage de la transcription de l'ADN en ARN messager (Poole, 2002). 

 
 
I.4. Antibiotiques agissant sur les protéines et les enzymes  

Plusieurs familles d'antibiotiques agissent en interférant avec le processus de synthèse 
protéique dans les bactéries. Ce sont les aminosides, les phénicolés, les tétracyclines, les 
macrolides, les lincosamides, les streptogramines et l'acide fusidique (Poole, 2002). 

A titre d’exemple, les aminosides exercent des interactions sur de multiples sites 
ribosomaux, certains se fixant à la fois sur les deux sous unités ribosomales. Les phénicolés 
bloquent la synthèse protéique des bactéries après s'être fixés sur certaines protéines 
ribosomales de la sous unité 50 S. Ils interagissent d'une part avec le site amino-acyl et d'autre 
part, ils inhibent l'action de la peptidyl-transférase. Les tétracyclines sont des antibiotiques 
bactériostatiques inhibant la synthèse protéique bactérienne en interagissant avec certaines 
protéines de la sous - unité ribosomale 30S. quant aux  macrolides, les lincosamides et les 
streptogramines, soit ils  empêchent la fixation de l'amino-acyl-ARN sur le site spécifique A 
du ribosome (exemple : spiramycine), soit ils  inhibent l'activité de la peptidyl-transférase 
(exemple : streptogramines A), soit ils bloquent la synthèse protéique à l'étape ultérieure de la 
translocation (exemple : erythromycine). 

 
II.  Mécanismes d’action des bactériocines  

Le site d’action  des bactériocines est la membrane cellulaire, raison pour laquelle leur 
activité contre les bactéries Gram- est limitée. Cependant, les mécanismes d'action des 
bactériocines sur la membrane sont variés (Ennahar et al., 2000).  
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II.1. Action des bactériocines de la classe I : les lantibiotiques 

Les lantibiotiques interagissent avec la membrane cellulaire par des interactions 
électrostatiques ou par liaison à des récepteurs spécifiques tels que le lipide II, un précurseur 
de peptidoglycanes. Suite à cette liaison, les lantibiotiques peuvent former des pores larges et 
non spécifiques dans la membrane cytoplasmique, ce qui va causer la perte  rapide des petits 
composés cytoplasmiques (ions, acides aminés, 'ATP, etc). Cette augmentation de la 
perméabilité membranaire va conduire à la dissipation des deux composantes de la force 
proton motrice, à la cessation rapide des activités cellulaires et à la mort de la cellule. 
L'interaction avec le lipide II permet d'augmenter la stabilité des pores formés et de réduire la 
concentration du lantibiotique nécessaire à la formation des pores, mais peut également 
conduire à l'inhibition de la synthèse de la paroi cellulaire (McAuliffe et Hill, 2001 ; Twomey 
et al., 2002 ; Bauer et Dicks 2005 ; Patton et al., 2005). 

Les lantibiotiques de type A dissipent la force proton-motrice par formation de pores et 
interfèrent avec la synthèse des peptidoglycanes alors que la plupart des lantibiotiques de type 
B agissent par inhibition de la synthèse des peptidoglycanes (Bauer et al., 2005; Patton et al., 
2005). 

II.2. Action des bactériocines de classe II 

Le mécanisme d'action supposé des bactériocines de classe IIa est l'interaction avec la 
membrane ou un récepteur spécifique, la « mannose perméase », pour ensuite former un pore 
dans la membrane de la cellule, ce qui induit la perméabilisation de la membrane, la 
dissipation des deux composantes de la force proton motrice et la mort de la cellule (Dalet et 
al., 2000;  Arous et al., 2004 ; Vadyvaloo et al., 2004 ; Bauer et al., 2005).  

Les bactériocines de classe IIb ont en général un spectre d'action inhibant une large gamme de 
bactéries Gram+. Elles forment des pores et rendent la membrane perméable à différentes 
petites molécules, des cations monovalents ou des anions, ce qui dissipe une ou les deux 
composantes de la force proton motrice. (Oppegard, 2007). A titre d’exemple, la 
lactocine 705α interagit avec la surface de la membrane cellulaire et la déshydrate, ce qui 
permet à la lactocine 705β de former des pores Castellano (2007). 

II.3. Action des bactériocines de classe III 

Le mode d'action de ces bactériocines diffère complètement des bactériocines des 
autres classes. En effet, l'enterolysin A, la zoocin A et la millericin B agissent par l'hydrolyse 
des liens peptidiques des peptidoglycanes des cellules cibles. La zoocin A a un spectre 
d'action étroit alors que l'enterolysin A et la millericin B ont un spectre d'action large. 
L'helveticin J a un mode d'action bactéricide (Nilsen et al., 2003). 
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Figure 5 : Mode d’action des bactériocines de bactéries lactiques

 

III.  Mécanismes d’action des huiles essentielles (HE)

III.1. Action antibactérienne

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas 
clairement élucidé (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Burt, 2004). Compte
molécules présentes dans les huiles, l’activité antibactérienne semble résulter d’une 
combinaison de plusieurs modes d’action, impliquant différentes cibles cellulaires (
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6 : Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule bactérienne 
(Burt, 2004). 
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., 2005). 

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas 
tenu de la diversité des 

molécules présentes dans les huiles, l’activité antibactérienne semble résulter d’une 
combinaison de plusieurs modes d’action, impliquant différentes cibles cellulaires (Figure 6). 

Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule bactérienne 



Chapitre II         Mécanisme d’action  

 
20 

Les HE sont des molécules à caractère lipophile, ce qui leur permet de se repartir dans 
les lipides des membranes cellulaires bactériennes, et de les désorganiser, augmentant de ce 
fait leur perméabilité (Oussalah et al., 2006). L’action est légèrement différente pour les 
bactéries Gram négatif : les composés hydrophobes des HE sont capables de gagner leur 
périplasme directement par les porines (Helander et al., 1998). On observe alors chez la 
bactérie une perte plus importante d'électrolytes comme le potassium et le sodium, ainsi 
qu'une sensibilité accrue aux changements de pH de son milieu de culture (Carson et al., 
2002 ; Lambert et al., 2001; Ultee et al., 2002). Si la perte de matériel est trop importante ou 
si les éléments cytoplasmiques relargués sont indispensables à la survie de la bactérie, cela 
entraîne la mort cellulaire. 

 
 

III.2. Action antifongique 

Cox et al. (2000) ont rapporté que l'activité antifongique des HE est due à une 
augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie de sa rupture entrainant 
une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la cellule. Les composés terpéniques 
des HE et plus précisément leurs groupements fonctionnels tels que les phénols et les 
aldéhydes réagissent avec les enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique de 
la levure (Glodani et Kaloastran, 2006). 

 

IV.  Mécanismes d’action du chitosane 

Le mode d'action du chitosane n'est pas entièrement connu et apparaît complexe. Le 
chitosane est connu principalement pour ses propriétés chélatantes. Cependant, il possède de 
bonnes propriétés antimicrobiennes. Celles-ci dépendent de plusieurs facteurs : sa nature, son 
degré de polymérisation, son origine, la composition du substrat et des conditions 
environnementales comme, par exemple, l’humidité du substrat (Rabea et al., 2003). 

Son action antimicrobienne comporte des effets antifongiques, antibactériens et 
algiciques. Il agit de différentes manières. Il a d'abord un effet inhibiteur sur certaines 
enzymes. Par ailleurs, son caractère chélatant le conduit à emprisonner des cations 
métalliques qui limitent la production de toxines et la croissance des micro-organismes. Enfin, 
les groupements ammonium du chitosane ont des effets bactériostatiques et bactéricides, en 
particulier s’ils sont quaternaires (Bordenave et al., 2010). Son action bactéricide est optimum 
pour un pH de 6,0 plutôt que 7,5. Ces conditions permettent une plus grande accessibilité des 
groupements amines, le pKa du chitosane étant de 6,2 à 7,32. 

Ce composé, insoluble dans le vin, possède une action spécifique sur les levures de 
contamination du genre Brettanomyces et n'a aucun impact en conditions de fermentation 
alcoolique sur les populations de Saccharomyces cerevisiae et la cinétique de fermentation 
alcoolique. Il semble avoir un impact sur les bactéries lactiques. C’est pourquoi son 
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application est pour l’instant conseillée après la fermentation malolactique (Tolaimate et al., 
2003). 

Le mécanisme d’action du chitosane sur les Brettanomyces fait l’objet d’hypothèses en 
cours de validation. Il est vraisemblable qu’il agisse à deux niveaux (OIV, 2009): 

• Interactions spécifiques entre certains groupements du chitosane et la membrane 
cellulaire des Brettanomyces qui provoquent une déstructuration de la barrière 
membranaire induisant une réponse transcriptionnelle de l’expression du génome, telle 
une réaction de stress, qui conduit à la mort des cellules ; 

• Adsorption du chitosane sur les parois de Brettanomyces et blocage des transferts 
entre les milieux intracellulaires et extracellulaires, et entraînement par sédimentation. 

 
V. Mécanismes d’action des acides organiques 

Les acides organiques sont utilisés dans l’alimentation animale pour leur effet 
antimicrobien prononcé. Ils  sont capables d’inhiber ou de bloquer la croissance des bactéries 
pathogènes ainsi que des moisissures  ou levures indésirables (Gouget, 2013). 

Le mode d’action antimicrobienne des acides organiques est actuellement présenté 
comme le résultat de trois effets différents (Figure 7) : 

 

Figure 7 : Mode d’action antimicrobienne des acides organiques (Gouget, 2013). 
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Premièrement, l’acidité des acides organiques abaisse le pH de l’environnement de 
nombreux microorganismes pathogènes ou indésirables de telle sorte que la croissance de ces 
derniers est impossible ou fortement limitée.  

Deuxièmement, les molécules acides non dissociées sont lipophiles et peuvent diffuser 
passivement à travers la membrane plasmique de certains pathogènes, comme les salmonelles 
par exemple. À l’intérieur de la cellule, ils acidifient le cytoplasme après dissociation ce qui 
incite le microorganisme à des mécanismes de régulation énergivores qui l’affaiblissent. Par 
ailleurs, les acides inhibent l’activité de certains systèmes enzymatiques, dont ceux 
nécessaires pour la multiplication de l’ADN. Le microorganisme ne peut donc plus se 
multiplier (Chene, 2002 ; Servin, 2004).  

Troisièmement, les molécules acides dissociées, qui ne peuvent pas pénétrer dans la 
membrane plasmique, endommagent la structure des protéines de la membrane. Sa 
perméabilité aux minéraux comme le sodium ou le potassium s’en trouve ainsi modifiée. La 
modification de la pression osmotique qui en découle entraîne la mort de la cellule. Bien que 
les acides organiques soient utilisés dans l’alimentation depuis de nombreuses années, les 
résistances sont inconnues (Papagianni, 2007). 

 
VI.  Mécanismes d’action des complexes chimiques 

De nombreuses études ont porté sur le mécanisme d’action des complexes métalliques 
notamment le cis-platine (Rosemberg, 1978; Jamieson et Lippard, 1999). Il a été montré que 
le complexe reste dans son état neutre, il entre ensuite dans la cellule vivante par diffusion 
passive à travers la membrane. La diminution de la concentration en ions chlorure facilite  son 
hydrolyse en complexes très réactifs.  

  Les complexes très électrophiles obtenus par l’hydrolyse peuvent réagir avec 
divers nucléophiles cellulaires, comme l’ARN, l’ADN, les protéines, le glutathion ou la 
méthionine. Parmi ces composants cellulaires, les cibles principales sont les atomes d’azote 
des bases purines et pyrimidines de l’ADN, c’est à dire les atomes N7 et N1 de l’adénine, N3 
de la cystéine et N7 de la guanine.  Il a été démontré que l’ADN  est  la cible la plus préférée 
pour la plupart des activités biologiques anti-cancer et des thérapies antivirales (Scott et 
Bradbury ,1994). 

En particulier, le cuivre et ses ligands ont été largement étudiés en raison de leurs 
fortes interactions avec l’ADN via des associations de surface ou intercalations puis de 
clivage de l'ADN à travers des mécanismes d'hydrolyse ou d'oxydation (Chevry, 2011). 

Selon l’étude de Santoyo et al. (2005), un large éventail d'activités biologiques a été 
attribué au complexe de cuivre, en l’occurrence  les activités antibactérienne, antifongique, 
antioxydante  et anticancéreuse. 
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VII.  Action combinée des agents antimicrobiens 
 
Plusieurs associations d’agents antimicrobiens sont possibles selon les objectifs visés. 

Par exemple, dans la technologie de conservation des denrées alimentaires, des méthodes 
conjuguant les agents physiques comme la réfrigération et les agents chimiques comme 
l’emploi de substances antimicrobiennes sont préconisées par les scientifiques. Une 
combinaison entre les agents chimiques comme les substances antimicrobiennes d’origine 
végétale et d’origine microbienne est également possible, ce type de combinaison suscite 
actuellement un intérêt particulier puisqu’il offre de nombreux avantages comme la réduction 
de la concentration utilisée et la prévention de la résistance bactérienne, réduction du cout, 
moins d’effets organoleptiques indésirables.  

Certaines publications (Ultee et al., 2000 ; Dimitrijevic et al., 2007 ; Misaghi et Basti 
2007  ; Yoon et al., 2011) portent sur le mode d'action des composants d'huile essentielle en 
combinaison avec d'autres agents de conservation naturels ou des antibiotiques. 

Les études de Cox et al. (2001) et de Goñi et al. (2009) ont porté sur des combinaisons 
d'agents bactéricides et bactériostatiques, en utilisant et en explorant:  

− Des composés qui agissent sur la même cible ;  

− Des interactions chimiques parmi les composés tels que la réduction de la solubilité 
aqueuse de terpène actif par les hydrocarbures monoterpéniques non aqueux. 

 
Zore et al. (2011) ont proposé deux hypothèses pour expliquer les effets synergiques 

de cinnamaldehyde / thymol ou cinnamaldehyde / carvacrol contre S. typhimurium: 

− Thymol ou le carvacrol pourraient augmenter la perméabilité de la membrane 
cytoplasmique, et faciliter, probablement, le transport du cinnamaldéhyde  dans la 
cellule. 

− Thymol ou carvacrol pourraient augmenter le nombre, la taille ou la durée de 
l'existence des pores créés par la liaison de protéines du cinnamaldéhyde dans la 
membrane cellulaire. 

 
 Plus récemment, Fei et al. (2011) ont montré que les combinaisons synergiques des HE 

(origan / basilic contre E. coli, basilic / bergamote contre S. aureus, origan / bergamote contre 
B. subtilis et origan / perilla contre S. cerevisiae) perturbaient de façon significative l'intégrité 
des membranes cellulaires par rapport aux membranes des témoins traités avec les agents 
employés seuls. 

Les implications pratiques de ces observations sont importantes au moment de l'utilisation des 
composants d’HE dans les systèmes alimentaires car certains composants d'HE à des 
concentrations élevées peuvent donner des notes aromatiques indésirables aux aliments (par 
exemple, l'eugénol). 
  
 Toutefois les mécanismes d'interaction qui ont produit des effets antagonistes ont été 
moins étudiés. 
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VIII.  Comparaison entre les agents antimicrobiens 
VIII.1.  Huiles essentielles versus antibiotiques 

Les antibiotiques sont des molécules isolées. On connait le mode d'action de chacune 
d'elles : elles agissent sur une partie de l'agent pathogène qu'elles détruisent ou qu'elles 
inhibent. Il suffit alors qu'une des bactéries développe par mutation une enzyme permettant 
d'inactiver cette molécule, ou d'en inverser l'action, pour mettre en péril toute l'action 
thérapeutique. En effet, en échangeant leur matériel génétique avec leurs consœurs comme 
elles le font fréquemment (par transformations, transductions et conjugaisons), ces bactéries 
vont être capables de transmettre la résistance rapidement au sein du pool de bactéries 
infectant l'organisme traité (Weston, 2002 ; Poole, 2002). 

Les HE sont des ensembles très complexes de molécules (plusieurs dizaines, voire 
centaines) issues de différentes familles chimiques (terpènes, alcools, aldéhydes, phénols, 
esters pour ne citer que les plus courantes). Leur activité anti-infectieuse résulte bien d'un 
ensemble d'actions, pour lesquelles chaque molécule va jouer un rôle. Il est, dans ces 
conditions, bien improbable qu'une bactérie parvienne a muter suffisamment dans la durée de 
vie dont elle dispose afin de déjouer toutes ces différentes activités (Rasooli et al., 2006). 

 
VIII.2.  Bactériocines versus antibiotiques 

 
 L’aspect qui retient le plus l’attention au sujet des bactériocines est qu’elles possèdent 
un mécanisme d’action différent par rapport aux antibiotiques. Par exemple, ces derniers 
peuvent inhiber la synthèse de la membrane cellulaire et des éléments essentiels pour la survie 
des bactéries tandis que les bactériocines, elles, peuvent former des trous dans la membrane 
bactérienne (Sass et al ,2008). Ainsi, théoriquement, les bactéries résistantes aux antibiotiques 
ne devraient pas être résistantes aux bactériocines, puisqu’elles ne font pas appel au même 
mécanisme. En effet, en 2008, une étude in vivo portée chez les souris a montré que la 
mersacidine (bactériocine produite par l’espèce Bacillus) était capable d’inhiber la croissance 
d’une des souches bactériennes résistantes aux antibiotiques la plus problématique (Sass  al, 
2008). 
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I.  Applications des bactériocines  

 La première bactériocine a été découverte en 1925 par A. Gratia qui a nommé sa 
découverte colicine, puisqu’elle tuait uniquement les bactéries de la souche E. coli. 
Cependant, sa découverte fut éclipsée peu de temps après par celle du premier antibiotique, la 
pénicilline, qui était nettement plus efficace contre tous les types de bactéries.  L’émergence 
de souches de bactéries résistantes a poussé les scientifiques à revoir l’usage des antibiotiques 
et songer à les remplacer par les bactériocines ou autres antimicrobiens ayant un mode 
d’action différent (NOVAK et al., 1999 ; Roder, 1999 ; Weigel et al., 2003). 
 
I.1.  Application dans le domaine agroalimentaire  
 
 Dans l’industrie agroalimentaire, des restrictions dans l’utilisation des antibiotiques 
ont été mises en place par plusieurs pays pour essayer de freiner la résistance bactérienne.  
(Soulsby, 2007). De ce fait, plusieurs compagnies de production se sont tournées vers les 
bactériocines, comme bio-conservateurs, pour assurer la qualité de leurs produits. Les 
bactériocines sont, pour la plupart, inodores, sans goût, mais surtout, non toxiques ce qui a 
mené à leur approbation par la FDA (Food and Drug Administration). Maintenant, les 
bactériocines prennent une importante partie du marché mondial  des suppléments 
alimentaires (Hassan et al, 2012). 
 

Certaines bactériocines possèdent une activité antimicrobienne plus vaste qui peut 
même s’étendre jusque chez le protozoaire, la levure, le champignon et le virus (Reddy et al, 
2004). Ainsi, en plus de leur utilité dans le domaine agroalimentaire, les bactériocines ont 
aussi un immense potentiel dans le domaine médical. 

À titre d’exemple, la nisine (SIN) 234 est listée comme conservateur au standard 
international du codex alimentarius (codex 2014). En tant que tel on l'utilise essentiellement 
dans les fromages et produits fromagers, les crèmes, les gâteaux, les œufs liquides pasteurisés. 
On l'utilise également dans la mise en conserve de viandes pour inactiver des bactéries 
nuisibles et dans des boissons, ainsi que comme antimicrobien dans les produits cosmétiques 
(Gouget, 2013). 

 

I.2. Applications médicales  
 
 L’usage des bactériocines n’est pas restreint au domaine alimentaire. Celles-ci servent 
aussi comme agents de thérapie naturelle alternatifs aux antibiotiques (Smaoui, 2010). Suite à 
l’émergence du phénomène d’antibiorésistance manifesté par plusieurs bactéries pathogènes 
(parmi lesquelles certaines sont résistantes à plusieurs antibiotiques à la fois) qui menace la 
santé publique, les études sont actuellement orientées vers la recherche de nouvelles 
substances antibiotiques naturelles pouvant résoudre ce problème (Mkrtchyan et al., 2010). 
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 Les bactériocines de la classe IIa présentent un groupe important de peptides 
antimicrobiens qui peuvent être utilisés en médecine avec les antibiotiques dans le traitement 
des maladies infectieuses ou comme des agents antiviraux. Ces molécules ont une activité 
inhibitrice contre les bactéries à Gram positif nuisibles et pathogènes comme Bacillus cereus, 
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes (Drider et al ., 
2006).  
 Zhu et al. (2005) ont rapporté que le Koumiss (produit chinois à base de lait fermenté) 
est efficace dans le traitement de la tuberculose et des maladies cardiovasculaires et contribue 
à l’amélioration de l’immunité, et que ces propriétés sont attribuées aux bactériocines 
produites par les bactéries lactiques indigènes. Dembélé et al. (1998) ont démontré que les 
bactériocines produites par le genre Lactobacillus contribuent à la protection du vagin contre 
différentes bactéries pathogènes telles : Escherichia coli, Serratia marcescens, Shigella 
boydii, Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria innocua et Staphylococcus aureus. 
Tong et al. (2010) ont démontré que la nisine participe dans la prévention et le traitement des 
caries dentaires en inhibant les microorganismes en cause. La nisine est aussi utilisée dans le 
traitement des ulcères gastriques vu sa stabilité aux pH acides et son activité contre 
Helicobacter pylori . Les bactériocines LA-1, YIT9029 et DCE471 produites par Lb. 
johnsonii, Lb. casei et Lb. amylovorus respectivement manifestent également une activité 
inhibitrice contre Helicobacter pylori (Smaoui, 2010). Des études récentes ont découvert le 
rôle des bactériocines produites par Lactobacillus salivarius dans la réduction de colonisation 
du caecal des volailles par Campylobacter (Nazef et al., 2008). 

Les bactériocines peuvent intégrées dans les produits à usage quotidien. Certaines 
bactériocines sont  efficaces pour la prévention de caries dentaires ou de la gingivite et 
peuvent donc être intégrées dans la pâte dentifrice. Certains produits sont déjà commercialisés 
comme le rince-bouche BLIS K12 qui contient les bactériocines salivaricin A2 et B qui 
détruisent les bactéries associées à la mauvaise haleine (Tagg, 2004). 

Les bactériocines peuvent être utilisées contre n’importe quelle infection ou malaise 
causés par des bactéries pathogènes comme l’acné, des cas de fibrose kystique, la tuberculose, 
les otites, les infections mammaires et les vaginites. Plusieurs essais cliniques sont en cours 
pour rendre ces produits disponibles.  

Cependant, beaucoup de bactériocines d’intérêt ont une courte durée de vie chez 
l’humain. Il existe des moyens pour fabriquer synthétiquement des bactériocines hybrides ou 
de les modifier afin qu’elles soient capables de résister en augmentant leur stabilité. Par 
contre, de tels procédés sont très coûteux. 
 
 
II.  Applications des huiles essentielles 
 Les HE commercialisées dans le monde sont destinées à quatre grands secteurs 
industriels : parfumerie cosmétique, parfumerie technique (savons, détergents), alimentation 
et médecine (médecine douce et pharmaceutique) (Grysole, 2005). L’industrie alimentaire 
utilise les huiles essentielles pour rehausser le goût, aromatiser et colorer les aliments 
(Aprotosoaie et al., 2010 ; Bruneton, 1999 ; Grysole, 2005 et Pauli et al., 2010). Le secteur 
des boissons gazeuses s’avère un gros utilisateur d’huiles essentielles (Grysole, 2005). 
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Les huiles essentielles possèdent des profils de composition chimique différents. Leur 
utilisation comme agents de conservation est due à la présence de composés ayant des 
propriétés antimicrobiennes et antioxydantes (Conner, 1993 ; Hammer et al., 2011). L’huile 
essentielle la plus utilisée dans le monde est celle de l’orange (Grysole, 2005). 

Les huiles essentielles de Citrus limon servent à la fabrication d’arômes alimentaires, 
d’essences fruitées, de boissons rafraichissantes, de liqueurs, de pâtisseries et de confiseries 
(Choi et al., 2000).  

 
 
 
II.1. Applications alimentaires 
 Les huiles essentielles peuvent être ajoutées à peu près à tous les aliments. Ainsi, les 
huiles essentielles d’origan, de thym, de cannelle ou de coriandre sont efficaces pour les 
viandes, les volailles, les charcuteries et les légumes ; l’huile essentielle de menthe pour les 
produits frais (salades, yaourts…) ; les huiles essentielles à base de carvacrol ou de citral pour 
les poissons ; les huiles essentielles de thym, de noix de muscade ou de gingembre pour les 
céréales (plus particulièrement celles riches en carvacrol pour le riz) ; et les huiles essentielles 
à base de carvacrol ou de cinnamaldéhyde pour les fruits.  

Toutefois, les huiles essentielles utilisées comme agents de conservation peuvent 
affecter la qualité des aliments traités par leurs effets organoleptiques indésirables (cas du 
pouvoir aromatisant des HE). Des techniques de désaromatisation existent et sont de plus en 
plus efficaces.  Les effets organoleptiques indésirables des HE peuvent être limités en 
sélectionnant soigneusement l’huile essentielle selon le type d’aliment considéré, mais il est 
important de noter, que dans la plupart des cas, les concentrations d’huiles utilisées sont si 
faibles, qu’elles ne modifient pas les qualités organoleptiques de l’aliment.  
 Un autre aspect à prendre en compte, c’est de vérifier que l’huile essentielle 
sélectionnée n’a pas d’effet antimicrobien contre les bactéries utiles, notamment les ferments 
d’acidification, d’aromatisation et d’affinage, indispensables à la fabrication des produits, 
ainsi que la flore intestinale du consommateur. Moyennant ces précautions d’usage, l’emploi 
des huiles essentielles lors de la transformation des aliments peut présenter un triple intérêt: 
aromatisant, antioxydant et antimicrobien. 
       Elles sont aussi utilisées dans les préparations culinaires,  assaisonnement à l’huile 
végétal  additionnée d’huile essentielle (thym, basilic, romarin, origan), parfum de desserts 
(huile essentielles d’agrumes, vanille. etc.) (Degryse et al. ,2008). De même, elles sont ajoutées 
aux pâtisseries, condiments, et aux boissons gazeuses ou alcooliques, et utilisées dans les 
emballages de conservation de denrées alimentaires (Turgeon, 2001).  
 

II.2. Autres utilisations 

      Les huiles essentielles entrent dans la fabrication de produits pharmaceutiques, en raison de 
leurs propriétés thérapeutiques et dans celle des parfums, des produits de toilette, des 
cosmétiques, des savons et des détergents, en raison de leurs propriétés aromatiques (Turgeon, 
2001).  
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III.  Applications du chitosane 

  Grace à ses propriétés biologiques, le chitosane est  un biopolymère très intéressant 
trouvant des applications dans plusieurs domaines tels que l’agriculture, l’agroalimentaire, la 
médecine, la cosmétologie, le textile et le traitement des eaux usées (Neetu et al., 2006; 
Theruvathil et al., 2007). 

III.1. En agriculture  

 Le chitosane peut être  utilisés comme insecticides naturels (Jun Cai et al., 2006), 
comme agents de conservation des fruits et légumes (fraises, poivrons, concombres et 
tomates) (El-Ghaout et al., 1992) et comme engrais biologiques. En effet, suite à l’ajout de 
matière organique chitineuse, les feuilles et les tiges de soja accumulent plus d’azote.  

III.2. En traitement des eaux usées  

 Grâce à de sa grande capacité d’adsorption, le chitosane est utilisé comme agent de 
chélation des cations et des ions métalliques à savoir Cd2+, Pb2+ et Cu2+ (Hu et al., 2004). Ils 
sont également utilisés pour traiter les effluents, de l’industrie textile, riches en colorants par 
adsorption et par coagulation-floculation (Kurita, 1997). 

 III.3. En médecine  

 Le chitosane possède des capacités cicatrisantes (Koide, 1998), immunologiques, anti-
tumorales (Koide, 1998), hémostatiques et anticoagulantes (Benesch, 2001 ; Jayakumar et al., 
2006 ; Preyanat et al., 2003). Le chitosane est également utilisé en ophtalmologie comme 
véhicule pour la mise au point d’hydrogels ophtalmiques (Felt, 1999 ; Morfin et al., 2002).  

III.4. En agroalimentaire 

Dans le domaine agroalimentaire, ce biopolymère présente des atouts particulièrement 
intéressants (Agulló et al., 2003 ; Shahidi et al., 1999) :  

− Propriétés antimicrobiennes permettant au film alimentaire d'être bio-préservant et 
comestible ; 

− Propriétés antioxydantes entraînant une activité antioxydante sur le vin, la viande et 
les produits de la mer ; 

− Fibres alimentaires permettant la capture des acides gras libres à pH bas et la baisse 
de l’absorption des lipides ce qui lui confère des propriétés nutraceutiques utiles 
pour l'amincissement ; 

− Texturants permettant la stabilisation des émulsions et des mousses et servant 
d'épaississant ; 

− Augmentation de la durée de vie des produits carnés notamment des viandes 
marinées bovines conditionnées sous atmosphère modifiée. 
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III.5. Autres applications 

  Le chitosane peut être utilisé dans d’autres domaines tels que la cosmétologie  pour la 
fabrication des crèmes hydratantes et amincissantes, l’industrie papetière pour la fabrication 
de la cellulose, en microbiologie comme sources de carbone et pour la production de 
chitinases, en biotechnologie pour l’encapsulation et l’immobilisation des enzymes (Jinjiang, 
1996 ; (Suresh et Chandrasekaran, 1998; Jun Cai et al., 2006, Chang et al., 2006). 

 

IV.  Applications de l’acide citrique  
 Les principales applications de l’acide citrique dans les différents secteurs industriels 
sont les suivantes : 
 
IV.1. Boissons et aliments  
  Il est utilisé principalement comme agent acidulant, comme correcteur de la sapidité 
et comme agent conservateur et additif alimentaire (Pressindustria, 2004).  

 

IV.2. Pharmaceutique, cosmétique et hygiène du corps 
Il trouve des applications dans la préparation de diverses formes pharmaceutiques 

effervescentes en association avec une source de carbonate ou bicarbonate ; en même temps, 
on exploite ses propriétés antimicrobiennes (Pharmacopée Européenne ,2004). Dans 
l’industrie cosmétique et pour l’hygiène de corps, il est utilisé comme antioxydant et 
régulateur de pH (CMR ,2004). 
 
IV.3. Autres utilisations  
  Les solutions qui contiennent de l’acide citrique sont largement employées pour 
l’enlèvement des oxydes métalliques de la surface des métaux ferreux et non ferreux et 
comme agent antitartre dans les chaudières (CMR, 2004). Il trouve beaucoup d’autres 
applications dans l’agriculture, dans le placage électrolytique des métaux, dans la 
photographie, dans la préparation de certains plastifiants et comme composant des résines 
alkydes (Pressindustrria, 2004).  

Les sels de l’acide citrique d’importance commerciale sont : 
− Le citrate dibasique d’ammonium ; 
− Le citrate de calcium ; 

− Le citrate de fer-ammonium ; 
− Le citrate de potassium ; 

− Le citrate de sodium. 
 

Le citrate de sodium est le plus largement utilisé et sa consommation augmente sans 
cesse dans le secteur des détergents comme remplaçant efficace biodégradable des poly-
phosphates et des zéolithes (Blair et Staal, 1993). Il est aussi utilisé dans les secteurs 
alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques (Rohr et al., l993). 
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V. Applications des complexes chimiques  

  Les complexes métalliques ont une importance capitale en chimie et interviennent 
dans beaucoup de domaines d'avant-garde. 

 V.1. Les complexes métalliques en catalyse  

La configuration des ligands autour d'un centre métallique, la possibilité d'échanger 
des ligands et la capacité de certains métaux à s'insérer dans des liaisons covalentes (en 
particulier les liaisons multiples) de façon réversible rend les complexes métalliques 
extrêmement utiles en catalyse. En effet, la coordination à un centre métallique abaisse 
l'énergie d'activation de réaction par formation d'un ou plusieurs complexes intermédiaires et 
influe sur la sélectivité de la réaction. Dans la nature, il y a aussi des complexes métalliques 
qui interviennent dans les métalloprotéines (fer dans l'hémoglobine, magnésium dans la 
chlorophylle, cuivre dans l'hémocyanine...). Ces complexes sont un des objets d'étude de la 
chimie bio-inorganique (Bartlett, 2010). 

V.2. Les complexes en chimie des solutions  

Les complexes en chimie des solutions ont des utilités multiples : 

− solubiliser un métal contenu dans un minerai (exemple : l'or solubilisé comme un 
complexe cyanuré) ;  

− caractériser la présence d'une espèce chimique par formation d'un complexe coloré 
(Jacobsen, 1993). 

V.3. En médecine  

Des complexes de platine sont utilisés dans le traitement de certains cancers (cis-
platine, carbo-platine, oxali-platine…) (Losada, 2001). 

La capacité complexant de l'EDTA est mise à profit dans le traitement d'intoxication 
par des métaux, en particulier le plomb.  

.   

V.4. Autre utilisations 

  Le complexe Fe (CO)5 liquide à température ambiante permet d'obtenir par distillation 
du fer très pur. 
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Ce travail expérimental a été réalisé pendant une durée de trois mois et demi  au sein du 
laboratoire de la faculté des sciences biologiques et des sciences agronomiques – Université 
Mouloud Mammeri, Tizi-Ouzou. 

L’objectif de cette étude est : 

� Evaluation du pouvoir inhibiteur de la croissance bactérienne fongique de quatre agents 
antimicrobiens à savoir : l’H.E.T, l’acide citrique, le chitosane et une quinzaine de 
complexes chimiques produits au laboratoire de la chimie de coordination de la faculté des 
sciences - Université Mouloud Mammeri, Tizi-Ouzou. 

� Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI), ainsi que les 
concentrations minimales bactéricides (CMB) et fongicides (CMF). 

� Etudier les interactions entre les agents antimicrobiens actifs par combinaison deux à deux 
et déterminer les concentrations sub-inhibitrices. 

 

A. Matériels  

I. Matériel biologique 

I.1. Souches microbiennes testées 

 Le choix des souches microbiennes testées dans cette étude a été basé sur l’implication 
dans la  pathologie humaine et l’altération des aliments. Pour cela nous avons sélectionné : une 
bactérie à Gram+,  une bactérie à Gram-, une levure et une moisissure. 

I.1.1. Les souches bactériennes 

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude sont Bacillus subtilis  ATCC 6633 et 
Escherichia coli ATCC8739.  Ces souches microbiennes de référence sont choisies en fonction de 
leur pathogénicité et leurs résistances aux antibiotiques et implication dans les intoxications 
alimentaires. Elles ont été aimablement fournies par le laboratoire de microbiologie de la société 
pharmaceutique  (Aldaph-Novonordisk) sise à la zone industrielle Oued-Aissi de  Tizi Ouzou. 

 

I.1.2.  Les souches fongiques 

Les souches fongiques utilisées dans cette étude appartiennent aux espèces Candida 
albicans et Aspergillus niger. 

La levure provient d’un prélèvement vulvaire effectué au laboratoire de mycologie du 
CHU Nedir Mohammed de Tizi Ouzou. 
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La moisissure a été isolée d’une variété de blé dur (vitron) au département des sciences 
biologiques et des sciences agronomiques de l’université de Laghouat. 

 

I.2. Les agents antimicrobiens testés 

I.2.1.  Les complexes chimiques 

 Les complexes chimiques testés ont été élaborés et caractérisés par l’équipe du Pr  
ADKHIS,  laboratoire de chimie de coordination, département de chimie  - Université M. 
Mammeri de Tizi Ouzou.  

Les complexes chimiques ont été conservés sous forme cristalline solide à l’abri de la 
lumière, ils sont insolubles dans l’eau c’est pourquoi ils sont mis en solution dans le Di-Méthyl-
Sulfoxyde (DMSO). Afin d’obtenir des concentrations assez suffisantes pour provoquer une 
activité antimicrobienne, les complexes ont été préparés à 10mg/ml. 

Les différents complexes ainsi que leurs ligands sont reportés dans le Tableau VII. 
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 Tableau VII :  Les complexes chimiques testés et leurs ligands 

Molécule Désignation Structure chimique 
Poids 

moléculaire 
(g/mol) 

Couleur 

C
O

M
P

LE
X

E
S

 C
H

IM
IQ

U
E

S
 

Cpx1 [Cu (Hdmg) (Arg) (NO3)2 (H2O)] 495,76 Noir 
Cpx 2 [Cu (Hdmg) (Arg) (Br)2] 513,56 Olive 
Cpx 3 [Cu (Hdmg)2 (Glu) (NO3)] 503,71 Noir 
Cpx 4 [Cu (Hdmg)2 (Glu) (SCN)] NO3 562,71 Marron 

Cpx 5 [Cu (Hdmg) (Pro) (NO3)2] 570,71 Vert foncé 
Cpx 6 [Cu2 (Hdmg) (Ade)2 (NO3) (H2O)] 466,88 Rouge indien 
Cpx 7 [Cu2 (Hdmg) (Gua) (NO3) (H2O)] 622,23 Olive 
Cpx 8 [Cu (Hdmg) (Ade) (NO3)2] 438,69 Vert foncé 
Cpx 9 [Cu (Hdmg) (Gua) (NO3)] 391,69 Vert clair 
Cpx 10 [Cu (H2dmg) (OPD) (NO3)] 348,70 Marron 
Cpx 11 [Cu (H2dmg) (OPD) (Br)2] 447,50 Marron 
Cpx 12 [Cu (Hdmg) (Val) (NO3) (H2O)] 393,17 Marron 
Cpx 13 [Cu (Hdmg) (Lys-Cl)2 (NO3)] 605,86 Marron 
Cpx 14 [Cu (Trp)2 (Hdmg)] 761,24 Olive 
Cpx 15 [Cu2 (His) (Hdmg) (NO3)] 608,23 Vert foncé 

LI
G

A
N

D
S

 

E
lé

m
en

ts
 c

hi
m

iq
ue

s Sel de cuivre Cu (NO3)2 (H2O)3 241,61 - 
Hdmg=diméthyl-

glyoxime 
HON=C(CH3) C(CH3)=NO- 116,02 - 

NO3=nitrate NO3 62 - 
Br=brome Br 79,90 - 

OPD=ortho-
phénylene diamine 

C6H4 (NH2)2 108,1 - 

H2O Eau 18 - 

A
ci

de
s 

am
in

és
 

Arg = arginine C6H14N4O2 174,20 - 
Glu=glutamate C5H9NO4 147,13 - 

Val=valine C5H11NO2 117,15 - 
Lys-Cl=lysine-
chloridrique 

 182,65 - 

Trp=tryptophane C11H12N2O2 204,2252 - 
Pro=proline C5H9NO2 115,13 - 
His=histidine C6H9N3O2 155,1546 - 

B
as

es
 

az
ot

ée
s Ade=adénine 

 
C5H5N5 135,13 - 

Gua=guanine C5H5N5O 151,13 - 
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I.2.2.  L’huile essentielle de thym (HET) 

Dans le présent travail, nous avons utilisé de l’huile essentielle de thym (Thymus vulgaris) 
commerciale 100% pure, référencée : THILL-S NR1, SDZ et certifiée par Ecocert SAS  F 
32600(ISO). Cette huile est naturelle,  issue de l’agriculture biologique, achetée à la société 
française FLORAME. Elle a été conservée en position verticale, à l’obscurité et au frais 
(réfrigération).  

Le profil chromatographique de l’huile essentielle de thym telle que déterminée par le 
fournisseur commercial est illustré dans le Tableau VIII. 

Tableau VIII : Profil chromatographique de l’huile essentielle de thymus vulgaris (seuls les 
composés de pourcentage supérieur à 0,05 % ont été rapportés). 

Temps de rétention (min) Identification Aire (%) 

5.163 Tricyclène 0.05 

5.277 α-Thuyène 1.08 

5.473 α- Pinène 1.08 

5.896 Camphène 0.78 

6.758 -Pinène 0.40 

7.068 3-Octanone 0.09 

7.239 Myrcène 1.70 

7.720 α- Phellandrène 0.22 

8.196 α-  Terpinène 1.85 

8.611 p-Cymène 18.82 

8.715 
Limonène 

1.12 
1,8-Cinéole 

9.515 cis-- Ocimène 0.05 

10.030 - Terpinène 9.52 

10.354 trans -4-Thujanol 0.61 
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L’huile essentielle de Thymus vulgaris n’étant pas miscibles dans l’eau, il était nécessaire 

d’utiliser un émulsifiant pour la réalisation de dilutions de cette huile. Il s’agit du  Diméthyl-

Sulfoxyde (DMSO), un liquide organique hautement polaire et miscible à l’eau.  

10.587 Oxyde de linalol 0.07 

11.320 Terpinolène 0.38 

11.825 Cis 4-Thujanol 0.13 

12.049 Linalol 5.68 

14.106 Camphre 0.40 

15.354 Bornéol 1.90 

15.996 Terpinèn-4-ol 1.07 

16.887 α- Terpinéol 0.11 

18.801 Acétate de bornyle 0.12 

19.906 Thymol méthyl éther 0.47 

22.820 Carvacrol méthyl éther 0.24 

23.554 Thymol 45.85 

23.863 Isothymol (Carvacrol) 3.17 

30.140 β-Caryophyllène 1.54 

31.263 Alloaromadendrène 0.16 

34.621 Lédène 0.12 

36.368 γ-Cadinène 0.14 

39.525 Oxyde de caryophyllène 0.25 
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I.2.3.  Le chitosane 

 Le chitosane utilisé dans cette étude est aimablement fourni par Dr Kadouche Slimane, il est 
produit au niveau du laboratoire de chimie de l’environnement, du département de chimie - 
Université M. Mammeri de Tizi Ouzou. La chitine dont il est issu est extraite à partir des carapaces 
de crevettes roses.  

Le chitosane se présente sous forme de poudre inodore, sans saveur et de couleur blanche. La 
poudre est pratiquement totalement insoluble en milieu aqueux (CODEX, 2009). 

Quatre (04) échantillons, ayant des degrés de désacétylation différents : 1h30, 2h00, 2h30 et 
3h00, nous ont été fournis et testés. Ils sont respectivement désignés Chito1.3, Chito2.0, Chito2.3, 
Chito3.0. 

Les échantillons testés sont dilués dans de l’acide acétique pure à raison de 2 g/l. 

I.2.4.  L’acide citrique 

 Nous avons utilisé de l’acide citrique issu de processus industriel qui se présente sous forme 
de cristaux blanchâtres. 

La dilution est réalisée dans de l’eau distillée stérile. Nous avons préparé des solutions à 
différentes concentrations : 10% (correspondant à 10 g d’acide citrique dans 100 ml de l’eau distillée 
stérile), 8%,  6%, 4% et 3%. 

 

I.3. Matériel du laboratoire (voir annexes I et II). 

 

II.  Etude préliminaire (screening) 

II.1. Confirmation des souches bactériennes 

Les souches bactériennes testées sont des souches pures conservées dans le milieu PCA à 
4°C.  

Chacune des deux souches a été repiquée sur le milieu MH et incubées à 37°C afin d’obtenir 
des cellules jeunes de 15 à 18 heures. Une coloration simple au bleu de méthylène et une coloration 
différentielle de Gram ont été réalisées suivis d’une observation microscopique dans le but de 
déterminer : la forme, la taille, le mode d’agencement des cellules ainsi que le type de Gram. 

 

La coloration de Gram (voir annexe III).  
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II.2. Préparation de l’inoculum  

II.2.1. Préparation de préculture 

Les tests antibactériens sont  réalisés à partir de cultures jeunes en phase exponentielle de 
croissance (culture de 15 à 18 heures).  

Les souches bactériennes sont repiquées sur le milieu MH gélosé, puis les boîtes sont 
incubées à 37°C pendant 16 heures. 

II.2.2. Préparation de la suspension bactérienne  

 Dans la zone septique du bec bunsen et à partir de cultures pures de 16 heures, prélever à 
l’aide d’une pipette Pasteur quelques colonies bien isolées de chacune des souches à tester. 
Décharger la pipette dans 10ml de l’eau physiologique stérile à 0,9%, puis homogénéiser. Les 
suspensions bactériennes, ainsi obtenues, sont standardisées, à l’aide d’un spectrophotomètre, à une 
DO de 0,08 à 0,10 à une longueur d’onde de 620nm. Cette absorbance correspond à une 
concentration de 107 UFC/ml. Nous avons, ensuite, réalisé une dilution au 1/10 afin d’obtenir une 
suspension standardisée à 106 UFC/ml. 

 

II.3. Evaluation qualitative et quantitative de l’activité antimicrobienne 

 L’évaluation de l’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode des puits décrite par 
Ismail et al. (2008). 

 

II.3.1. Activité antibactérienne 

 Les différents échantillons d’agents antimicrobiens sont utilisés pour tester leurs activités 
antibactériennes vis-à-vis des deux souches bactériennes choisies.  

II.3.1.1. Méthode des puits 

La méthode des puits consiste à estimer l’inhibition de la croissance des germes testés au 
contact des différents échantillons d’agents antimicrobiens étudiés. 

À partir d’une suspension bactérienne standardisée à 106 UFC/ml, nous avons effectué un 
ensemencement en masse en déposant 1ml de la suspension au fond de boites de Pétri stériles, puis 
nous avons  coulé la gélose MH en surfusion (45°C environ).  

Après solidification, des puits d’environ 6mm de diamètre ont été confectionné à l’aide d’une 
pipette Pasteur  retournée et flambée à son extrémité large. À l’intérieur de ces puits on dépose 50µl 
de chaque échantillon à tester. Les boites sont, ensuite, fermées et laissées diffuser pendant 30 
minutes. 
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De même, des antibiogrammes avec des antibiotiques de référence : l’augmentin (AMC), 
l’imipenème (IPM),  nitrofurantoïne (F), pefloxacine (PEF), cefoxitine (FOX), et la cefazoline (KZ) 
ont été réalisés afin de servir de témoins positifs pour comparer les résultats. Aussi, un puits 
contenant du DMSO a été prévu en guise de témoin négatif. 

La lecture est réalisée après 24 heures d’incubation à 37°C. Les diamètres des zones 
d’inhibition sont mesurés à l’aide d’une règle et exprimés en millimètre (mm) (le diamètre du puits 
(6mm) est inclus).  

Selon Ponce et al. (2003), la sensibilité des différentes souches vis-à-vis des agents 
antimicrobiens est classée comme suit : 

Non sensible ou résistante, si : � ˂ 8 mm ; 

Sensible si : 9 mm ˂ � ˂ 14 mm ; 

Très sensible si : 15 mm ˂ � ˂ 19 mm ; 

Extrêmement sensible si : � ≥ 20 mm. 

 

II.3.2. Activité antifongique 

II.3.2.1. Confirmation des souches fongiques 

 L’identification des souches fongiques fait appel aux caractères culturaux (identification 
macroscopique) et à la morphologie (observation microscopique) de la souche isolée à l’état pur 
(Botton et al., 1999). 

II.3.2.1.1. Caractères macroscopiques et microscopiques 

L’examen macroscopique d’Asp. niger et de C. albicans a été fait sur milieux Sabouraud 
incubés à 25°C et à 37°C respectivement.  

Les colonies de C. albicans sont plates, luisantes, crémeuses et de couleur blanc crème. 

 Asp.  niger forme des colonies atteignant 4 à 5 cm de diamètre en 7 jours. La colonie est 
d'abord blanche et translucide puis devient noire en sporulant.  

 Un prélèvement d’un fragment mycélien et d’une colonie de levure sont faits, puis, les 
échantillons sont placés entre lame et lamelle et observés au microscope photonique au G×400. 

II.3.2.2. Repiquage de disques mycéliens sur milieu Sabouraud 

 À partir des boites de Pétri conservées contenant la moisissure, trois disques mycéliens 
d’environ 4mm de diamètre ont été prélevés puis   déposés en forme de triangle dans une boite de 
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Pétri préalablement coulée de milieu Sabouraud. Ensuite, incubé à 25°C jusqu’à ce que la croissance 
mycélienne soit bien caractérisée (trois jours). 

II.3.2.3. Préparation des suspensions à 106 UFC/ml 

 Les spores d’une jeune culture d’Asp. niger sont récupérées par un lavage de la boite de Pétri 
avec un volume de 5ml d’eau physiologique stérile à 0.9%.  

 À l’aide d’une pipette Pasteur stérile, nous avons prélève une colonie isolée de C. albicans, 
puis on décharge la pipette dans 10ml d’eau physiologique à 0,9%. 

Après homogénéisation, les suspensions sont standardisées à 106 UFC/ml en effectuant des 
dénombrements sur la cellule de Thoma et des dilutions décimales, si nécessaire. 

II.3.2.4. Méthode des puits 

 Les mêmes opérations sont effectuées pour tester l’activité antifongique sur Asp. niger et C. 
albicans, sauf que dans ce cas, le milieu utilisé est le milieu Sabouraud. L’ensemencement est réalisé 
en surface en déposant 0,1ml de la suspension fongique sur le milieu préalablement coulé et solidifié, 
puis étalement  à l’aide d’un râteau.  

 La lecture est faite après 72 heures d’incubation à 25°C pour la moisissure et après 24 heures 
d’incubation à 37°C pour la levure. 

 

III. Détermination des CMI 

III.1. Préparation des dilutions 

 Les dilutions de l’HET et des complexes chimiques sont réalisées dans le DMSO tandis que 
celles de l’acide citrique sont effectuées dans l’eau distillée stérile. 

L’échantillon de chitosane à 2h30, étant le seul à présenter une activité antimicrobienne, est 
sélectionné pour déterminer les CMI.  

III.2. Méthode des spots 

� Principe de la méthode 

Ce test non quantitatif a pour objectif d’estimer la concentration minimale inhibitrice des 
souches testées au contact de différentes concentrations des agents antimicrobiens étudiés (Sokmen 
et al., 2004). 

Cette technique est réalisée en trois étapes : 

− Dans des boites de Pétri stériles, nous avons fait couler 15ml de milieu (MH pour les 
bactéries et Sabouraud pour les souches fongiques) qui va servir d’apport en nutriments pour 
les microorganismes ; 
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− Réaliser une dilution volume à volume : dans 3ml du milieu de culture, nous avons  mélangé 
des volumes variables de l’agent antimicrobien à tester. Puis, la dilution obtenue est versée et 
étalée d’une façon homogène dans les boites de Pétri préalablement coulées ; 

− Après solidification, nous avons déposé 3 spots de 5µl de la suspension microbienne à 106 
UFC/ml en forme de triangle. 

Les boites sont, ensuite, incubées à 37°C pendant 24h pour les bactéries et la levure et à 25°C 
pendant 72h pour la moisissure. 

La plus petite concentration pour laquelle il n’y’a aucun développement visible de la souche 
est considérée comme étant la CMI. 

 

IV. Détermination des CMB et CMF 

 La détermination des concentrations minimales bactéricide (CMB) et fongicide (CMF) est 
réalisée par un prélèvement, à l’aide d’une pipette Pasteur, dans les zones d’inhibition (ne présentant 
aucune culture visible). Chaque prélèvement est, ensuite, déposé en stries sur le milieu de culture 
approprié (MH pour les bactéries et Sabouraud pour les souches fongiques) ne contenant aucun agent 
susceptible d’être inhibiteur de la croissance de la souche en question. Les boites ensemencées sont 
incubées à 37°C pendant 24h pour les bactéries et la levure et à 25°C pendant 72h pour la moisissure. 

  

V. Combinaisons 

V.1.  Association de l’HET et les complexes chimiques 

 Nous avons mélangé 50% de l’HET pure et 50% des complexes chimiques dotés d’une 
activité antimicrobienne, pour un volume final de 50 µl. Ensuite, nous avons testé l’activité du 
mélange par la méthode des puits sur les souches bactériennes et fongiques.  

La lecture des résultats s’effectue après incubation des souches et consiste en la mesure  des 
diamètres des zones d’inhibition. L’interaction est considérée comme positive lorsque le diamètre 
d’inhibition dépasse 10 mm. 

V.2.  Association de l’acide citrique et les complexes chimiques 

 Nous avons effectué cinq dilutions de l’acide citrique : 10%, 8%, 6%, 4% et 3%. Puis, nous 
avons mélangé 50% de complexe chimique avec 50% de chacune des cinq dilutions pour un volume 
finale de 50 µl. Ensuite, nous avons testé l’activité des mélanges obtenus par la méthode des puits sur 
les différentes souches testées dans cette étude. 

La lecture des résultats s’effectue après incubation des souches et consiste en la mesure  des 
diamètres des zones d’inhibition. 
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V.3.  Association de l’HET et l’acide citrique  

Nous avons préparé  des dilutions successives (par facteur de deux) en ce qui concerne l’HET 
et cinq dilutions de l’acide citrique. Puis, nous avons  réalisé des associations entre les différentes 
dilutions. Enfin, les différents mélanges ont été testés sur les souches choisies pour cette étude. 

La lecture des résultats s’effectue après incubation des souches et consiste en la mesure  des 
diamètres des zones d’inhibition. 

D’après  PIBIRI (2005), les effets des combinaisons d’agents antimicrobiens, sont définis 

selon quatre interactions possibles : 

� Indifférence : l’activité d’un agent antimicrobien n’est pas affectée par l’autre. 

� Addition : l’effet de l’association est égal à la somme des effets de chaque agent étudiée 

isolément, à la même concentration que dans l’association. 

� Synergie : l’effet est significativement supérieur à la somme de chaque agent étudiée 

isolément, à la même concentration. 

� Antagonisme: l’association diminue l’activité de l’un des agents antimicrobiens ou de 
l’autre. Elle est inférieure à la somme des effets de chacun pris séparément. 
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I. Criblage des substances antimicrobiennes (screening) 

I.1. Activité antibactérienne 

L’étude in vitro de pouvoir antimicrobien d’un agent d’origine végétal (HET), un 
agent d’origine animal (chitosane) et deux agents chimiques (acide citrique et complexes 
métallique à base de cuivre) par la méthode des puits en utilisant   le milieu MH pour les 
bactéries et le milieu Sabouraud pour les souches fongiques a conduit à l’obtention des 
résultats illustrés dans des tableaux ou figures. L’activité antimicrobienne est estimée en 
termes de diamètre des zones d’inhibition autour des puits contenant les agents antimicrobiens 
à tester. Les souches sont classées en : sensibles, extrêmement sensibles ou résistantes. 

  Les souches utilisées ont été confirmées par une observation microscopique et la 
coloration de Gram réalisée sur des cellules issues de cultures jeunes  obtenues sur gélose 
Mueller-Hinton.  

 Les résultats de la coloration de Gram sont illustrés par les photos présentées dans la 
Figure 8. 

Les cellules d’E. coli observées sous forme de coccobacilles, cellules isolées, se sont 
révélées Gram négatif (coloration rose), alors que les cellules de B. cereus se présentaient 
sous forme de long bacilles, cellules isolées révélés à Gram positif. 

 

Figure 8: Résultats de la coloration de Gram observée au G×1000 à l’immersion. (A) B. 
cereus (B) E. coli. 

 

I.1.2. Résultats du témoin négatif  

Si les complexes doivent être soumis aux essais biologiques, la toxicité du solvant peut 
également être critique car même en traces, le solvant ne devrait pas empêcher le procédé 
biologique. L’attention doit également être prêtée aux interactions possibles entre le solvant et 
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les corps dissous pendant que le solvant peut réagir avec certains composés pour causer la 
dissociation, la déshydratation ou l’isomérisation de ces complexes (Yrjöen, 2004). 

Pour cela, le DMSO a été testé comme solvant. Les résultats montrent qu’il est 
approprié et ne présente aucun effet sur la croissance normale des souches microbiennes 
(Figure 9).  

 

Figure 9: Effet du DMSO sur les bactéries étudiées (A) B. cereus (B) E. coli. 

Ainsi, l’effet antimicrobien additionnel éventuel du DMSO se trouvant dans les 
échantillons serait nul. 

 

I.1.3. Résultats du témoin positif 

 L’antibiogramme a pour but de prédire la sensibilité d’un microorganisme vis-à-vis 
d’un ou de plusieurs antibiotiques. Cette sensibilité est exprimée par l’apparition des zones 
d’inhibition autour des disques. Le choix des antibiotiques est lié à leur fréquence d’utilisation 
en milieu hospitalier. Les résultats sont illustrés par les photos présentées dans la Figure 10. 



 

 

Figure 10: Effet des antibiotiques de référence sur les bactéries étudiées
cereus. 

 

I.1.4. Résultats du screening des complexes chimiques sur les bactéries

Les résultats du test préliminaire des complexes chimiques sur les bactéries sont 
représentés dans l’histogramme (Figure 

Figure 11: Criblage des complexes chimiques sur la base de leur pouvoir antibactérien. 

IPM : imipenème 
F : nitrofurantoïne 
AMC : augmentin 
FOX : cefoxitine 
KZ :     cefazoline 
PEF :   pefloxacine 
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Effet des antibiotiques de référence sur les bactéries étudiées

Résultats du screening des complexes chimiques sur les bactéries

Les résultats du test préliminaire des complexes chimiques sur les bactéries sont 
représentés dans l’histogramme (Figure 11).  

Criblage des complexes chimiques sur la base de leur pouvoir antibactérien. 
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Effet des antibiotiques de référence sur les bactéries étudiées (A) E. coli (B) B. 

Résultats du screening des complexes chimiques sur les bactéries 

Les résultats du test préliminaire des complexes chimiques sur les bactéries sont 

 

Criblage des complexes chimiques sur la base de leur pouvoir antibactérien.  
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 Ces résultats montrent que les ligands testés seuls ainsi que la plupart des complexes 
chimiques testés ne sont pas 
développent des bactéries sur toute la surface de la gélose et même à l’intérieur des puits.

Toutefois, le Cpx3 a produit un effet inhibiteur sur la croissance de  d’
exhibant une zone d’inhibition d’un diamètre de 10 mm (Figure 1

De même, le Cpx12 s’est montré actif vis
d’inhibition étant de 10 mm (Figure 1

Figure 12: Effet inhibiteur des complexes chimiques sur la croissance des bactéries testées
(A) E. coli (B) B. cereus. 

 Nos résultats correspondent à ceux obtenus par plusieurs auteurs (Caleb Noble 
Chandar et al., 2011; Chevry, 2011
récentes (Osunlaja, 2009 et Raman 
complexes métalliques à base de cuivre présentent une activité antibactérienne importante vis
à-vis de certaines souches pathogènes y compris 
être due à la différence des techniques utilisées ou à la concentrati

Le mécanisme d’action des complexes chimiques n’est pas encore très élucidé, 
cependant, nous pensons que l’activité de ces complexes et liée à leur configuration spatiale 
ainsi qu’au type de ligands les composants.  

 

I.2.2. Effet antibactérien de  l’HET, de l’acide citrique et du chitosane

 Dans cette partie, nous avons testé l’activité antibactérienne de l’huile essentielle de 
thym pure, les cinq dilutions de l’acide citrique et les quatre échantillons du chitosane.

 Les résultats de ce test sont représentés dans l’histogramme indiqué dans la Figure 1
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Ces résultats montrent que les ligands testés seuls ainsi que la plupart des complexes 
actifs sur les souches étudiées. Ceci s’est traduit par le 
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thym pure, les cinq dilutions de l’acide citrique et les quatre échantillons du chitosane. 
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Figure 13: Effet inhibiteur de l'HET, de l'acide citrique et du chitosane sur la croissance d
coli et de B. cereus. 
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Figure 14: Effet de l'HET sur les souches bactériennes.
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Effet inhibiteur de l'HET, de l'acide citrique et du chitosane sur la croissance d

D’après l’histogramme présenté dans la Figure 13, les agents antimicrobiens étudiés 
sont douées dune activité inhibitrice variable selon la bactérie testée.  B. cereus

E. coli vis-à-vis de l’ensemble des échantillons testés. 

La sensibilité la plus élevée (diamètre=30 mm) est observée chez 
E. coli est classée extrêmement  sensible à l’HET (diamètre=25 mm). 

Les zones d’inhibition observées sont illustrées par les photos présentées dans  Figure 1

sur les souches bactériennes. 
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Effet inhibiteur de l'HET, de l'acide citrique et du chitosane sur la croissance d’E. 

, les agents antimicrobiens étudiés 
B. cereus semble être 

vis de l’ensemble des échantillons testés.  

e=30 mm) est observée chez B. cereus traitée 
est classée extrêmement  sensible à l’HET (diamètre=25 mm). 

Les zones d’inhibition observées sont illustrées par les photos présentées dans  Figure 14. 

E. coli 

B. cereus
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Selon Sarker et al. (2005), l’activité antimicrobienne d’une huile essentielle est 
probablement due à la présence de synergies entre un nombre de composants, qui, lorsqu’ils 
sont séparés deviennent inactifs individuellement. Cela est interprété par le fait que les plantes 
produisent une variété énorme de petites molécules antimicrobiennes  ayant un large spectre 
de structure telles que les terpénoïdes, les alcaloïdes et les polyphénols. Cependant, la plupart 
de ces molécules ont une faible activité par rapport aux antibiotiques naturels produits par les 
bactéries et les champignons. 

Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram+ par 
rapport aux Gram- (Falleh et al., 2008 ; Hayouni et al., 2007 ; Kone et al., 2004 ; Shan et al., 
2007 ; Turkmen et al., 2007 ). En effet, la force et le spectre de l’activité antimicrobienne 
varient selon le type de l’HE et le Gram des bactéries. La résistance, généralement, élevée 
chez les Gram-, est attribuée à la présence d’une membrane externe imperméable aux 
composés lipophiles. L’absence de cette barrière chez les Gram+ permet le contact direct des 
constituants hydrophobes des huiles essentielles avec la bicouche phospholipidique de la 
membrane cellulaire bactérienne (Wendakoon et Sakaguchi, 1995). 

Le mode d’action de certaines molécules antibactériennes (carvacrol et thymol) 
contenues dans l’HET a été décrit dans la littérature. Le carvacrol et le thymol semblent 
capables d’augmenter la perméabilité membranaire (Lambert et al., 2001). En détruisant la 
membrane externe des bactéries Gram négatives, ils augmenteraient la perméabilité de la 
membrane plasmique aux métabolites cellulaires (Helander et al., 1998).  

Le mode d’action du carvacrol a été bien étudié sur B. cereus. Ce composé pénètre 
dans la bicouche lipidique et se positionne entre les chaînes d’acides gras. Cette déformation 
de la structure augmente la fluidité membranaire, aboutissant à une modification de la 
perméabilité passive. Chez les bactéries exposées au carvacrol, on observe une diminution de 
l’ATP intracellulaire, mais aussi une diminution du potentiel membranaire. Ainsi, le 
carvacrol, en augmentant la perméabilité de la membrane plasmique, n’entraîne pas une fuite 
d’ATP mais une fuite de protons, qui provoque la chute de la force protomotrice et, donc, de 
la synthèse d’ATP. Cette information est confirmée par la mesure du gradient de pH à travers 
la membrane plasmique. Le carvacrol formerait des canaux dans la membrane permettant la 
fuite des ions (Ultee et al., 2002). En plus de limiter la croissance, le carvacrol est capable 
d’inhiber la production de toxines chez B. cereus. (Ultee et Smid, 2001). 

L’action du thymol a été étudiée sur des membranes artificielles (Trombetta et al., 
2005). Son efficacité dépend de la composition et de la charge nette de la membrane. 
Lorsqu’il pénètre dans la membrane plasmique, il semble altérer sa perméabilité et entraîner 
une perte du matériel intracellulaire. De plus, après avoir traversé la membrane, il peut 
interagir avec des sites intracellulaires (Rasooli et al., 2006). 
 

       L’effet des huiles essentielles  de Thymus vulgaris et de Thymus satureioides dans la 
diminution de la charge bactérienne initiale de la viande hachée a été montré par Danoune et 
Dziri (2008). Aussi, l’effet antibactérien des huiles essentielles d’Eucalyptus, Myrte et Sarriette 
sur la viande fraiche type hachée à été mis en évidence par Bourit et Boussad (2008). Les huiles 
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essentielles de Sarriette des montagnes et de laurier noble ont considérablement réduit la charge 
bactérienne de la viande de dinde  de commerce (Mansour et al. ,2009). 

 

Par ailleurs, les deux souches se sont avérées sensibles, à l’acide citrique dosé à 10%, 
à 8% et à 6% ;  mais résistantes aux échantillons dosés à 4% (diamètres inférieur à 8mm) et à 
3%.  

Ces résultats sont semblables à ceux publiés par Bjornsdottir et al. (2006), Gomes et 
al. (2013) et Kim et al. (2013). 

De même, Séon et Simões Nunes (2009) ont étudié l’effet de plusieurs acides 
organiques y compris l’acide citrique  sur une autre bactérie pathogène Salmonella et ont 
rapportés  des résultats proches  des nôtres. 

Selon Cherrington et al. (1991), les mécanismes d’action des acides organiques sont 
divers. Il faut ajouter à l’effet acidifiant, l’activité antimicrobienne spécifique de l’acide 
utilisé.  

D’une manière général, les acides organiques agissent en trois étapes : d’abord, 
certaines molécules se dissocient ce qui engendre l’acidification du milieu (Gouget, 2013). 
Ensuite, ces molécules d’acides dissociées, ne pouvant pas pénétrer dans la membrane 
plasmique, endommagent la structure des protéines membranaires. Ainsi, sa perméabilité aux 
minéraux comme le sodium ou le potassium s’en trouve modifiée d’où découle la 
modification de la pression osmotique qui entraîne la mort de la cellule (Papagianni, 2007). 
Enfin, les molécules d’acide non dissociées, lipophiles, pénètrent à l’intérieur des cellules 
cibles par diffusion passive à travers la membrane plasmique. Une fois dans le cytoplasme, 
l’acide se dissocie et libère des protons (H+) qui se lieraient à d’autres molécules comme les 
acides aminés. Ainsi, l’activité de certains systèmes enzymatiques, dont ceux nécessaires pour 
la multiplication de l’ADN se verra inhibée. Le microorganisme ne peut, donc, plus se 
multiplier (Chene, 2002 ; Servin, 2004).  

En ce qui concerne le chitosane, les deux souches bactériennes étaient sensibles à 
l’effet  de l’échantillon de : chito2.3.  

Les échantillons de : chito2.0 et chito3.0 ont montré une activité moins prononcée. Par 
contre, l’échantillon de : chito1.3 n’a exercé  aucune activité.  

Les résultats que nous avons obtenus correspondent à ceux publiés par Rabea et al. 
(2003) et Sogias et al. (2010).  

Selon Rabea et al. (2003), l’action antimicrobienne du chitosane est à la fois 
antifongique, antibactérienne et algicique, elle est produite de différentes manières. Il a 
d'abord un effet inhibiteur sur certaines enzymes. Par ailleurs, son caractère chélatant le 
conduit à emprisonner des cations métalliques ce qui limite la production de toxines et la 
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croissance des micro-organismes. Enfin, les groupements ammonium quaternaires du 
chitosane ont des effets bactériostatiques et bactéricides (Bordenave et al., 2010). 

 

I.3. Activité antifongique 

 Avant d’effectuer le test de l’activité antifongique, un examen macroscopique et 
microscopique des souches fongiques utilisées a été réalisé. L’aspect macroscopique est 
illustré par les photos rapportées dans la Figure 15. 

 

Figure 15: Photos illustrant l'aspect macroscopique (colonies) des souches fongique. 

 L’examen microscopique du mycélium fongique et de la suspension de la levure au 
G×400  a permis d’avoir les illustrations (photos) présentées dans la figure 16. 

 

Figure 16: Photos observées au G×400 montrant l'aspect microscopique des souches 
fongiques testées. 

Les observations faites ont permis de confirmer les souches fongiques à tester. 

 



 

 

I.3.2. Résultats du témoin négatif

Le DMSO a été testé comme solvant. Les résultats montrent qu’il est 
présente aucun effet sur la croissance normale des souches fongiques (figure 1

Figure 17: Effet du témoin négatif (DMSO) sur les souches fongiques.

 

I.3.3. Activité antifongique des complexes chimiques 

 Les résultats du test de 
dans la Figure 18.  

Figure 18: Les résultats du criblage  des complexes chimiques sur les souches fongiques.
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Résultats du témoin négatif 

Le DMSO a été testé comme solvant. Les résultats montrent qu’il est 
présente aucun effet sur la croissance normale des souches fongiques (figure 1

Effet du témoin négatif (DMSO) sur les souches fongiques. 

Activité antifongique des complexes chimiques  

Les résultats du test de l’activité antifongique des complexes chimiques sont présentés 

Les résultats du criblage  des complexes chimiques sur les souches fongiques.

Agent antimicrobien testé
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Le DMSO a été testé comme solvant. Les résultats montrent qu’il est approprié et ne 
présente aucun effet sur la croissance normale des souches fongiques (figure 17).  

 

l’activité antifongique des complexes chimiques sont présentés 

 

Les résultats du criblage  des complexes chimiques sur les souches fongiques. 

C. albicans

Asp. Niger



 

 

 D’après l’histogramme (Figure 1
différents complexes chimiques ainsi qu’aux ligands. Ceci s’est traduit par le développement 
du champignon sur toute la surface de la gélose (absence de zones d’inhibition). 

Ceci peut être expliqué par la résistance connue de ce cha
accord avec ceux de Chevry (2011).

La difficulté de développer une molécule antifongique est liée, d’une part à 
l’ultrastructure de la cellule fongique qui présente trois barrières
chitineuse, les ergostérols membranaires et le noyau eucaryote et d’autre part, les molécules 
antifongiques elles-mêmes qui peuvent engendrer des résistances (Prasad et Kapoor, 2004).

Toutefois, Arun et Raman (2014) ont démontré que des complexes métalliques à base de 
cuivre avaient un effet fongicide. Cette différence de résultats peut être liée à la nature des 
complexes testés et aux méthodes utilisées. 

Quant à la levure C. albicans
complexes chimiques testés.  

Toutefois, trois complexes
en produisant des zones d ‘inhibition de diamètres de

Ces résultats s’approchent de ceux publiés par Chevry (2011) et Raman 

 

I.3.4. Activité antifongique de l’HET, de l’acide citrique et du  chitosane 

 Nous avons évalué  l’activité antifongique de l’huile essentielle de thym pure, des cinq 
dilutions de l’acide citrique et des quatre échantillons du chitosane par la mét

 Les résultats de ce test sont représentés dans la Figure 1

Figure 19: Effet antifongique de l'HET, de l'acide citrique et du chitosane sur les souches 
fongiques. 
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D’après l’histogramme (Figure 18), la moisissure : Asp. niger, semble résistante aux 
différents complexes chimiques ainsi qu’aux ligands. Ceci s’est traduit par le développement 
du champignon sur toute la surface de la gélose (absence de zones d’inhibition). 

Ceci peut être expliqué par la résistance connue de ce champignon. Ces résultats sont en 
accord avec ceux de Chevry (2011). 

La difficulté de développer une molécule antifongique est liée, d’une part à 
l’ultrastructure de la cellule fongique qui présente trois barrières : la paroi cellulaire 

érols membranaires et le noyau eucaryote et d’autre part, les molécules 
mêmes qui peuvent engendrer des résistances (Prasad et Kapoor, 2004).

Arun et Raman (2014) ont démontré que des complexes métalliques à base de 
aient un effet fongicide. Cette différence de résultats peut être liée à la nature des 

complexes testés et aux méthodes utilisées.  

C. albicans, elle s’est avérée résistante aux ligands et à la plupart des 
 

Toutefois, trois complexes : Cpx3, Cpx4 et Cpx5 se sont montrés  actifs sur la levure 
en produisant des zones d ‘inhibition de diamètres de  9mm, 8mm et 10mm respectivement.

Ces résultats s’approchent de ceux publiés par Chevry (2011) et Raman et al.

Activité antifongique de l’HET, de l’acide citrique et du  chitosane 

Nous avons évalué  l’activité antifongique de l’huile essentielle de thym pure, des cinq 
dilutions de l’acide citrique et des quatre échantillons du chitosane par la mét

Les résultats de ce test sont représentés dans la Figure 19. 

Effet antifongique de l'HET, de l'acide citrique et du chitosane sur les souches 

Agent antimicrobien testé

e°áâÄàtàá xà W|ávâáá|ÉÇáe°áâÄàtàá xà W|ávâáá|ÉÇáe°áâÄàtàá xà W|ávâáá|ÉÇáe°áâÄàtàá xà W|ávâáá|ÉÇá    

51 

semble résistante aux 
différents complexes chimiques ainsi qu’aux ligands. Ceci s’est traduit par le développement 
du champignon sur toute la surface de la gélose (absence de zones d’inhibition).  

mpignon. Ces résultats sont en 

La difficulté de développer une molécule antifongique est liée, d’une part à 
: la paroi cellulaire 

érols membranaires et le noyau eucaryote et d’autre part, les molécules 
mêmes qui peuvent engendrer des résistances (Prasad et Kapoor, 2004). 

Arun et Raman (2014) ont démontré que des complexes métalliques à base de 
aient un effet fongicide. Cette différence de résultats peut être liée à la nature des 

, elle s’est avérée résistante aux ligands et à la plupart des 

5 se sont montrés  actifs sur la levure 
9mm, 8mm et 10mm respectivement. 

et al., (2014). 

Activité antifongique de l’HET, de l’acide citrique et du  chitosane  

Nous avons évalué  l’activité antifongique de l’huile essentielle de thym pure, des cinq 
dilutions de l’acide citrique et des quatre échantillons du chitosane par la méthode des puits. 

 

Effet antifongique de l'HET, de l'acide citrique et du chitosane sur les souches 

C. albicans 

Asp. Niger
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 Les résultats obtenus montrent, d’une part, que C. albicans s’est avérée sensible à 
deux échantillons du chitosane : chito2.0 et chito2.3 avec des diamètres de 10mm et 13mm 
respectivement ; et extrêmement sensible à l’HET avec un diamètre de 60mm. Cependant, 
cette même levure est résistante aux deux autres échantillons du chitosane ainsi qu’aux 
différentes dilutions de l’acide citrique (diamètres ≤ 8mm). 

Et d’autre part, Asp. niger est résistant aux cinq dilutions de l’acide citrique. Ceci peut 
être lié à la production de ce même acide par cette moisissure. En effet, les souches 
productrices développent une résistance à l’encontre des substances antimicrobiennes qu’elles 
produisent (Prasad et Kapoor 2004). 

Par contre, le champignon s’est avéré extrêmement sensible à l’HET avec un diamètre 
de 40mm (Figure 20). 

 

Figure 20: Photo illustrant l'effet de l'HET sur Asp. niger après 72h d’incubation. 

L’efficacité de l’HET est liée à un certain nombre de ses composants fonctionnant en 
synergie (Derwich et al., 2010). L’activité antifongique de cette huile est due à la présence de 
carvacrol en concentration relativement élevée (Ultee et al., 2002). Un autre composé « le 
thymol » possède, lui aussi, une large gamme d’activité antibactérienne et antifongique 
(Imelouane et al., 2009). 

Cox et al. (2000) ont rapporté que l'activité antifongique des HE est due à une 
augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie de sa rupture entrainant 
une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la cellule. 

Rasooli et al. (2006) ont déjà étudié  les effets antifongiques de l' H.E.T et plus 
particulièrement sur les conséquences de cette huile sur l'ultrastructure du champignon Asp. 
niger. Ils ont démontré grâce à la microscopie électronique, que lorsqu’Asp. niger était exposé 
à l'H.E.T., celle-ci provoquait des dommages irréversibles sur la membrane cellulaire ainsi 
que sur les organites du champignon, alors qu'elles inhibent la germination des spores, 
l'élongation du mycélium, la sporulation et la production de toxines chez d’autres moisissures. 
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Par contre, le chitosane semble exercer un effet de retardement de la croissance de la 
moisissure : après 72h d’incubation les boites contenant le chito2.0, chito2.3 et chito3.0 
étaient encore au stade de la formation du mycélium alors que le témoin négatif (moisissure 
cultivée seule) et la boite contenant chito1.3 était au stade de sporulation (Figure 21). 

 

Figure 21: Effet du chitosane sur la croissance d’Asp. niger. 

Nos résultats concordent avec  ceux publiés par Taillandier et al. (2014). Par contre, 
Rabea et al., 2003 ont démontré un effet fongicide du chitosane sur Asp. niger et Botrytis 
cinerea. Selon ces derniers auteurs, l’activité antifongique du chitosane peut être expliquée 
par son effet inhibiteur sur certaines enzymes. Par ailleurs, son caractère chélatant le conduit à 
emprisonner des cations métalliques ce qui limitent la croissance des micro-organismes. 

 

II.  Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) 

La détermination des CMI des différents agents antimicrobiens testés dans cette étude 
a été réalisée avec la méthode des spots où une dilution volume à volume (des volumes 
variables de l’agent à tester sont incorporés dans la couche superficielle du milieu de culture) 
a été effectuée.  

Les CMI sont calculées en pourcentage (%) du volume de l’agent antimicrobien 
incorporé par rapport au volume de la couche superficielle du milieu de culture (3ml).   

Les résultats des tests sur la CMI des différents agents antimicrobiens testés sur les 
souches bactériennes et fongiques sont rapportés dans le Tableau IX. 
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Tableau IX: CMI des souches bactériennes et fongiques exprimées en pourcentage. 

 E .coli B. cereus C. albicans Asp. Niger 
H.E.T 0,66% 0,33% 0,33% 0,33% 

Acide citrique 8,33% 3,33% 23,33% - 
Chitosane 33,33% 26,66 % 66,66 % - 

Complexes 
chimiques 

n° 3 50% - - - 
n° 5 - - 26,66 % - 
n°12 - 33,33% - - 

- : non testé (échantillon non actif sur la souche). 

 La plus faible CMI a été obtenue avec l’HET vis-à-vis des souches fongiques et de B. 
cereus, soit  0,33%. Tandis que la CMI la plus élevée a été enregistrée avec le chitosane vis-à-
vis de C. albicans, soit 66,66%. 

Les CMI de l’HET ont été déterminées à des valeurs  très basses (0,66% vis-à-vis d’E. 
coli,  à 0,33% vis-à-vis de B. cereus, C. albicans et Asp. niger). Ce qui s’explique par la 
quantité infime de l’huile incorporée dans le milieu (20µl et 10µl respectivement). 

Nous pouvons déduire que l’HET a une activité très importante d’autant  plus qu’elle est 
efficace sur les quatre souches testées. 

Toutefois, nos résultats sont inférieurs à ceux obtenus par plusieurs auteurs (Falleh et al., 
2008 ; Hayouni et al., 2007 ; Kone et al., 2004).  

Par contre, des études récentes (Amrouche et al., 2015 ; Burt, 2007 ; Friedman et al., 2002 ; 
Mayaud et al., 2008) ont obtenus des résultats qui s’approchent des nôtres. 

 Les CMI des complexes chimiques et celles du chitosane sont relativement élevées par 
rapport à celles des autres agents testés. 

Les CMI de l’acide citrique sont basses vis-à-vis des souches bactériennes et 
moyennes vis-à-vis de la levure.  

 

III.  Détermination des Concentrations Minimales Bactéricides (CMB) et fongicides 
(CMF) 

 

La détermination des CMB et des CMF a été effectuée avec la méthode des spots. Les 
résultats sont exprimés en pourcentage, ils  sont indiqués dans le Tableau X. 
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Tableau X : Valeurs (%) des  CMB et des CMF  

 E. coli B. cereus C. albicans Asp. niger 
H.E.T 1 % 0,33% 0,66% 0,66% 

Acide citrique 13,33 % 8,33% 33,33% - 
Chitosane 33,33 % 26,66 % 66,66% - 

Complexes 
chimiques 

n° 3 50% - - - 
n° 5 - - 33,33% - 
n°12 - 40% - - 

- : non testé (échantillon non actif sur la souche). 

 D’après les résultats obtenus, l’HET exerce un effet bactéricide et fongicide vis-à-vis 
de l’ensemble des souches testées.  

Aussi, l’acide citrique et le chitosane exercent un effet bactéricide vis-à-vis des deux bactéries 
étudiées et un effet fongicide vis-à-vis de C. albicans. 

Et enfin, les complexes chimiques exercent un effet bactéricide et fongicide vis-à-vis des 
souches sur lesquelles ils sont testés. 

 

IV.  Effet  des combinaisons des substances étudiées  

Dans le but d’optimiser l’action antimicrobienne des différents agents testés et de 
diminuer leurs CMI (estimer leurs concentrations sub-inhibitrices), nous avons combiné deux 
à deux ceux présentant un effet antibactérien et/ou antifongique. Les mélanges obtenus sont 
testés par la méthode des puits sur les souches choisies pour cette étude. 

IV.1.  Association de l’HET et les complexes chimiques 

 Nous avons mélangé 50% de l’HET pure et 50% du  complexe chimique doté d’une 
activité antimicrobienne, pour un volume final de 50 µl. Ensuite, nous avons testé l’activité du 
mélange par la méthode des puits sur les souches bactériennes et fongiques.  

Les résultats de ce test sont résumés dans le Tableau XI. 

Tableau XI : Résultats de la combinaison des complexes chimiques avec l’H.E.T 

 
 

Combinaison 
 

Souche 
microbienne 

testée 
 

Diamètres de la 
zone d’inhibition 

(mm) 

H.E.T + complexes n° 3 E. coli 20 
H.E.T + complexes n° 5 B. cereus 19 
H.E.T + complexes n° 12 C. albicans 60 

  



 

 

 Ces résultats montrent que
employés seuls, l'activité des complexes chimiques est grandement améliorée en présence de 
l’HET. Les photos montrant ces effets sont illustrées dans la Figure 2
 

Figure 22: Photos comparant l'effet des complexes employés seuls et combinés avec l'HET.

 Le mode d'action des combinaisons diffère de façon significative de celui des 
mêmes agents agissant individuellement. Hemaiswarya 
agents combinés affaibli le microorganisme et l’autre agent l’achève.
Une autre hypothèse (Musiol, 2014)
molécules auxquelles les germes ne sont pas encore adaptés. Ceci règle, momentanément, le 
problème de résistance.   
 

IV.2.  Association de l’acide citrique et des complexes chimiques

 Nous avons effectué cinq dilutions de l’acide citrique
nous avons mélangé 50% de complexe chimique avec 50% de chacune des cinq dilutions pour 
un volume finale de 50 µl. Ensuite, nous avons test
souches bactériennes et fongiques testées dans cette étude.

Les résultats de ce test sont rapportés dans le
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Ces résultats montrent que, malgré une faible activité antibactérienne lorsqu’ils
employés seuls, l'activité des complexes chimiques est grandement améliorée en présence de 
l’HET. Les photos montrant ces effets sont illustrées dans la Figure 22.  

Photos comparant l'effet des complexes employés seuls et combinés avec l'HET.

Le mode d'action des combinaisons diffère de façon significative de celui des 
mêmes agents agissant individuellement. Hemaiswarya et al. (2008), suppose que l’un des 

binés affaibli le microorganisme et l’autre agent l’achève. 
Une autre hypothèse (Musiol, 2014) : lors des combinaisons il y’a formation de nouvelles 
molécules auxquelles les germes ne sont pas encore adaptés. Ceci règle, momentanément, le 

Association de l’acide citrique et des complexes chimiques

Nous avons effectué cinq dilutions de l’acide citrique : 10%, 8%, 6%, 4% et 3%. Puis, 
nous avons mélangé 50% de complexe chimique avec 50% de chacune des cinq dilutions pour 

l. Ensuite, nous avons testé l’activité des mélanges obtenus sur les 
souches bactériennes et fongiques testées dans cette étude. 

Les résultats de ce test sont rapportés dans le Tableau XII. 
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, malgré une faible activité antibactérienne lorsqu’ils  sont 
employés seuls, l'activité des complexes chimiques est grandement améliorée en présence de 

 
Photos comparant l'effet des complexes employés seuls et combinés avec l'HET. 

Le mode d'action des combinaisons diffère de façon significative de celui des 
(2008), suppose que l’un des 

: lors des combinaisons il y’a formation de nouvelles 
molécules auxquelles les germes ne sont pas encore adaptés. Ceci règle, momentanément, le 

Association de l’acide citrique et des complexes chimiques 

: 10%, 8%, 6%, 4% et 3%. Puis, 
nous avons mélangé 50% de complexe chimique avec 50% de chacune des cinq dilutions pour 

é l’activité des mélanges obtenus sur les 
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Tableau XII : Résultats de la combinaison des complexes chimiques avec l’acide citrique 

 
 

Combinaison 
 

Souche 
microbienne 

testée 

Diamètres de la 
zone d’inhibition 

(mm) 

Complexe 
n° 3 + 

Ac. citrique 
à 10 % 

E. coli 10 

Ac. citrique 
à 8 % 

E. coli 09 

Ac. citrique 
à 6 % 

E. coli 07 

Ac. citrique 
à 4 % 

E. coli 06 

Ac. citrique 
à 3 % 

E. coli 06 

Complexe 
n° 5 + 

Ac. citrique 
à 10 % 

C. albicans 06 

Ac. citrique 
à 8 % 

C. albicans 06 

Ac. citrique 
à 6 % 

C. albicans 06 

Ac. citrique 
à 4 % 

C. albicans 06 

Ac. citrique 
à 3 % 

C. albicans 06 

Complexe 
n° 12 + 

Ac. citrique 
à 10 % 

B. cereus 15 

Ac. citrique 
à 8 % 

B. cereus 12 

Ac. citrique 
à 6 % 

B. cereus 10 

Ac. citrique 
à 4 % 

B. cereus 07 

Ac. citrique 
à 3 % 

B. cereus 06 

 
 Ces résultats montrent que la combinaison du complexes n°12 avec l’acide citrique 
dosé à 10% et à 8%, testé sur B. cereus, augmente légèrement les diamètres des zones 
d’inhibition (15mm et 12mm respectivement) par rapport au diamètre du halo d’inhibition du 
complexe testé seul sur la même souche (10mm).  
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Par contre, nous avions observé  l’effet inverse avec les autres combinaisons sur les 
trois souches testées. Nous supposons que ceci est du au changement de la structure des 
complexes métalliques en milieu acide ce qui leur fait perdre leur activité antimicrobienne. 

 

IV.3.  Association de l’HET et l’acide citrique  

Nous avons effectué cinq dilutions successives par facteur de deux en ce qui concerne 
l’HET et cinq dilutions de l’acide citrique. Puis, nous avions  réalisé des associations entre les 
différentes dilutions. Les différents mélanges ont été testés sur les souches choisies pour cette 
étude (nous avons utilisé les boites de Pétri de 60mm de diamètre). 

Les résultats obtenus sont résumés dans les Tableaux XIII, XIV et XV. 

Tableau XIII : Résultats de la combinaison de l’H.E.T avec l’acide citrique testé sur E.coli 

Diamètres des zones d’inhibition (mm) 
H.E.T 

 
 

Ac. citrique 

H.E.T 
pure 
���� = 25 

Dilution au ½ 
 

���� = 20 

Dilution au ¼ 
 

���� = 18 

Dilution au 1/8 
 

���� = 18 

Dilution au 1/16 
 

���� = 15 

à 10 % 
���� = 14 

28 24 30 25 21 

à 8 % 
���� = 11 

27 26 25 24 18 

à 6 % 
���� = 10 

27 24 24 22 16 

à 4 % 
���� = 07 

25 19 18 16,5 15 

à 3 % 
���� = 06 

17 15 15 13 10 

� : Diamètre. 
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Tableau XIV : Résultats de la combinaison de l’H.E.T avec l’acide citrique testé sur B.cereus 

Diamètres des zones d’inhibition (mm) 
H.E.T 

 
 

Ac. citrique 

H.E.T 
pure 
���� = 30 

Dilution au ½ 
 

���� = 28 

Dilution au ¼ 
 

���� = 26 

Dilution au 1/8 
 

���� = 20 

Dilution au 1/16 
 

���� = 15 

à 10 % 
���� = 16 

60 
(inhibition 

totale) 

60 
(inhibition 

totale) 

60 
(inhibition 

totale) 
28 18 

à 8 % 
���� = 13 

60 
(inhibition 

totale) 

60 
(inhibition 

totale) 
26 20 16 

à 6 % 
���� = 12 

60 
(inhibition 

totale) 

60 
(inhibition 

totale) 
26 20 15 

à 4 % 
���� = 07 

60 
(inhibition 

totale) 

60 
(inhibition 

totale) 
26 20 15 

à 3 % 
���� = 06 

23 22 17 15 10 

� : Diamètre. 

Tableau XV : Résultats de la combinaison de l’H.E.T avec l’acide testé sur C. albicans 

Diamètres des zones d’inhibition (mm) 
H.E.T 

 
 

Ac. citrique 

H.E.T 
pure 
���� = 60 

Dilution au ½ 
 

���� = 30 

Dilution au ¼ 
 

���� = 25 

Dilution au 1/8 
 

���� = 20 

Dilution au 1/16 
 

���� = 13,5 

à 10 % 
���� = 08 

60 
(inhibition 

totale) 

60 
(inhibition 

totale) 
38 35 30 

à 8 % 
���� = 07 

60 
(inhibition 

totale) 

60 
(inhibition 

totale) 
36 29 26 

à 6 % 
���� = 06 

60 
(inhibition 

totale) 

60 
(inhibition 

totale) 
36 26 24 

à 4 % 
���� = 06 

30 32 26 23 15 

à 3 % 
���� = 06 

28 26 20 18 13,5 



e°áâÄàtàá xà W|ávâáá|ÉÇáe°áâÄàtàá xà W|ávâáá|ÉÇáe°áâÄàtàá xà W|ávâáá|ÉÇáe°áâÄàtàá xà W|ávâáá|ÉÇá    

 

 
60 

 Les résultats obtenus montrent que la combinaison de l’HET avec l’acide citrique 
optimise l’activité antimicrobienne de ce dernier.  

Nous remarquons qu’entre les concentrations 10% et 4% de l’acide citrique l’activité 
du mélange est intense. Les diamètres des halos d’inhibition sont supérieurs à ceux obtenus en 
employant les agents séparément. Les concentrations de l’HET sont diminuées de 25 % grâce 
à la combinaison puisque avec la dilution au ¼ nous avions obtenu  des diamètres égaux à 
ceux que nous avons eu en utilisant l’huile pure toute seule. De même,  les concentrations de 
l’acide diminuent de plus de 50 %, ceci traduit probablement un effet  additionnel.  

Lorsque la concentration de l’acide est inférieure à 4%, les diamètres sont inférieurs 
ou égaux  à ceux que nous avons obtenus en employant l’HET seul. L’effet, dans ce cas, 
semble être antagoniste.  

Toutefois, dans certaines combinaisons, le diamètre dépasse largement la somme des 
diamètres des zones d’inhibition obtenues avec chacun des agents testé seul (exemple : 
dilution au ½ de l’HET + l’acide citrique à 10% testé sur C. albicans). Dans ces cas, nous 
pouvons  parler de synergie.   

Selon Rasooli (2007), en règle générale, la sensibilité des microorganismes à l’effet 
inhibiteur des HE semble augmenter avec une diminution du pH de l’aliment, la température 
de stockage et la quantité d’oxygène dans l’emballage. À pH faible, l’hydrophobicité de l’HE 
augmente ce qui lui permet de se dissoudre plus facilement dans les lipides de la membrane 
cellulaire des bactéries cibles. Ceci coïncide partiellement avec nos résultats.  

Michiel et al. (2007) affirme qu’à pH bas, les molécules de thymol et carvacrol, qui 
constituent les composés majeurs de l’HET, sont sous forme indissociée et hydrophobe ce qui 
peut conduire à une meilleure association avec les domaines hydrophobes des protéines, donc 
une bonne accumulation dans la phase lipidique de la membrane des cellules qui est le siège 
de beaucoup d’interactions métaboliques. 
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La recherche de nouvelles substances naturelles susceptibles d’être utilisées comme 
agents de conservation naturels (bio-conservateurs), revêt actuellement un intérêt grandissant.  

 
La  présente étude  vise à évaluer de façon comparative l’activité  antibactérienne et 

antifongique de l’HET, du chitosane, de l’acide citrique et des complexes métallique à base de 
cuivre. Puis,  réaliser des combinaisons entre les substances dotées d’une activité 
antimicrobienne. 
 

Nos résultats permettent de conclure que les souches bactériennes Escherichia coli et  
Bacillus cereus, ainsi que la levure C. albicans sont extrêmement sensibles à l’HET, 
moyennement sensibles à l’encontre du chitosane et de l’acide citrique, mais ont montré une 
sensibilité moyenne à modérée à l’encontre de certains complexes chimiques.    Quant à  Asp. 
niger, il était classé comme extrêmement sensible (selon la classification de Ponce, 2003) vis-
à-vis de l’HET. Le chitosane semble retarder la croissance de cette moisissure. Toutefois, les 
autres substances testées se sont avérées inactives vis-à-vis du champignon. 
 En outre, la combinaison  de l’HET avec l’acide citrique testé sur E. coli, B. cereus et 
C. albicans, a montré un effet additionnel. En effet, l’association a permis la réduction des 
concentrations de l’huile et de l’acide de 25% et de plus de 50% respectivement.  

 Nos résultats restent préliminaires et méritent une étude plus approfondie en 
considérant les aspects suivant : 

� Tester ces combinaisons sur d’autres souches pathogènes impliquées dans la 
détérioration des aliments et les intoxications alimentaires. 

� Essayer in vitro d’autres combinaisons, par exemple : associer l’HET avec, entre 
autres, les bactériocines, le chitosane et les métaux de transition telle que  le cobalt, le 
cuivre et le nickel. 

� Tester ces combinaisons sur des matrices alimentaires. 

� Elucider les mécanismes moléculaires des combinaisons et leur spectre d’activité. 

� Etudier la toxicité des agents antimicrobiens combinés. 

� Il serait, également très intéressant d’élargir l’utilisation des combinaisons à l’échelle 
industrielle en les adoptants comme additifs pour conserver les denrées alimentaires. 
Ceci aiderait à minimiser les doses de l’acide citrique dans les aliments et ainsi, 
améliorer leurs flaveurs. 

� Utiliser ces combinaisons dans le domaine pharmaceutique et cosmétique. 
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Annexe 1 : Matériel de laboratoire utilisé 

 

Autoclave.      Etuve.  
  

 

 

    Microscope optique.      Balance électrique.     Agitateur. 
 

 

   
Micropipettes.        Cellule de Thoma.   Bain-marie. 
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Annexe 2 : Composition des milieux de culture utilisés. 

La Gélose Mueller Hinton (MH) est utilisée pour la préculture des bactéries, la mise en 
évidence de l’activité antibactérienne des différents agents antimicrobiens testés, ainsi que 
pour  la détermination de la CMI et la CMB. 

 Le milieu Sabouraud est utilisé pour la préculture des souches fongiques, la mise en 
évidence de l’activité antifongique des différents agents antimicrobiens testés, ainsi que pour  
la détermination de la CMI et la CMF. 

 L’eau physiologique est utilisée pour réaliser les suspensions microbiennes. 

Composition en g/l des milieux de culture utilisés : 

� Gélose Mueller Hinton 

Extrait de viande…………………………………………………………………………….. 3g 

Hydrolysat acide de caséine……………………………………………………………… 17,5g 

Agar………………………………………………………………………………………… 18g 

Eau distillée…………………………………………………………………………….. 1000ml 

pH=7,4 

Stérilisation  à 120°C pendant 15 mn. 

� Gélose Sabouraud 

Peptone pepsique…………………………………………………………………………… 10g 

Glucose……………………………………………………………………………………... 20g 

Agar………………………………………………………………………………………… 15g 

Eau distillée…………………………………………………………………………….. 1000ml 

pH=5,8 

Stérilisation à 120°C pendant 15 mn. 

� Eau physiologique stérile 

Chlorure de sodium (NaCl)………………………………………………………………….. 9g 

Eau distillée…………………………………………………………………………….. 1000ml 

pH=7 

Stérilisation : autoclavage à 120°C pendant 20 mn.  
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Annexe 3 : La coloration de Gram 

La coloration de Gram, réalisée selon la méthode décrite par DELARRAS (2007): 

− Préparer un frottis de la souche test ; 

− Coloration primaire :  Couvrir la lame de  violet de gentiane, et laisser agir pendant 1 
minute.  Les cellules bactériennes se colorent en violet ; 

− Mordançage : Plonger la lame dans une solution de Lugol pendant 45 secondes pour 
fixer le colorant ; 

− Replonger la lame dans le Lugol pendant 45 autres secondes, puis rejeter le mordant ; 

− Décoloration : Effectuer, ensuite, une décoloration à l’alcool éthylique laisser agir 30 
secondes. Le but est de décolorer les bactéries à GRAM- dont la paroi est riche en 
lipides qui se dissolvent dans l’alcool (solvant organique) ; 

− Rincer à l’eau distillée afin de ne pas décolorer les GRAM+ ; 

− Coloration secondaire : Effectuer une contre-coloration à la fuchsine pendant 1 
minute. Les GRAM- qui ont été décolorées sous l’effet de l’alcool se recolorent en 
rose. Ainsi, il sera possible de différencier les deux groupes bactériens ; 

− Rincer la lame à l’eau distillée stérile ; 

− Egoutter et sécher au dessus du bec bunsen ;  

− Observer à l’objectif x100 à l’immersion. 
 




