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RESUME

Dans. ce tr"vail, nous avons fait une analyse de la pl !'et~

du chloramphénicol vendu à Bujumbura, en déterminant ges

constal.tes physiques, en effectuant des mesures en chroma­

t,ogr'aphje "~ur' cou'::he mince et en phase liquide à hau',e

re~rcrm~~~e et pa~ spectroscopie U.V. Les spectras ottenu8

pal. B.P,LC. indiq',lent que cette méthode peut êt!'e udli.3ée

P) '..if' J € (' ( "1 t l~ Ô1 e ~ ilP ide e t r é g u lie r duc h 1 0 r am p h (! nie () 1
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INTRODUCTION

In t é rê t d~ su.J e t

L; H" P') ,:,'r~ ii ri e e: des 'Cl:l t ,i b i· 0 t i que s dan s lat h é ra peu t :. que n' e 8 t.

;:<1. .)~, ,~ ';; '; ~i ) l Lr' • J ',1 ;; que ver s 19 3 5, lath é r a peu t i q lt e a r. t i -
"j~P~(t~eus ~tBit réduite ~ quelques sérums : antidiptEr~q'le,

~ntit.étar..,i,..:tJ,e, arotiméningococcique et produits a"tipé ras .. t3.ires,

notamment ceux an~isyphilitiques ~ base d'arseno-benzènes, de

mercure ou de bismuth (1).

La rtécouve~te et l'utilisation du chloramphénicol (urent une

rév~Jatlon i2). et son intérêt, tant act~el (3), a été vite

1.1mité pa.r~ ses indications propres, la puissance rest.rei.nte de

~O;;l t'ct:!.!.;)"l et. le développement de résistance ~ s(,n égard de

cer'tains g.:rmes.

Dans ce travail, nous nous proposons de faire une ar.llYAe du

~hlor'a~phfinicol vendu ~ Bujumbura, car que les médicarcents

soient aussi des poisons est un fait établi depuis les temps

tes plus reculés. De nombreuses substances très C1.anl;2rêllses

pour l'organisme humain~ont été utilisées &mpiriquemnnt çendant

Bea siècl~8 dans un but thérapeutique, et ont entrar~é de

nombl'e'n: ,lC;'cident~l (3).

L'étude expérimentale (2) de leurs effets physiologiques n'a

commencé qu'au d~but du XIX~me si~cle (4) et Fra~çois MAGENDIE

est ,::ons1-déré ~ Juste titre, comme un pionnier de la pharmaco­

logie pour avoir 'd~crit en 1809 l'action vomitive et co~vulsi­

vantee, ~~t pour avoir publié en 1821 le premier ouvrage ott se

trouvent d'cri tes des activit's pharmacologique~ classiques (5).

Les préoccupationA officielles relatives aux dangers des

médicamen·~ - natJrelles ou artificielles - ne vinrent toutefois

que beaucrlp plun tard (3). Il est admis qu'il n'existe pas de

médi cament:: tota lemen t Ino ffens i f e t que les da ngers (ive l'l',lle Is

de toute substance utilisée dans un but thérapeutique d(~'lent

être connue de ceux qui, ont une responsabilité dan: le

traitement des ~aladies.
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Dans ce travail, rous nous proposons de faire l'analys~ ae la

pureté du chloramphénicol et la recherche d'une mltho~~

analytique pouvant aider à faire un contrôle rapice et de routine

de ce médicament.

L~ conservation i~adéquate des médicaments peut &tre à l'origine

':lf~ l,etH' dénaturati.on (3).Pour quelques médicaments, Ul e (;I.lIlSerVa­

LLo!' da.r:.:s èe ma,uva.ises condi tions est dangereuse, car :! ::",~ condui t

" Leur· tr'ansformat.ion en dérivés toxiques (3). C'est ' ~ cas de

certains médicame~ts maintenus dans les lieux ill0minrux, chauds

l'd, r\lHli:i.d·~;s" Dans (l'autres cas, une conservation trop 1 rO:.')ngée,

.~. t, n Of 'r ~ :',; , je i ri e r f' Lcac i t é q Il i P e li t ê t r e dan g e r e u '1 e. C' ( s: pou r quo i

:.1,;. ~at ''7: :'f-' )~rempt. Lon des médicaments doi t être 1Ilspe'tf'e.

NI) Y', r e b t;il~ ç::; t don c; je mon t rel" qu' i 1 fa u t fa i r" e ur con, r Ô 1. ~

r è guI i e!~ ct e la qua l l t é des mé d i cam e n t sen r e cou r a r. t a Lt x lt ~ t ho des

ct/analyse chimique.

Notre travail comprend quatre parties.

Dan s :~ a ,) p e en i ère P Go, r t i e, no usé v 0 que r 0 n s que.1 que 5 g é n (, raI .L tés

su! les anc,ibiotiqëJes. La deuxième partie sera cor,sac1'ée '3. l'étude

thé 0 r i que ct u ch 1 0 l' ,::1 mp h é n i col. Lat roi s i ème par t i e don Il e r a l. e s

ré'sultats E:·'{périmentaux de l'analyse du chloramphf.nicol vendu

à Bujumburë., Enfin, le quatrième partie porte sur la :::oLGlusion

des analyses effectuées et propose des mesur~s de conl.~51!

pendant toute la durée de l'exploitation du chlor~mph8n~(oi.
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CHAPITRE 1 - GENERALITES SUR LES ANTIBIOTIQUES.

!.'antagonisme entre moisissures et microbes fut observ~

"f' te 13 ? '7 p a t' Pas t,a l.\ r' et Jou ber t, ete n 1897 par T'r n ct 'oc II l. 5 ) .

E~ 1928 Flemming (3) note l'inhibition de la cr~iR3an~e

,:1 ' Li ri e:: "' : c: : t e ct e f t 8. Ph Y1 0 coq u e s ct 0 1" é sen p r' é 5 e n c ~ d 1 U n ~ ce 11 u le

~:Lgn""H;; l'.:r-herche menée en 1905 par Ehrich (5) sur __ es

~.I'·opl'ié1;.és des ,::olorants, qui valent à son auteur d'f!tré considéré

~Dmm~ le fondateur de la chimioth~rapie anti-infectieuse, Domagk

en Allemagne en 1935, propose du prontosil (colo~ant rouge) pour

traiter des affections streptococciques (5).

A l'Institut Pasteur de Paris, J. et M.T. T~efov~l (5) montrent

que le véritable agent in vivo est un métabolite, le su~fanilamide.

Alors comm~nce l'ère des sulfamides qui, pendant plus de quinze

ans, sec 0 r: ", l t a.1" ni e p 1" i n c i pal e deI a thé 1" a peu t i que an' i - j : l f e c t i eus e .

Il faut attendre en effet 1941 pour que la penicilline ao~~

utilisée chez l'homme à la suite des travaux de Florl y e~ Chain

~1 Gr~nde-Bretag~e (5).

AC'cuel1emel'lt, il e;ciste, dans le commerce, des ar.tibiotiquas

i~rftcacei: is-à-V1.B de tous les agents infectieu), à l'eyception

cleo vit'us. 1 ~penda;lt;, de:ônouveaux problèmes sont G. ppat us. (;'li

exigent de poursuivre les recherches car de nombreux germes

sont 1evenus résis:ants aux antibiotiques usuels.

1.2. Déf~~~~ion d~s antibiotiques.

Les antibiotiques sont des substances capables d'in~iber

le développement des bactéries, de diminuer leur lita]it~ et

éventuellement de ~es détruire. Leur action est b~ctériostatique

lorsqu'ils tnhibent les bactéries de leur dciveloJ~ement, sans

les tuer et bacté~icides lorsqu'ils les tuent.

Notons en passant, qu'un seul antibiotique peut j0ue~ leu (eux

"êles. maLs à des eoncentrations plus faibles pour la pr,!mière

que pour la seconde.
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1 • 3. N0_t i o'~ s g é n~.rale s sur l' a c t i vit é des an t i b :i.. ~ t i C;_~~ ~ •

1 . 3. 1 Y~f'..~. c t r e an t i b i 0 t i que.

n •0 .~;;; }).\-j *'~ 11 e ~1 pee t r e a n t t b t 0 t i. que des age n t sin f e c t i eux

f";~"':i:~·1'.';3 ~\ l'ac',j,)lï (j'un antibiotique donné. Ce spectre est

iéte!"m:Lilé expérirJentalement in vivo et in vitro.

1.3.2 ..~écanisme~~d'action des antibiotique~.

Les antibiotiques agissent par l'un des mécl.nisnes suivants

.'c~d (è·r'fét' ;·nce avec le métabolisme de la bactér:y.

- 8~tjon n~r la paroi bactérienne.

, ô"": :1 (! .'!:Hn' J. a s t :r' U c tu r e de la membrane c.y top las m.i q II e .

"ac:tior, SU!" l'A.D.N. nucléaire.

l.4. Association!_~'antibiotiques.

Il est possible de relentir l'apparition d' ~ne 'éslstance x

microbien!l! en administrant simultanément deux a~tibio~i~ues,

bien que c!tte r~sistance puisse apparaitre aussl vi~e vis-~-vis

1e chacun de deux antibiotiques pris isolement.

Les motifs qui incitent à utiliser de telle~ assoclations

ne sont pas toujo~rs justifiés et les indications doive~t en

8tre tr~s précises (3).

Les sur.int"ections ne sont P"'s obligatoirement er',Jêchées ee

administrant d'~mblée un second médicament théol'iquemert actif

sur l'agent dont on redoute la pullulation.

Il est va:,' d'espérer atteindre le germe dans LI cel.Lule à

l'a i ci e ct' ~l • e as soc 1 a t ion d' an t i b i 0 t i que ct 0 n t a t... cu n l' e;,; t cap ab le

ct 'y p é n t t r e r • S' il s ' agi t ct ' attaquer une in f e c tic. n à g 8"n e in con n I,l ,

l'association es~ justifiée si la gravit~jde la maladie empêche

d'atteindre le résultat de l'antibiogramme.

Pour limiter les effets i n ct é sir ab les ,i l Pe.1 t Ê' ~ r e logique

ct ' as soc.i e l' les an t i b i 0 t i que s, car cel a p e r met de ct i min 11 e rIe s

doses (je Cê,.acun et donc les risques d'accidents, il fa lt se

souvenir que malgr~ tout, plus on utilise des mujica~en~s, plus

grande peut être la probabilité des réactions qU'ils peuvent

provoquer (6).
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Les a S soc i a t i .) n s peu ven tau s s i ab 0 u tir à un an t a g () n i sm e ,

c'est ~ dire à un effet inf~rieur à l'action de chnque antibio-

tlCU~ ~ri~ isolement.
i

L'exemple le plus courant es; repr~3enté

pa l'association d'un antibiotique agissant sur 12s g~rmes en

p ê r' ~J) ct e li E té, l t i PIl c a t ion (p ~ nie i l lin e) e t d 1 U n a il ~ i b i 0 t i que

r a.l. e n t i s san ':~et te llJ u l t i pli ca t ion (t é t r a c y cU. ne, c ~:ll 0 J' 1. mp Il ~ nie 0 1) (6).

Eri f 2t :L i:. c ," tan ta go n i sm e n'a pas ct e r é p e r c u s s ion c lin i q II e ;; i l e g e r me

~~r 'a~tl~ A attej~~re: il est plus à craindre si le g~rm~ est

:~~~ljSf ~uy ménin~es, aux valves aortiques O~ aux os

f0ndam~ntal j'agir avec le maximum d'efficacit~.

c a l' il est

~e8 a!u~clatl~r.s commerciales toutes faites, jont l!B proporcions

n .Kef; ?H,' D"," 1 etten'; pas de faire varier la posolof.:,i.e cl! l'un ou de

l.r'z;utr'R -je: L.eUr;.E~ cor.stituants, sont pour la plupar't à r~ejet(:r (7).

1.5. Principe d'un !raitement antibiotique.

L'agent anti-Lnfectieux efficace est celui qui aura des chances

d'8tLe:ndre au sit~ du foyer infectieux une concen~ration suffisante,

supérieure ~ la concentration minimale inhibitrice CC M I~ de la

souche infectante.

Un tra~tement antibiotique pendant une dur~e ~rop br~ve est

à prosarire, La prescription d'un antibiotique d'u~e l'lçon inad~quate,

tant er; quantite qu'en durée, risque de favoriser le d'~\j':lJ.)ppement

ct 1 Il net,' é s .1 s tan c e (7). L' e f f et ctel' ab sor p t ion ct i g est i V l,! e f; t sou ven t

impr'évi.sible; aussi est-il pr~férable dans les infF.'ct~)n-3 graves

d'avoir recours à la voie parentale. La voie orale ~st emp11yée

ct ans les 1 '1 :; e c t ion ;3 :0 ~ n i g n e set c 0 mmer e lai s j' une thé, ' a Ç' ~.l i~ i que

parenté.le da~s les infections severes. L'antibiot:.lue do.t ~tre

pris une h(:~u~e avant ou trois heures apres un repi'3.

L'indIcation ae tout traitement antibiotique ~oit être fondée

sur des bases suffisamment rationnelles. Les arguments do~vent

être tirés d~ l'examen clinique et si n~cessaire, des exa~dns

bactériologiques. On doit choisir l'antibiotique ].~ mojns toxique,

le plu::. commodément administrable, enfin le moins (,néreux.

Er; cas d':~nfeetion sévère, l'~tude du pouvoir bact,'rlcjde des

a n t i bic t i CI U ie ..~ i sol E.~ set e n a s soc i a t ion est i n .j i S P E 1\ S a b J. e .
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1.6. Incidents et_accidents de l'antibiotiqae.

Les antibiotlques,comme les autres m~dicamerts, peuvent

pro v c' q li e " des e f f e t s sec 0 n dair e s ct e gr a vit é val '. a b 1 f~ d Ü 5 à

Jes ~ffet9 toxiques directs, ou à des manifestat~ons allârgiques

::: c n sec u 1~ i r s au t l'a i t e men t. Les ace ide n t s p 0 ;.1 van t sep 1" 0 C ù ire

a p r è s u tl t " ait e mer: t (6) peu ven t s 'ob sel" ver .j ans . e s <: as:; u i van t s

1 ) a,,' ~ c le s a nt i b i 0 t i que s à la 1" g e s pee: 1" e Cl a ct .. 0 n

(tétracycline, chloramphénicol, aminosides) ·,[.L. jétruisent

une par t :. € deIami c 1" 0 fI 0 r e i n tes tinale, pro v 0 q td. li t ct e s

dia!'rhées.

2) au cours d,u traitement des affections due, à :el'r,"ltns

germes (gram négatif en général) contenant des e1dotoxines

q tl i peu ven t ê t rel i ber é e s l ors deI il 1 Yt!? d f c: s

m~. .:roorganismes par des doses massives t!'anl •. bi,;c,iques

bactéric:;.des, d'où le risque de choc ou '·e cCJIl",,:)sus.

De tels acc~dents peuvent s'observer notamment lorci du

traitement de la syphilis par la ?énicilline ou lors du craitement

de l ê rH;-\" re t ypho f de pa 1" 1 e ch 1 oramphéni co 1. Le~· e ffE: t S :0 xi q ues

(,Hrects résultent d'Un surdosage absolu ou J'elat~f qL~i r'~1Jt

s'n'venir' .st la v:.tesse de perfusion n'est'p;iS btEn c(J:1t.r3:Lée

ou en cas de mauv3ise métaboltsation (chlol'amphl' .J.co:. Cr~:i.. les

no u v eaux - r.~ s) (6 > •

Sulvant les organes

portent sur la 'Doëlle,

cibles, les effets toxi1ues ~~ '!:~S

les ~léments figur~s du san~, ! rein,

l'oreille interne, le foie, les nerfs.

CHAPITRE 2 - GENERALITID.SUR LE CHLORAMPHENICOL.

Le er .clrampb·€L'1icol fut le premier' antHlioti 'lue, 1;;' ~a

spectre isolé à pa.~tir d'une cellule de streptom~ces VI;n;!zuelae

par Ehrlich et ColL. en 1947 (2). Lorsque sa structure chimique

fut pr~cisée, il a été préparé, par synth~se (8) La ·jé '.ln:ination

chIo 1" 0 mye é t i. n e r É! ;:, \lI t e deI a con t l'a c t ion d Ll 1" a d i c él l è i. ct .. Ci r 0 ­

él.t:::étiqu,:~ ï~résent dans la molécule avec la né,ture du n: Lcrucrganisme

prDducteul~.
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2.2. La formule et la structure c~imique.

H
1
C*
(

OH

NH
1

C*
1
H

Cô -- CH

CH 2 OH

ro ' é, f';) r m111 e El s t rel a t i y e me Il t :3 i mp le. Sa for' rh le: 0 :,1\:') l~ te de u x

", ') 0" "'. f, ,V: car bon e 3. S y mé tri que s, c 'O! qui l"' e n ct co mp ". '0 è l 0 ~.{ i ste n c e
1

'01 cp,; :;1, t r n .3 té:r e o·· i som ère s. Se u 1 l ' .i som ère D '» s t (H'~, q tll

correspon~ à l'antibiotique naturel, possède unt act'y .t~

a ri t lb a (: t. th 'J. e nne. l ,e c h l 0 ra mp h é nie 0 les tut i .1 i s é~ e l .~ Ll e J. : u sou s

r8rme d'ftstere qui sont hydrolysés dans l'organiHme :.ibérant

l~ chioramphénicol actif; l'un d'eux, le succina~e de

chlo~amphénicol est soluble et permet ainsi l'actl'ini~tr~cion

P Ü r' e n ta· :~

2. 3.. Syn thèse

On peut syn~hétiser le chloramphénicol â paJ,tir de plusieurs

produits d~ départ selon les trois méthodes sui"~nte~ :

A : 1ère m~thode (8)

JL1. Condtmsation de glycine, p. nitrobenza~déhyde.

+

H -. C = 0

o
H NH 2 NO

/-~. 1 L '2
02N --< 0 .,-C - CH- COOH

'" l,
OH

D.L - tb:éo - p- p. nitrophényl - sérine.

• 0 .........

A. 2. RéSOLution du mélange racémique.

H
NH,.,

-< \ \ \ ~

°2 N 0 /_.- C CH- COOH
\
OH

1
/----._---_.

Cl
)



H
/ -\ l

~.__..r<,"...._U_)__/>- ~;-

NH 21 -
CH - cao CH 3 +

:::OOH
1
CHaH
1
:H-OH
1
COOH

9.

--:;;.--- CHO' 1. H + cao
p N 3-

.--~ ~--< 0 >-~- CH - cao CH 3 '

'.. • OH

(BO/-l - COGH

j' Cl

-Cl

o N
2

H

/ " \
_. .~ 0 >- C

"',_---i !
OH

NH+
\ 3

CH--- eOO'~II,- \... 3

....
)H

)

'NH
.l 2
CH

_~ (~-) thréo - p. nitrophényl sérinelllethyl estel.

Pi • ;). T 1" an:: : 0 r mati. J n e n L (+) - th::"' é 0 _. N

nitrc·.lh~nyl sérine methyl ester-.

dich~, ·roacéth rJ. - p.

-_.-..__.__._----_.
NH

2
1
CH ---

NH

1.
CH

COOCH
3

C Q~CHCJ..)
L

CH C1
2

.. :)- Cl-_._-_..__ .._-~

A.4. Formation d~_~'hydrazide corresponda~~

NH
1
CH

co- CH Cl.,
c.

cao CH
3

NH 2 . Kil.,
L.--_.. __ .__.._~



NH

1
CH

cO - CH C1
2

CO - NH --- NH.)
<.

~'2~Tr~formation en azide correspondant

CH C1
2H NH

r-::-\. 1 1
G2 N~~rot -_.- CH

Co

CO NH - NH
2

Na r:;o 2
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CH

CO - CH C1
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A.6. Réduction de l'azide en chloramphénicol.
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l , 3.

H "
" C -" a

- CO - CH H ./ .•
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B. 2èm.: réthode (9)
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- 1

_~n OH

H NH
21 l

-- C --- CH --CH2 OH

1
O~

NH - CO CH C1
21

C -- CH2 OH

l
H

C. 3ème méth~de de slEthèsen

On part du~hlorure de l'acide para nitro benzoIqle sur l~quel

on fait 3.g1' du m"lonate d'éthyl en milieu alcali l.

02
N-< >-CO-

,./COO Et

0 Cl + CH
2 'coo Et

COO Et

CH/

-""""coo Et

°2N CO CH
3

Br2
~
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-----NH
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N02 --< 0 CO._ CH CH

2
OH

'--~-~
J-:;-~ ~ ~H - CO - CH3

N02~ !H-- èH - CH2- OH

N02-(O )- f-
I o.li .

Melange racemlque

~
tt .~~CO-CH

NO;? 0 _~'è'----f CH 2 0H

; OH H

804 H..,OJ c;

----------......
A T

NO --(~ a)-Cü- CH -Br2 . 2

c-;--< --.- ce:~
-I-j~ c'/"C 3 _n_ .~.

. o .
----_._-_._-~')

H -._n,C =. °
H......

--_. --------->

(C2'\O ) ~.Al

----------~

-----------:,>

CH CI 2·- COOH

>



12

2 . 4. !'~) j:~••été s p !1 ys i c 0 - chi mi que s ._

Le c'hloramphénicol se caractérise par la prt:,sencre ci lL1

g:t'(;I\fJ,""lf1'~'1Î ., N0
2

'~n position para sur le cycle benzéniquj~ d'une

'0' h'î 'î ;:"J ,er;' '~ a. oc (J me ~ rie carbone dont la configuration sté rE-l) chi mi que

9!'nmet de 'endre ':oompte de l'activité antiblotiq\le.L' :st.érification

du cblo~emphéniccl par des acides gras, donne des esters vendus

dans le commerce palmitate de chloramphénicol, succina~e de

chloramphénicol, etc ...

La synthèse du chloramphénicol palmitate s'Effectue en

rC) ;'; -' 0 é t" l f :Io:a C " le chloramphénicol pat le chlorure d'acilie palmitr-F

de pyridine et d'un excès d'acide sulfurllue iilué

Ol!Jràe G21 ta l yseur.

Le chloramphénicol se présente sous la forme d 'I;.ne poudre

blanche, très am~re, très peu soluble dans l'eau (2,5 mg/ml

à 25° c)~ Il est stable aux temp~ratures ordinaiJ~es ~ntr.~ pH 2

!st soluble dans les solvants organiql~s. an p:ut le

doonner ;>fHo os, S,P1S craindre qu'il soit altéré (,lnS

digestif (6). Le poids moléculaire est de 323.14. L'é.nalyse

élémenta~re du clil:>ramphénicol donne

40,881.> H 3,74% ; Cl 21,95%

N 0, 5'1% o 24,76% ( 2 )

+- 18,6" C = 4,86 dans l'éthanol)

298 à 278 nm

Le palmitate de chloramphénicol commercial est jonac~if

in vitro; les estérases et les lipases de l'organisme lijéreront

le chloramphénicol. L:e poids moléculaire du chlorarnI: léni col

palmitate est de 561.14.

Son analyse él~mentaire indique la composition suivarlte

c
N 4,95~b

1,54%

o : 17, 10%

Cl

( 1 1 ) •

12,63%

+ 24.6" (C = 5 dans l'~thanol).

L'abeorption maxl~ale est 211 nm.
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e~~ ~0~n8 soluble dans l'eau mais soluble dan~ les solvants

l,' g;~ni.q;)e"; {1 0). ta formule générale du chlorampiléni(~ol et ses

'1pr'i···;.;s est la sujvanter---, p

t~ ""_.< Ci ).- F-- ~~
''--•../ OH

Le tableau N°l précise la nature des radicaux R
1

et ~2 du

chloramph~nicol et ses dénominations communes intertl!tionales

D C l' et comillerciales.

Del

Ch 101'amphén i co 1

cu
Succinate

palmitate

Tifomycéteine

Solnicole Erée

't i fom y c e1';·ln e

H

CQ- (CH ~OOH
2 2

cr,- (CH) - CaOH- , 2 14
,----------

Le chlot"am;)hénicç.;. palmitate ne présente pas l' :'l1ertL'i.le du

chlo~amph~nicol, ce qui permet son utilisation en sirop chez

l'enfant.

Le succinate du chloramphénicol en raison de son caractèr~

hydrosoluble pourra gtre administré par voie parentale

(intraveineuse, intr~musculaire, intrarachidieni.

2.5. Méeal lame d'action.

Lié! cl'Loramprd;nicol est bactériostatique (1~.). 1:. 3.~:il; par

inhibit:Lon des syr:thes'2sprotéiques au niveau du riboBomé.

LorsquLon ajoute ~ne concebtration inhibi~rice dJ chloramphénicol

à une cuJ,ture bactérienne, les synthèses protéiques s'arr~tent;

des preuv~s directes en ont été obtenues par analyse biochimiques

(12). lieJ:' expél'iences en système cellulaire l'or.t confirmé (12).
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On n'a pu démontr~~ que le chloramphénicol se fixe sur la

f r a. c t j 0 n ') O,S d e ~: ~ i b 0 som es bac té rie n s. anad met a in sir; leI e

Sd.;'f..:!' ;;J.1ô ton du ':'i'lloramphénicol se trouve sur le rit,oscne, et

p\u~ ~ra~~~mblabl~ment au niveau de la partie 5C·~ m~is sa

na~ure FX8cte re~te inconnue. On admet également que le :hloramphé­

";j, co. i:: fi P .~ che l 1 J!. F N- m ct e s e fi xe r sur les r i b 0 s 0 [ ! e s il t sur t 0 u t

:i.nh:i.be :ta :I"ansférase qui permet aux acides aminés codés de se

COli] b i ne r é!' pol Ypep t ide s (2);

~ssentiellement bactériostatique,

Il est très :arge ( C.M.I a 4 mg/ml). Le :hloramphénicol

son pouvoi~ b&~téri~ide

De s'exer:e qu'à lr~s fartes doses et sur certains ~~rmes seulement.

Ma.]. S 8 Gr! .; Il e c tr~ e li a c t é riost a t i que est t r è s la r g è pu i s q :l 1 i J en g lob e

les ()aeilJns gr'am négatifs, les COCCI (y compri:l le3 mér:irgocoques

et les gonocoques 1 ,les germes du groupe coli - thyphiqu~ les

ric~ettsies et certains virus.

Le Ghlc,r.'.ltiphénic(ll est utilisé contre les infec'éions pu:.monaires,

intestlnôles à Solmonella (fièvres typhoïdes et paratypLoldes),

,<1 ri i rA g e:~ las 1 s ta P f' :11 0 coq u esri c k e t t sie s, e n cas d e ch () l é r' a ,

coqueluch'''., diphtérie, blénnoragie, méningi. te p\; rulente,

La diffus~on vers les tissus est bonne en général ma.s ~e

chloramph~n1col se concentre fortement dans le lymphe ,)~ le taux

dépasse celui du sang. C'est à cette propriété qu'il doit sa

supériorité sur les autres antibiotiques dans le tN.itenent de la

typhoïde car il peut ainsi exercer son activité optj~ale 1ans les

repaires ictenoïdi~ns mesentériques.

sn fait essentiellement par le re~n 30 à sa pour

(:eoci, Je l"este ent éliminé par la bile, mais sous f::rme \ 'un

déri"lé r,itré lnae·1:if.

Le chloramphénicc:. se distribue dans de n(Jmbreux territcir'es de

l'o!'gan1srnè cer'·.reau, liquide pleural, d'ascitè:s, synovial, le

lymp.he, ll~ sang f:lacentaire, le lait (6).
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L a v 0 i e bu, : ale e s~, deI 0 i nIa p 1 LI sut i 1 i sée. ChE Z l' a c' u:. t I~ 1 a

dose es;: hdoitueL,,:ment per os de 6 à 8 gellules de ,150 rll<

,~b~::' j,'t!:lfant, la dose est de 0,05 g à 0,100 g par kg

G o2~?h heures; ~l peut ~tre ici commode de pre~crire ~a poudre

a"')t':ê.",:ilsée (palmitate de chloramphénicol) jont quatre mesures

!") r r' e s p ,) ;\1 t,'.f.: t à C. 2 5 g d e chIo ra mp 1'1 é n i col. De t 0 u tes :- a ç () n s,le

ch oramp~énicol doit @tre réservé au traitement des infections

contre lesquelles il est spécifiquement nécessaire (tiphoide,

certains m~ningites pirulentes).

2 0 8. !':~}c. 1S sur 1 a ct é ter min a t ion d e c e r t a i, nes cor, s ta T"_tes_ b i 0 log i que s .

Le r.:hloramphénicol et se,s esters sont biotra.nsfc·'mé;; ;>ar

,gl·l';Ui"():·orijllgai.s(l~l au niveau du foie. On sait que clelombreuses

substances sont métabolisées dans le foie et que les deux

p :r' ~ n c i p.:: u x t y P e s ,j I~ réa c t ion s r e s p 0 n s a b 1 e scie p r ,) ces pus rj t'

d'~r: 0 x 1. c,' V ~! n sont. ,:' e pré sen t é e s par des réactions dit c .3 j,! con j u -

r"f"H:l2,' ~\' :>r'garllsme ;ijulte, la majeul~e partie du' ct.oral' 9hE>1..~ol

! ,;~ 1\ P) il ct min i s t r§ est i na c t i v é dansIe foi e par glu C .1 r 0 n 0 con j u ­

g.a i son; CAP + 1J cideU. D • P_ glu c u r 0 ni que g",l u c u r 0 n y 1 .t r é~..'~ f é ras e
< • '1 - '. l .-e' ,,:, ,.

C fi.. F -",g'll":;-Ur-OcUl'I'Ju'gtle + U.D.P ••

LF.1 ~onjlJgê'.ison à J'acide glucuronique fournlt de:- conlpos~s

organlques acid~s de pKa variant de 3 à 5, donc Jonisés lU p H

physiologique et tr~s hydrosolubles. Ces composéz qui, de plus,

ont g~n~ra!ement perdu toute action pharmacologj:·ue ~ont ~liminés

par l'urin~, la hile ou simultanément par les de~x voies.

2.9. ~~de:nts hé~.~tologiques et de lyse bactérie:lne.

A fortes doses, le chloramph~nicol entraine une an~mle

sév~re avec reticulocytopénie, erythrqpénie aiguS et vacu~iisation

des erythroblastes jeunes.

Ces an 0 ID a ], les s e t~ b l e n t directement proportionne: ce S'l. u : ~ a u x

)

sanguins (1 :tenus elles peuvent @tre favorisées )ar lne L';suffisance

.rénale; e:.les re::everaient d'un mécanisme identil, ue ~~ celui de

l'effet antibiotique (6).
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Le danger réel du chloramphénicol est de déclencher un pancytopénie

par aplasie de la moelle qsseuse. Il s'agit d'un accident tr~s

grave avec un taux de mortalité de 50 à 80ra.

Des accidents du collap~us vasculaire fréquemment fatals ont

été observés en début du traitement de typhoïde pour des doses

excessives du chloramphénicol (7).

Les malades mouraient des endotoxines libérées, contre lesquelles

l'antibiotique est inactif. Chez le nouveau-né, surtout prématuré,

on a observé des accidents toxiques mortels : syndrome gris

(toxicité néonatale). Cet accident mortel est lié à une accumulation

sérique du chloramphénicol à une posologie trop élevée et à

l'immaturité hépatique et rénale.

Apr~s quelques jours de traitement, les principaux signes sont

les vomissements, le refus alimentaire} les selles verdâtres,

l'hypotonie, l'hyperthermie. Cet accident s'observe encore

lors d'un traitement par le chloramphénicol chez la m~re en fin

de grossesse.

Le chloramphénicol, employé de façon pro+ongée (plusieurs mois)

est responsable de nevrite optique.Le fond d'oeil peut montrer

des modifications de la pupille, la regression survient après

suspension du médicament.

2.10. Interférences médicamenteuses.

Compte tenu de la toxicité propre du chloramphénicol qui

en limite llemploi, l'existence d'interactions avec certains

médicaments rend souhaitable autant qu'il est possible le

choix d'un autre antibiotique.

Le chloramphénicol diminue la production de vitamihe K par les

bactéries intestinales. De plus, il inhibe directement le

métabolisme des anticoagulants~~bumariniques en inhibant les

enzymes microsomales hépatiques. Il en résulte une potentialisation

marquée des anticoagu~~nts (6).

Le chloramphénicol peut interférer avec la maturation des

erythrocytes chez un grand nombre de sujets traités par ce

.< médicament.
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En cas d'ardmie pernicieuse la réponse au traitel'~nt par la

vitamine B j2 est insuffisante si le chloramphénicol ~3t administré.

Les antibiotiques bactéricides e t bac tél' i 0 s t a t i q '_1 e sne cl 0 ive n t

p21.S normalement être associés~u n antibiotique bactér:. )statique

:> Ci m:t~: p l. e c h 1. (j .r a mp 11 é nie 0 1 P e 1..1 t i. n h i ber l' a c t ~ 0 n bal; tél' ..;. C i cl e d e

!.'o' P '.C' ~ • j c:L Il i ne. S :l cet t e a S soc i a t ion est a b il 0 l ume n t n ~ ces sai r' e, ,
t· :' i" ".; .~ J';1 ',~ par 1; ê t r e cel' ta i n que les dos e sad élU a teB, j e cha c u n

,F .. , ,

.,.;f::l!.l"!')eOlf:;ments sont. donnees, d'autre part, adri'init;':r.:r si

p \) ;5 S T 1.:J 1. e La' p é nie i ] lin e que l que s heu l'es a v, n t l e ~ h l 0 J' a mp h f:, n i col .

CHAPITRE 3 -PARTIE EXPERIMENTALE.--=------'" ._-
3.10 Méthocles d'ar:!ilyses.

L'an~lyse élémentaire d'une substance de natJ~e c:mplexe

consiste à identifier ses constituants puis établir le's p~oportions

,~ n p C 1] r' c E~ n t age ct e ::: ha c und e s é l é men t s con s t i tut i f ~ pOl! r e n é ta b l i r

la formule.

Sa pur'eté est établie en déterminant ses constantl~s !' 1:IS:.cc-cbimiques

de-nslté, température de fusion, d'ébullition, ind5.ce de .~2fraction,,
pou v 0 i r rot a toi r e, con s tan t e die l e c tri que, s p e c t r' e l 'l, UV, etc...

Nous avons commencé dans notre travail à fa~re une mi~ro&nalyse

du chloramp~~nicol en utilisant des quantit~s faiDIes d~ substances

Bolides O~ liquides. Nous avons employé des réac';ions d! grande

sensibilité permettant de faire une identificatil);'l du pr ldl,it

chloramphénicol.

Durant l'analyse, nous avons utilisé la chromatogr.'aphiè ':lur' couchE'

mince et l! chromatographie en phase liquide à haute performance

(H.P.L.C) ~ne tecnnique bien connue dans l'analy~~ chimique

moderne.

3.1.1. Réaction dé détection des ions chlorures.

Dans Ulle creu.set de porcelaine, introduire ~ C' mg de

chlo~amphé~~col et 0,5 g de carbonate de sodium anhyJre. Chauffer

dans la fl~mme pendant 10 minutes, puis laisser refraifi:, ensuite

le résidu est mis en solution avec 5 ml d'acide nitri:ue dilué.
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A un ml de filtrat obtenu pr~cedemment, ajouter ~n ml d'eau et

0,4 ml de ~olution de nitrate d'argent.Il se [orrre un pr~cipit~

b ). iHH~ Ç' a i. Li. El bot é; c:: e l Il i - cie s t mis en sus p e fi s ion dan :. :2 ri. dIe a u

"'!, .:; f', 1:1 l a.ln n'0 r. :l. ,;. q lX e ( 1 :3 ) •

il • 2. ~"j .::: s.~ r El_~~_~. t e mp é rat ure d e f u s ion .

L,a temp~ratur~e de fusion a été mesurée en u~j.li2Iint l~

!n ~ t n 0 j e ct li tub e cap i Il air e p u i sun mie r 0 seo p e Re i che r t 'l il e r m0 var

e:.. ,1!' han c cha u f' :f El n t K 0 fIe r de ma r que REl CHE R T - , rUN G «(, ste r n -

? a t e n t 1 6 {) • 68 1, ri eut chesPa t 8 1 5 • 7 0 6 ). L' é t a Ion n ,. gel, ù S :; :3 t ème

\<'lf'le~ a été efec:t.ué avec les substances sLiivantE's dO'1t l.es points

0S rusio~ sont indiqués ci-après

f)zobe:nz,ène

"Sent:Jtle

Acétanilide

Phén~lcétine

68° C

95° C

114,5° C

134,5° C

La dé~erminatlon du point de fusion du chlCtampréni~ül

provenant le l'ONlPHA a été effectu~e imm~diatemEnt. ~es

~ohant111ons dechloramphénicol provenant de diff~ren.~~ )l~rmacies

contiennent des E:x'::ipients. Dans des gel Iules , on trouve l,~ talc et

:L,a lactose.

[·e palmitat~ vendu sous forme de sirop contient comm~

exc:Lpien:n:l e propylèneglycol, c ;:irboxymethyl cellu:Lose so'i i.que,

J.e:;ycl:ulE:,e du sQdium qui. est cancérigène, l'e~;>ence c!e groseille.

Pour ex t r li . r e la poudre des sirops , nous a V, 0 n s n. s 2 i! l!l 1. je sirop

dans 1000 ml d'eau. Après avoir filtré la soluticn, r.~us avons

séch~ le pr~cipit4 ~ l'air libre.

1.3. Déter·,linatio.::'i du p H.

Pour d~terminer le pH, le chloramph~nicol e,t mis E~ solution.

On ajoute 50 mg de chloramph~nicol avec 10 ml d'~au frai~hement

boullie et r'efroidie. Pour le chloramphénicol palm:tatE' vendu sous

fo.rme de ~·'.rop, on prend 20 ml de sirop avec 10 ni: d' eau. Le pH

a été mes~'e aveç un pH - mètre C G 818 T SCOTT Gera',e icalonné

avec deux tampons pH = 4 et 7.



1 9

1.4. Perte à la dessication.

la perte de masse par dessication est la perte de masse
" " ." 'eytr~m~~ en pourcentage rn/m. Determlnee a l'etuvl a 130 0 C,

:'1'<'," '., Cj 1 ;;. cl (" ch. l Q~ a mp h é n i co l. , la p e rte à la de :; :l i ca tic n n' é ta i t

P~"": ;'lU ,~ti;\'~L!rf1 3. 0,5 pour' cent. Pour' le chJ:orampiléni' oJ oalmitate,

. F,!; U v.€~ ~ ta i t mÜl ,~ à 4 5 0 C car à 10 3 0 C, 1a pal 11 i ta tes e déc 0 mp 0 s e

en SE: f·;Hldant.

1.5. ~~ pouvoir rotatoire spécifique.

Le pouvoir rotatoire est la propriété que présentent

~ert& nes substances de dévier le plan de polarisation de la
,.., 1"
L 1~ '7i 1. e ~" e po, a r 1 S e e • Pour déterminer le pouvoir ro1.atoire spécifique

au ~hloram~h~n1ccl, on dissout 1,5 g du chloramph~nicol dans 25 ml

ct 1 éthanol absolu. Pour trouver une solution 61a11'e provenant des

sir'ops on ajoute 25 ml de sirop dans 100 ml d'éthane.: 0'1 laisse

reposer. puis les mesures sont effectuées sur la saltltion obtenue.

Le chromatographie sur couche mince.

La chromatographie sur couche mince constitue une mé~hode

d.'analys'~ ,:,himique' devenue, indispensable pour l'organ5_~ien,

le phal"mao i en et le biochimiste.

Elle est.utilisée pour l'analyse des médic,ments et des drogues.

Grâce à !sa rapid:i.té d'exécution; elle constitue une méthode idéale

qui permet ~ouvent de sauver des vies lorsqu'on supçonne un

empoiso~ne~ent. !lle rend de précieux services au pharmaclen

dans le centrale de pureté et dans l'analyse rapide des médicaments.

Elle est utilisée pour l'analyse qualitati~e pou n déterminer

le n'ombce des co,Htituanfsdans un mélange in conn 1. On l'emploie

également pour l'analyse quantitativ~ pour déte~~iner les

proportiorR exactes de chacun des constituants dJ' mélange.

Pour l'analyse du chloramphénicol, nous avcrlS dissovl: 0,1 g

dan s l'a c é ton e e t. pourI' a na l ..y s e du palmit a te, no u s <3 von s mé l a n g é

5 fi l ct e sir 0 p a ver.: 1QO ,1111 d' a c é t à ne. No usa von s 0 p e r l~ pa;'

chromatographie Btir couche mince en utilisant une plaque préparée

de gel de silice fiO F
254

(marque Merck). Nous avons :épcse les

solutions par taches circulaires de 2 mm à 6 mm de dianÈtre

à "1,5 cm.: (~ bord :·.nférieur de la plaque à l'aid::: d"l:,e rri(:ropipette.
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Après l'évaporation complète du solvant, les plaques ort été

pla c é e s da 1sunecu v e d e d é v e l 0 p p e men t con te na n t u n [~é l a :1 g e

de go ml de chloroforme, de 10 ml de méthanol et 1 ml d'eau.

'atmospnêre à l'intérieur de la cuve est ~réalabiement saturée

de solvant. Les parois de la chambre sont tapissés avec du

papier filtre humecté avec la phase mobile. Après quelques

temps, ~elle-ci monte et dépasse la ligne 'de dép~rt.

:"l,,'J~..nc! J."? front du solvant a parcouru une distancE' de 15 cm à

p~r~ir de la ligne de départ. la plaque est retirée et mise à

,c~,·;t1Ei L,?~, tacbes sont. observéefrà l'aide d'une 1ampe U.V puis

[', :,~ i (J,~ A: e ~; ::, heu r Si C e n t r es. Lad i s tan cee n t r e ces der n i. e r f'; e t la

'~r0 ~~ riépart est mesurée. Pour chaque c~mposant, on mesure
i

~ .l~eSBe ae m1g~ation dans un syst~me de:solvant donné ~

11aide de RF défini par la formule suivante pour une terrpérature

donnée (14.)

HF,'" Di:!.~"~~e panc~urue.; par la substance.

:0 j, s t a·j C e parcourue par le front.

Une seule tache a été obtenue pour les deux form'~s de chloramphénico1.

1.7. La ch~omatographie en phase liquide à,haute performance.

La chromatographie en phase liquide à naute perfor~ance

qat une ~echnique de choix pour le contrale automatique de la

c0mposi~lon quantitative des mélanges à séparer et l'analyse

dee traces et des impuretés.

L!échantillon est injecté à l'aide d'une micro-seringue dans une

valve djln~ection o~ il rencontre la phase mobilA.

Durant l'analyse, la phase mobile évolue drns la colon~~ tout en

entrainant la substance à séparer. En quittant la colonne, les

composants entrent dans le d~tecteur qui donne Uh sj.~nal pour

chaque composant. Le signal est amplifi~, puis ellr·egistr·é sur

papier avec un enregistreur X - Y en fonction du tem~s

(voir figure N°l).

Lorsque ~(;~S les facteurs déterminant l'analyse sont maintenus

~onstants, le com~os~ est identifié en ut lisant le ~emps de

retention; c'est ~ dire le temps qui s'éco~le entre l'injection

de l'échantillon et l'apparition d'un pic donné.
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La surface sous an pic, mesurée avec un planimètre est

proportionnelle à la quantité de substanceéluée". La comparaison

du temps de retention et l ~ aïr'E: d'un pic d'un composé présent

dans l'échantillon avec ceux d'un standard injecté à une

concentration connue permet d'estimer la quantité présente

dans l'échantillon.

La pureté du chloramphénicol a été déterminée par la chromatographie

en phase liquide à haute performance avec une colonne C
18

,"

Ubandopak et' un élaaBt~composé du méthanol et d'eau dont la

proportion était de 60/40. Le volume injecté était de 20 ml avec

une vitesse d'élution de 0.7 mlimin • La concentration était

de 25.10 mg/ml. Pour le chloramphénicol palmitate provenant de

différent"EÛpharmacies, il a été ajouté 1 ml de sirop (2.5'10)

dans 1.000 ml d'acétone. Avant l'injection, l'échantillon a été

filtré.

1.8. Spectres U.V.

Le chloramphénicol a été également analysé par':'::leectrophotométrie

(U.V.) à l'aide d'un spectrophotomètre Bausch et Lomb spectronic

21. U.V.D. Urre recherche de la longueur d'onde maximale à

laquelle se fait l'absorption a été effectuée avant de passer

à l'analyse par HPLC. Nous avons pris une concentration de 31,
-4 , .

25 la _ mg/ml de chloramphenJ.col.
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fIC ;J l~ E: N' • SCHEMA DE PRINCIPE D'UN H P L C

valve d'injection

':lompe

phase mobile

en reg i s t )""ur
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1.9. Détermination de l'activité du chloramphénicol.

Le test dont il est question ici ist un test appliqué à

une espèce de bactéries da gen~e Bacillus mégaterium.

La méthode emploie la t'echnique de mesure du diamètre d'inhibition
~

utilisée pour l'étude de la résitance aux antibiotiques

des petits disques de papiers buvard d'un diamètre de 6.0 mm

sont imprégnésBde différents antibiotiques jusqu'à l'évaporation

complète du solvant. Les disgues sont alors placés sur un milieu

de culture (P.C.A.) ensemencé auparavant avec une suspension très

dense de la bactérie. Les boites sont incubées à 37 0 C pendant

24 heures.

Les diamètres d'inhibition sont fonction de la quantité d'antibio­

tique3présente par disque (Fig. N°2). Figure N°2

Schéma de principe pour la détermination de l'activité de _

l'antibiotique.

Mode opératoire

Préparer les solutions du chloramphénicol 0.125 g/lj 0.06250g/1j

0.03125 g/l dans l'acétone. Mise en évaporation de 1 ml avec 20

papiers buvards.



Mettre dans une boite de Pétri 15 ml, d'une solution de peptone

de caséine 5,0 g, un extrait de levure 2,5 g, D-glucose 1,0 g,

14,0 g d'agar, 1000,0 ml d'eau distillée (P C A) avec 0,4 ml

d'une solution contenant le Bacillus mégaterium.

Mettre au frigo les boites de Pétri pendant 3 heures, puis 24

heures dans l'étuie à 37 0 C.

Mesur~~la zone d'inhibition.
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2. Les résultats expérimentaux.

2.1. Températures de fusion.

Le tableau N°2 donne les températures de fusion mesurées

avec le microscope Reichert Thermovar.

Chloramphénicol PalmitateEssais

poudre fourni poudre

Gellules

provenant

Sirop provenant

des pharmacies

par l'ONAPHA fourni par des

l'ONAPHA pharmacies

149 0 C 86 0 C 148 0 C 85 0 C

2 152 0 C 88 0 C 146 0 C 86 0 C

3 150 C 86 0 C 149 0 C 85 0 C

4 149 0 C 86 0 C 150 0 C 88 0 C

5 151 0 C 85 0 C 150 0 C 86 0 C

Valeur
151 1 0 C 86 1 0 C 149 1 0 C 86 ":-+: 1 0 C+ + +- - -

la plus

probable

Les résultats obtenus avec 1Ê!sbanc chauffant KOFLER.

Ch :L 0 r am p h é n i col f.-o u r n i !il a rI' ON APHA: 1 5°0 C + 1 ° C.

Chloramphénicol (gellules) vendu à BUJUMBURA ""; 150 0 C + 1° C

Chloramphénicol palmitate fourni par l'ONAPHA : 88° C + 1 0 C

Chloramphénicol palmitate vendu à BUJUMBURA : 88 0 C + 1 0 C.

2.2.Détermination du pH à 28,4 0 C

Les valeurs du pH déterminées sont les suivantes (à 28,4 0 e)

Chloramphénicol fourni par l'ONAPHA: 6,10 ~ 0,01

Chloramphénicol (gellules) vendu à BUJUMBURA : 6, 15 + 0,01-
Chloramphénicol palmitate fourni par ONAPHA 7,21 + 0,01-
ChloralDphénicol palmitate vendu à BUJUMBURA 7,28 + 0,01-



26

2.3. Perte à la dessication

Le tableau N°3 donne la perte à la dessication.

Essai Chloramphénicol Chloramphénicol Gellules de Poudre de

en poudre fourni palmitate en .différentes sirop de

par l'ONAPHA poudre fourni pharmacies différentes

par ONAPHA pharmacies

0.41 0.36 0.47 0.38

2. 0.40 0.38 0.49 0.34

3 0.39 . 0.35 0.50 0.33

4 0.43 0.37 0.48 0.36

5 0.48 0.38 0.46 0.38

Moyenne 0.42 0.36 0.48 0.35

2.4. Le pouvoir rotatoire spécifique :

Les valeurs suivantes ont été 'relevées

Chloramphénicol fourni par l'ONAPHA

Chloramphénicol vendu à BUJUMBURA

Chloramphénicol palmitate fourni par ONAPHA

Chloramphénicol palmitate vendu à BUJUMBURA

2.5. La chromatographie sur couche mince.

[c{]27 + 18,50
D

[o{]27 + 19.00
D

: [cA]27: + 25.00
27 D

[o{]D : + 25.5°

-\ ... ' .

Le tableau N°4 donne les valeurs de RF de la chromatographie

sur couche mince.
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Moyenne

Chloramphénicol

en poudre provenant

de l'ONAPHA

Chloramphénicol

(gellules)de

différentes

pharmacies

CHloralDPhénicol

0.46

0.40

0.45

0.41

0.46

0.40

0.43

0.42

0.44

0,43

0.44

0.41

palmitate en

poudre provenant

de l'ONAPHA

0.76 0.75 0.78 0.80 0.77 0.77

CHlôramphénicol

palmitate de

différentes

pharmacies (sirop)

2.6. Spectre u.v.

0.71 0.73 0.72 0.70 0.77 0.72

La figure N°3 donne le spectre U.V. relevé pour le

chloramphénicol. La figure N°4 donne celui du palmitate.

2.7.:'- Chromatogramme HPLC

Les figures N° 5, 6 et 7 donnent les chromatogrammes HPLC

obtenus pour les dérivés du chloramph~nicol.

La figure N°10 compare ces chromatogrammes.

2.8. Détermination de l'activité du chloramphénicol.

Les figures N°8 et 9 sont des courbes donnant le diamètre

de la zone d'inhibition en fonction du logarithme de la dose du

chloramphénicol par disque. Les courbes sont obtenues avec. une

culture de Bacill~s mégaterium.
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Fig. 5 - Chromatogramme H P L C du Chloramph6nicol palmitate sans excpient

Colonne C
18

Mbondapak

Vitesse o~ ml/mm

E16ment H20... /CH3 ~~60/40

Volume inject6 20 ml

25".10 3 mg/ml



Fig. 6 - Chromatogramme H P L C
du Chloramphénicol palmitate vendu à BUJUMBURA.
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fig. 7 - Chromatogramme H P L C du Chloramphénicol palmitate vendu à BUJUMBURA.
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~ a )0.]

. ,~i ?~,0 20~O 21,5 20~O

rl1
• i;i i103072

1°674·6ChlGra~~heni[Ql

Chloràmphe~icGl w~~~

CnlararnpnenicQI base

l)El 20 15 20,5 20,5 20 t 5 19~O 23~O 23!0
~,47 2~!O 23,5 ~i~~ 2~~0 23 j O24,0 25,0

,\.,-..,,-, !
~\.ri../ !Jj

7~I9 ,04950
8~53 !09092

: '.., J ? :).J i '-" oJ

0" '''': , ,-, , .•~ .5G-
.] ;-" 8f .-:::::. t)(:<:..--1

i 8 ~ cf 0' ? .-,~

w ; -
1ti 8 B;; 0,~ 2~'

,...,
l '.'

t 8 8 8! 2500, ,

Pdlill\tatE 8NAPH~

F'a~ Jitate GNfiP,-:A

Pal~itate ven~u ~ Bu a 18. 8~87 ,06250
Pa!mttate ~endo à Suja 18. ~.S7 ... ~2500

5j 97 ~ü28-51

7:.38 1053"11
8~28 ~i)8116

,,! .
18,0 16,0 t6,3 19,0 19

10 18!O !9~û

13 20,5 20,0 21~Û 20 30 21,0 20,0 22,5
i I~G 21,5 2~!~} 7~,0 20,0 24!O 22)0 23,5

P~lm~tat2 vendu à 8uJa 18~ 8.87

Type d'analyse dB 09 ûl0 d:l di2 d13 d14 d15 016 d17 dl8 d19 d20

ChliJral1lphenicoi
ChlGramphenicûl
Chlaraffiphenical base

20,0 20,5 16,5 t8;5 i7~Û 20;0 18,0 18~5

20~0 21 10 22~Q 24~5 21 15 21,5 22,5 i9~O 23}0 23~0 22 l J 21~û

25,5 23;5 25 s0 25,0 26!O 25,0 25,5 25,0 23,0 ~5.0 ~L~J 23~5

C,A,P V2Gdu à Buja
C.~.P vendu à &uja
C.;,P vendu à Buia

20,0 16,0 18 10 18,0 16,5 la,O .17,5 18,0 16,0 15,0 !6~O 16,0 17}O
2i t O20,0 21,0 20~Û 21,5 22,0 20~5 24,0 2Û,O 21~Û 19,5 20~O 20,5
24,5 26,5 22,5 23,0 23,5 23,5 20~O 24;0 23 1ù 21}5 22}O 21}5 21,5

Palmttate ONAPHA

ralmttate ûNAPHA

19 15 16,0 17!5 18,0 16,5 17,5 18,0 17,0 !7~O l6 10 !8,0 19,0 18,5
23~O 20,5 20~û 2t~û 23,0 22}O 19,5 18,5 i8~O 16~5 20~5 18 15 19,5
23}O 21 j 5 ~lJ5 24,0 25,0 24,0 25 J O24;0 21~O 22~5 23~O 21~O 20~O

Palmitate vendu à Bujai9 j 5 18 10 i7 ,O 17 15 18,0 19~O lB~O !6~5 17,0 19~Û 18;0 18;0
Palffiftate vendu à Buia22)5 lq~5 20)5 20~O ZÛ,5 21,5 22,5 19~0 19:0 21,0 21,5 22~5 2D,O
Palmitate Y~rdu à Buja25,O 26.û 20;0 21 J O23,0 21)0 22,0 23,0 23;0 23,0 23!5 22 10 23}5

Paim~t~te vendu à Buja18,5 16,0 16}5 18;5 18,0 20,0 18,0 18,0 18,0 1B,û 17,0 17;0 18,0
Palmitate vendu à Buja19~5 19,5 20,5 20,5 20,5 19 15 2Q,0 21,0 t8,O 19,0 20;0 21,0 2D,0
Palmitate lfendu à 8uJa22,5 21,5 i9~5 23,5 24,5 25~O 24,5 24,0 23~0 24,5 25,0 23~5 7~D

Tableau N°5 - Résultats des mesures de diamètre d'inhibition

d'~cart type, ode l'activité en fonction de la dose.
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3. Discussion des r~sultats

Le but de notre travail était de mettre au point une m~thode

rapide, sensible et pratique pour l'analyse du chloramphénicol

vendu par l'ONAPHA et les différentes pharmacies. Nous avons eu

recours à la détermination des constantes physiques,à la

chromatographie sur couche mince, à la chromatographie en phase

liquide à haute performance (HPLC) et à la d~termination de

l'activité.

3.1. Mesure de la température de fusion.

Nous avons commencé à déterminer la température de fusion

du chloramphénicol avec la méthode du tube capillaire et le

microscope Reichert. Les valeurs trouvées (tableau N°2) sont

peu précises car cet appareil (microscope) n'était pas calibré.

h Avec le syst~me de banc de Kofler, nous avons trouvé une

température de 150°C ~ 1°C pour le chlor~mph~nicol et de 88°C + 1°C

pour le chloramphénicol palmitate sur tous les dix essais

effectués.

Une comparaison de notre valeur (150°C) avec celle de

QUENTIN R.BARTZ (149.7 - 150.7°C) (2) montre que le chloramphénicol

vendu à BUJUMBURA convient parfaitement pour les prescriptions

médicales.

3.2. Détermination du pH

Nous avons mesuré les~pH pour vérifier l'activité du

chloramph~nicol. Celui-ci perd son activité à un pH supérieur

à 10.

La stabilité du chloramphénicol à différents pH à 25°C est connue

( 2 ) •

pH de la solution

"
0.40

2. 15

7.00

9.56

10.82

activité en pourcentage

100

100

100

100

.c: 13
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Le chloramphénicol devient inactif à 87 pour cent à un pH 10,82

en 24 heures à 25°C. Nous avons mesuré le pH à 2tfC. Nous avons

constaté que si nous faisons une correspondance entre le pH de

la solution du chloramphénicol mesuré ( 6.10; 6.15; 7.21; 7.28)

et l'activité en pourcentage, l'activité du chloramphénicol

vendu à BUJUMBURA est autour de 100 pour cent.

Le chloramphénicol perd également son activité après un mois

lorsqu'il est conservé à une température de 37°C. La température

ambiante de BUJUMBURA contribue de façon négligeable à la

dégradation du chloramphénicol car elle n'atteint jamais 37°C.

3.3. La perte à la dessication.

La perte à la dessication du chloramphénicol et du chloramphé­

nicol pa~mitate n'était pas supérieure à 0.5 pour cent (13) et

0.38 pour cent (tableau N°3).

La perte à la dessication doit être faible car l'humidité du

produit influence beaucoup sa stabilité. Si la teneur en eau

est élevée, le chloramphénicol peut être décomposé et devenir

instable ( 16) •

H NH - .. .CO·'- CH Cl
2

-< ) 1 1 H2 0
o N el C C CH

2
0H

21'<
1 1
OH H

02 N -( >- H ~H2
0 1

C C CH 2 OH + Cl
2

CH COOH

1 1
OH H

4. Le pouvoir rotatoire spécifique.

La valeur du pouvoir rotatoire mesuré nous a permis également

! de confirmer la purété du chloramphénicol.
. ,

, Nos valeurs résumées dans le tableau suivant soht en bon accord

avec celles de QUINTIN R. BARTZ (2).
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Chloramphénicol La valeur du

vendu~a chloramphénicol

BUJUMBURA détër.mlnée par

(gellules) Q.R.BARTZ (2)

+ 18.5°

Chloramphénicol

palmitate

(poudre) fourni

par l!~·QNAPHA

+ 25.0°

+ 19. °

Chloramphénicol

palmitate

vendu à

BUJUMBURA

+ 25.5°

+ 18.6°

Valeur trouvée

par Q. R.BARTZ

3.5. La chromatographie sur couche mince.

La chromatographie sur couche mince avec des plaques de

silice 60 F
254

donne une tache avec RF : 0.44; 0.41; 0.77j 07,2.

Nous avons utilisé le système éluant (chloroforme, méthanol, eau)
,

car c'est celui qui est conseillé par les pharmacopées (13).

Les valeurs de RF sont peu reproductibles car elles varient avec

la température et le degré de saturation de la cuve de la

chromatographie.

3.6. La chromatographie en phase liquide à haute performance.

Lorsque nous comparons les trois chromatogrammes obtenus

(Fig. N° 5,6,7), nous remarquons c.haque~.(ais=une série de 5 pics

semblables avec un temps de retention inférieur à 5 minutes.

Le pic avec un temps de retention proche de 4 minutes correspond

probablement au c~loramphénicol.

Le pic avec un temps de retention proche'~~de 2 minutes est commun

à tous les chromatogrammes. Les figures N°6,7 présentent d'autres

pics après 5.00 minutes. Ces pics ne sont pas semblables car les

excipients peuvent varier d'un sirop à l'autre. Les trois

chromatogrammes présentent d'autres pics semblables Ce sont ceux

qui apparaissent à 1,93; 1,08; 1,90 (mv)j 2,27; 3,46; 2,18 (mv);

3,39; 3,00; 3,02 (mv). Ces trois pics peuvent être ceux des

solvants utilisés.
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La figure N°7 présente des pics très longs à 4,46; à 5,32 .(m~

qui semblent correspondre à des impuretés.

Si nous comparons les~bautetlrs des pics qui sont proprtionnelles

à la quantité du corps correspondant présente dans l'échantillon

injecté, nous constatons que les hauteurs des pics du chloramphé­

nicol (qui apparaissent à 4,58 m~; 4,34 m~ 3.46 m~ sont inégales.

La 7ème figure montre que le sirop contient moins de chloramphé­

nicol que les autres.

Nous n'avons pas pu déterminer la teneur du chloramphénicol

qui doit être de 98 à 10~ pour cent (13) à partir des dimensions

des pics obtenus.

Il fallait avoir un étalon, à l'état de grande pureté et bien

séparé de tous les constituants du mélange; la courbe de variation

du rapport des aires des pics de l'étalon et~du chloramphénicol

vendu à BUJUMBURA avec la concentration de cet antibiotique dans

le mélange.

D'une manière générale, on peut donc affirmer que le chloramphé­

nico~ vendu à BUJUMBURA est assez pur.



Fig.
10 _ comparaisondes chromatogramme.SN°5,6,7 obtenus

par H P L C pour les dérivés du chloramphénicol.
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3.7. L'activité du chloramphénicol.

Nous avons mesuré le diamètre d'inhibition à l'oeil nu

à l'aide d'une latte graduée en millimètres. Deux mesures de

diamètres perpendiculaires sont prises.

La mesure de la zone d'inhibition prise en compte pour chaque

disque est la moyenne de deux mesures de diamètres perpendicu­

laires moins le diamètre du disque (6 mm) divisé par deux,

soit(17)

2
Di ..

2

L'activité du chloramphénicol vendu à BUJUMBURA a été déterminée

à partir du chloramphénicol base. Celui-ci est le chloramphénicol

(en poudre) sans ex.cipiel'l~·qui nous a été fourni par l'ONAPHA.

L'équation de la droite de régression pour ce dernier est donné

par :

d = 2.2 ln dose + 13_8
zone

coefficient de .corréla~ion/r.~= 0.99.

Les équations des droites de regression,le~coefficientde

'cor':'ré~ation, la zone d' ir'lhibi tion, l'écart type (5), le pourcentage

d'activité, les courbes expérimentales donnant le diamètre de

la zone d'inhibition en fonction de la dose du chloramphénicol,

ont été calculés et tracés par l'ordinateur IBM ~AT de la

Faculté des Sciences Agronomiques, au laboratoire de·microbio­

logie en utilisant le programme Framework II.

Les doses du chloramphénicol vendu à BUJUMBURA sont aussi

calculées par rapport à celles du chloramphénicol base :

dose cale ~ ChI. base = e

(d zone observée - 13.8)

2

Les valeurs trouvées sont comparées aux doses de base 0.03125 g/l,

0.06250 g/l, 0.12500 g/l et eX'Qrimées en pourcentage.
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La moyenne des trois donne le pourcentage d'activité (tableau N°S)

Les valeurs de 81%, 80% se rapportent respectivement aux

chloramphénicols palmi ta tes vendus à BUJUMBURA et analysés par

le HPLC (fig. 6,7).

Ce test biologique a été utilisé pour confirmer les résultats

des analyses chimiques.

Nous avons constaté que la mesure du pH ne donne pas une valeur

exacte de l'activité. Il conviendrait donc d'utiliser les boîtes

de pétri pour déterminer le pourcentage d'activité de chaque

antibiotique.
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CONCLUSION

Nous venons de présenter une étude d'une analyse du

chloramphénicol vendu à BUJUMBURA.

La détermination des constantes physiques, la spectrophotométrie

U.V, la chromatographie sur couche mince, la détermination du

pourcentage d'activité et surtout la chromatographie en phase

liquide à haute performance (HPLC) constituent~des méthodes

d'analyse rapide pour contrôler la pureté du produit.

Le BPLC permet de détecter les substances étrangères au produit.

Le spectromètre de masse aurait permis de déterminer la

structure des produits séparés par HPLC et en particulier les

impuretés non identifiés.

Des analyses devraient être poursuivies dans ce sens.
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