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RESUME

Dans ce tLravail, nous avons fait une analyse de la pureté
fdu chioramphénicel vendu & Bujumbura, en déterminant ses
constantes physicues, en effectuant des mesures ¢n chroma-
tographle sur couche mince et en phase ligquide a haut=

performance el per spectroscopie U.V. Les spectres obtenus

par H.P.L.C. indiguent que cette méthode peut &tre utilisée

pour le contrdle rapide et régulier du chloramphénicol




INTRODUCTION

Intérét du sujet

"

itimportance des antibiotiques dans la thérapeutique n'es:.

pius 3 Ateblir. Jusque vers 1935, la thérapeutique artir
infectieuse €talit réduite a2 quelques sérums : anﬁidip%érlque’
antitétanigue, antiméningococcique et produits antip: rasitaires,
notamment +—eux antisyphilitiques & base d'arseno--benzénes, de

mercure ouv de bismuth (1).

I.a découverte et l'utilisation du chloramphénicoi furent une

t2y, =2t son intérét, tant actuel (3), a été vite

ses indications propres, la puissance restreinte de
son zation et le développement de résistance a scn égarc de

ertains zZermes.

[ 7

Dans ©e travail, rous nous proposons de faire une analyse du
chicramphénicol vendu & Bujumbura, car que les midicaments
socient aussi des poisons est un fait établi depu.s les temps

les plus reculés. De nombreuses substances trés dang:r=uses

pour l'organisme humainzont été utilisées empirijuement . tendant
des siécles dans un but thérapeutique, et ont entrali1é de

nombreux accidents (3).

1L'étude erspérimentale (2) de leurs effets physiologiques n'a
commencé u'au début du XIXéme siécle (U4) et Francois MAGENDIE
est corsiieré A4 juste titre, comme un pionnier de la pnarraco-
logie pour avoir déerit en 1809 l'action vomitive et convulsi-
vante, et pour aveir publié en 1821 le premier ouvrage ol se

trouvent décrites des activités pharmacologiques classicues (5).

LLes préoccupations officielles relatives aux dangers des
médicaments - naturelles ou artificielles - ne ivinrent toutefois
que beaucoup plus tard (3). Il est admis qu'il n'existe pas de
médicameny ;totalement inoffensif et que les dangers ¢ventuels

de toute substance utilisée dans un but thérapeutique doivent
gtre connue de ceux qui, ont une responsabilité dan: le

traitenrent des maladies.



Dans ce travail, nous nous proposons de faire l'analy.= <: la
pureté du c¢i1loramphénicol et la recherche d'une mithode
analvticue souvant aider & faire un contrdle rapide € (e -~>utine

de ce méilicament.

La conservation inailéquate des médicaments peut &€tre a 1 »rigine

ieur dératuraticn (3). Pour quelques médicaments, ur= coInserva-
tior dans 2e& mauvalses conditions est dangereuse, car =lle conduit
a4 Jeur transformation en dérivés toxiques (3). C'est le cis de
sertping médicaments maintenus dans les lieux illumineax, chauds

#% humides, Dans d'autres cas, une conservation firop prolongée,
abouriit & une inefficacité qui peut €tre dangereuse. C'es: pourquoi
s d4ats de pérempilion des médicaments doit €tre respe :téc,

Notre bub 28t donc de montrer qu'il faut faire un contlr i

régulier de la qualité des médicaments en recourant aix nithodes

dfanalyse chimique.

Nebre travedil comprzand quatre parties.

faos lz pre=iiére partie, nous évoquerons quelques génér.lités

wur ies antibiotiques. La deuxiéme partie sera coaisac 'é: i 1'étude
théorique du chloramphénicol. La troisiéme partie donuera .es
c&sultats 2xpérimentaux de l'analyse du chleramphénicol vendu

4 Z2ujzumbura., Enfin, le quatriéme partie porte sur la conrnzclusion
des analyses effectuées et propose des mesures de contrdls

pendarnt toute la durée de l'exploitation du chloramphénicol.



CHAPITRE 1 - GENEHRALITES SUR LES ANTIBIOTIQUES.

1.1. Historique.

Ltantagonisme entre moisissures et microbes fut observé
@y, 1B77 par Pastewr et Joubert, et en 1897 par Trndall .5).
gy, 1328 . fjiemming (3 note l'inhibition de la :-oissance
v ane aele vne de staphylocoques dorés en présence d ine cellule
¢ wénieitium, mais sa publication passe ;napergue. Baas la
tigne de recherche menée en 1905 par Ehrich (5) sur .es
propriédtés des colorants, qui valent a son auteur 4'itre considéré
comme le fondateur de la chimiothérapie apti-infectieuse, Domasgk
en Allemagne en 1935, propose du prontosil (colo-ant rousge) pour

traiter des affections streptococciques (5).

A 1'Inst:tut Pasteur de Paris, J. et M.T. Trefovil (%) moatrent
que le véritable agent in vivo est un métabolite, le sulfapilamide.

Alors commence l'ére des sulfamides qui, pendant plus de guinze

ans, serort l'arme principale de la thérapeutique anti-infectieuse.

i fagtr stteéndre en effet 1941 pour que la penicillirs soit
whilisde shez l'homme & la suite des travaux de Floreys ew Chain

en Grande-Bretagne (5).

fetuellement, 1l existe, dans le commerce, des aantibintiques
gfficaces vis~-aA~vis de tous les agents infectieux, & ..'e: . aption
de virus. Tependant, desnouveaux problémes sont apparus, (ui

exigent de poursuivre les recherches car de nombreux gerues

sont devenus résistants aux antibiotiques usuels.

1.2. Définition des antibiotiques.

Les ar.iblotiques sont des substances capables :'intiter
le déveloprement ces bactéries, de diminuer leur vitaiité =t
éventuellement de .es détruire. Leur action est bactériostatique
iorsqu'ils inhibent® les bactéries de leur développement, sans
les tuer et bactériéides lorsqu'ils les tuent.
Notons en rassant, qu'un seul antibiotique peut +ouer les deux
riles, mais 4 des concentrations plus faibles pon~ la prumiére

que pour la seconde.



1.3. Notions générales sur l'activité des antibiotig.ss.

1.3.1. Spectre antibiotique.

On appelle spzctre antibiotique des agents infe :tienux

#n

ies & l'actio»n d'un antibiotique donné. Ce spe :trs est

4
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dérterminé :xpérimentalement in vivo et in vitro.

t.4.2. Mécinismes d'action des antibiotiques.

Les aantibiotijues agissent par l'un des mécanismes suivants
- intepférence ave: le métabolisme de la bactérie,
-~ action sur la paroi bactérienne.
« action sur la structure de la membrane cytoplasmique.

~ scrvion sur 1'A.D.N. nucléaire.

1.4, Associations d'antibiotiques.

Il es: possitle de relentir l'apparition d wne résistance
micrebienn: en adainistrant simultanément deux antit’otijues,
nien quk cette résistance puisse apparaitre aussl wvi.e ~is-a-vis

de chacun de deux antibiotiques pris isolement.

Les motifs qui incitent & utiliser de telle® associations
ne sont pas toujours Jjustifiés et les indications de‘vernt en
Ztre trés nrécises (3).

Les asurint:ction: ne sont pas obligatoirement ensécrées; z2

rinlstra-t d'emblée un second médicament théo-~igu :ment actif

37
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ur l'agent dont cn redoute la pullulation.

Tl est vain d'espérer atteindre le germe dans la cellule a

l'aide d'une association d'antibiotique deont au:un n'est capable
P

d4'y pénévrer. S'i1 s'agit d'attaquer une infecticn & germe inconnu,

l'association est Jjustifiée si la gravité de la aladie =2mpéche

dtatteindre le résultat de l'antibiogramme.

Pour limiter les effets indésirables, il peuvt étre logigue
d'associer les antibiotiques, car cela permat de diminuer les
doses de chacun et donc les risques d'accidents; il “au- se
souvenir qgue malgré tout, plus on utilise des médicanents, plus
grande peut é€tre la probabilité des réactions gqu'ils peuvent

provoquer (6),



Les associatiors peuvent aussi aboutir & un aatagsnisms,

c'est &4 dire A un effet inférieur a l'action de chaque aitibio-

4350 nr.s iolenert. L'exemple le plus courant est reosrisenté
IS seaanian 2tun antibliotique agissant sur ss germas en

sériode d2 multiplication (pénicilline) et d'un an:ibictique

rajlentissant cette multiplication (tétracycline, chlorampaénicol) (6).

¥n fait z2et antagoiisme n'a pas de répercussion clinique ui le germe

fig
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atteindre; il est plus & craindrs si .2 germe est
srnaliaé sux méninges, aux valves aortiques ou aux os, car il est

"orndameutasl Jd'agir zvec le maximum d'efficacité.
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s:eiations commerciales toutes faites, lont les proporiions

fraes e ne

W
-
»
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atrent pas de falre varier la posologie d: 1l un ou de

1'aubtre de leurs constituants, sont pour la plupart a -~c¢juter (7).

1.5. Principe d'un traitement antibiotique.

L'agent anti-irfectieux efficace est celui qui auvr-a des chances
d'atteindre 3w site du foyer infectieux une concentratioc: suffisante,
supérieure 1 la concentration minimale inhibitrice (C ™M ) de la

scuche infsoiante.

Urnn tr:iitement zotibiotique pendant une durée wrop breve est

i

syagorive, La prescription d'un antibiotigue d'une fagon inadéquate,
~ant en quaiitite gqu'en durée, risque de favoriser i.e diveloppement
d'une résiavance (7). L'effet de l'absorption digeitive est souvent
imprévisibls; aussl est-il préférable dans les infuctions graves
d'avoir recours-a lz voie parentale. La voie orale est emplcyée

dans les ini:ctions bénignes et comme relais d'une thérapeutique
parentale dans les infections séveéres. L'antibiotique doit &tre

pris une heure avant ou trois heures aprés un repas.

Ltindication de tout traitement antibiotique doit &trz fondée
sur des bases suffisamment raticnnelles. Les arguments doivent
€tre tirés de l'exafen clinique et si nécessaire, des <xarnzas
bactériologiques. Or doit choisir l'antibiotique 12 mo.n< toxique,
le plus comun:démen” administrable, enfin le moins »>néresu:.

En cas d in:ction séveére, l'étude du pouvoir baci iric .de d:s

antibictigues isolés et en association est indispe. sabl.e.



17.6. Incidents et accidents de l'antibiotique.

Les #1tibiotiques,comme les autres médicameats, p:ruvz2nt
proveguer jes effets secondaires de gravité var._abl: c¢fis a
drs erfong rvoxiqgues directs, ou & des manifestat.ons allirgiques
~onseculifs au traltement. Les accidents pouvant se produire

apres un traitement (6) peuvent s'observer dans les cas suivants :

n

1} avec les antiblotiques & large specire d'act:on

itétracyecline, chloramphénicol, aminosidss) qui 1étruisent

e
o

une partie de la microflore intestinale, provoquant des

a
ilarrhées.

Ny
—

auw cours dutraitement des affections dues a certains
germes (gram négatif en général) contenant ¢ :s =#1iotoxines
gul peuvent étre liberées lors de la lyse de :ze:
microorganismes par des doses massives d'ant bic:iques

bactéricides, diou le risque de choc ou ce ¢ llad3us.

De =els accidents peuvent s'observer notamment .ors du
vraltement. de la syphilis par la pénicilline ou .ors d :zraitement
de lz fiev-e typholde par le chloramphénicol.Les eft.:ts :>xiques
directs résultent d'un surdosage absolu ou relat:f qui f:zut
éurvenir 3i la vitzsse de perfusion n'est:-'pas bien contrlée
ou en cas de mauvaise métabolisation (chloramphéricol cn:z les

nouveaux-nés) (6.

Suivant les organes cibles, les effets toxisrues dir:cts
portent sur : la moélle, les éléments figurés du sang, 12 rein,

l'oreilie ‘nterne, le foie, les nerfs.

CHAPITRE 2 - GENERALITES. SUR LE CHLORAMPHENICOL.

2.1. Historique.

L

hul

chloramph2nicol fut le premier antibiotijue . lz -ge
spectre 1solé a partir d'une cellule de streptomycgg Vinzzuelae

par Ehrlizh et Coll. en 1947 (2). Lorsque sa structu: z chaique

3y

)

"ut prézisde, 11 a été préparék par synthese (8). La dinomination
chloromyee .ine résulte de la contraction du radical dich_.nro-
aeétiqus présent dans la molécule avec la nature du r icroorrganisme

producteur.



2.2. La fcrmule et la structure chimigue.

NH —— CO — CH 1 1.

‘ — H
. I ) =
G, N ¥ —_— C* C* CH, OH
b - [ 1 2
OH

H

&£

fovrmule a3t relativement simple. Sa forani le comporte deux
sbomes e carbone asymétriques, ce qui rend compte de l'z2xistence

. . N . '/ .
tre stéreo~isoméres. Seull'isomére D {-)sterse - qui

sovrespand 4 lL'antibiotique naturel, posséde une activitéd
antibactér.enne. L2 chloramphénicol est utilisé 1el ciel ou sous
Teeme d'escers qui sont hydrolysés dans l'organisme libérant
srleramphénicel actif; 1l'un d’ eux, le succinate ie
chioramphénicol est soluble et permet ainsi l'adainistra:ion

Pdrenta.e
2.3. Synthése

On paut synthétiser le chloramphénicol a pa-tir de »>lusieurs

produits d: départ selon les trois méthodes suivantes

4 1 Jere withode (8)

K.1. Cordensation de glycine, p. nitrobenzaldéhyuﬁ.

H—C = 0
4 N o CH.wm— COOE 4
2 > ——
0
oo N, ®o
— | L 2
OZN‘< 0 >.....i:— CH— COOH

OH

D.L - thréo - B - p. nitrophényl - sérine.

A.2. Résolution du mélange racémique.

V2 A
\ CHy JH 4 cl
CH— COOH >

———————



SOO0H
‘ H NH SHOH
//“‘““—ﬂ\ L | 2 i
g : -
u?N wm-s-m.%'\ ] /;*-—-i:— CH— CO0O0 CH3 + .iH—OH — —y
. 4 OH 00H
NH.Y—~ 000 —=——v CHOF =—--= $F0OH - COOH

E 3 .
A
SN
O.N =~ 0] >'_ — CH —— C00 CH -— P
2 —_\ , ? 3 i C1
/
0

-
S
A 3!

N H NH; c1
/ ) | o) g
9,0 .“__“4\ e ;>—~ c CH coocl, N
Y
(4 i

1

H
. N «--—-< 0 - ¢ —-——— CH —m— (COOCH.
2 . ] 3
N/ OH

— &
ja sy
N

“ L {+? th"éo - p. nitrophényl sérinemethyl este ~.

&£,3. Yransformation en L (+) - thréo -~ N - dichlarocacéthyl - p.

nitrophényl sérine methyl ester.

! - "Q0-
Ei{ NH2 Ct C12 Z0- C1
a | — .
- —— CH COOCH
i 3
OH
NH CQ—CHCl2
H
-C — — H
02N 0 Ci c CcooC 3
OH
A.4. Formation de 1l'hydrazide cocrrespondant
NH —— CQO~— CH Cl,
. ) ' C - d1
CH «——— COC ('H3 NH2 1'12




NH & —— CO Yt

H
N b :
0pN —— r_—o—/._.- C ——— CH —— CO —— HNH-—— NH,
. L

OH

£.5, Transformation en azide correspondant

. f W — o — CH C1,
O N - O = =w= CH e=— CO0 - NH - NH_ NaNO .
2 IH z 2 -
nwcmns 3 OH . - - ?
C}E‘ Co t2H5
H NH — CO0 — CH C12
CH ~— €0 ~-N
3
Réduction de l'azide en chloramphénicol.
NH «— CO“‘—CI{CIZ
e CH =— CO0 — N3 Na E:—I-iu_" s
NH —— COQ — CH C12
e CH —— CH2 OH
P {-, thréo - 1 p. nitrophényl - 2 dichloroacétaminoprogparediol
1,3.
B. 2eme méthode (9)
- CH -—“ﬁ4
“\
0.
LH —_— ———“? O 0— Br -
s + (% ' C Ci3 Dr..)./OH

v

/\’ TN HNO T
\———-« — — ) R (“
0 co CH_Br 3 OZN—< 0 > CO JB, Er

.
‘o
——ta —— \ _—
Cco CH N > — e
H.,
\‘Cr= J
-
CO - Ch H "




S 0
——— H NH
‘;}f “‘\ i l 2
: o i: CH
o

’.;;?5.\1.;,..““ (’\ ] / CHZ OH
U R R ] H
- H NH Co CH Cl
/ l |
o V4
LI - e G C CH,. OH
2 ‘\\ %' l 2
L—
H H

C. 3éme méthnde de synthése.

On part du ‘:hlorure

de l'acide para nitro benzoique s'.r

11

( C, H.O ) ., ki

on fait agir du malonate d'éthyl en milieu alcalin.

A R
¢ //COO Et

0, o CO— CL + CH,
- N\ C00 Et

) CO0 Et
ON CH
2 ™\ Coo Et

"\aw-..

,,,.,_. .

>

) vime e —_—>
02N 0 CHy

NH

+
(CH )6 u) N%—-<} CO— CrI

CH, —~=- NH — CO —— CH

2 3
g:-—-——-— CO ------CH3
CH‘2 OH
gH-———- CO wmmmm CHB
H CH2 OH
EH
2
l CHZ"‘ OH
, O H
Melasge raceqnique
. g 1L A CO —= CH 012
NO —
02 %‘, CH2 OH

O H

25 3 5
HZO
—_— >
CI-I2 312 - CCUH
- >
2
1z2quel
—— r———— & _____9
H2 SO4 ) HZO
_"ET"__"‘_‘
NOZ—\ >—CC:—-CH —Br
—_— C."/
3 >o
Cr;3 _— S
- >
jg———,=0
Ho”
e e ———
c, 7.
(2*,0 ._A]
e e = S
H'EO
— - >
Ci Clz-— (OCH
————— e >



2.4. Propriétés physico-chimiques.

Le chloramphénicol se caractérise par la présenc: o 11

presnameany - NG, a2n position para sur le cycle benzén.cuw 1'une

2 2 atomes de carbone dont la configuration s jréochimique
nermer de rendre compte de l'activité antibiotique.L 2sterification
7. :hloramphénicol par des acides gras, donne des es' :rs vendus

dans Le couwmerce : palmitate de chloramphénicol, succirate de

shicrampnénicol, etc...

L.z synthése du chloramphénicol palmitate s'effectue en
sgrveprifiant le ehloramphénicol pair le chlorure d'acide palmita
2 présence de pyrldine et d'un excés d'acide sulfurique dilué

nemme catalyseur,

i.e chloramphénicol se présente sous la form: d'une »>oudre
nlianche., =rés amére, trés peu soluble dans l'eaw (2,5 mg/ml
A2 25% cj. Tl est stable aux températures ordinaires eatre pH 2
2t 10, 1 e¢st soluble dans les solvants organiques. On paut le
donner per o0s, sans craindre qu'il soit altéré dans .e *ibe
digestif (6). Le poids moléculaire est de 323.14. L':alivse

£1émentaire du chloramphénicol donne
¢ : 40,88% ; H : 3,74% ; Cl : 21,95%

N : &, BT% ; 0 : Z4,76% (2)

o 27 .
LdJD ! + 18,6 ( C = 4,86 dans l'éthanol)

E1%

1 em 298 a 278 nm

Le palmitate de chloramphénicol commerzial :st “na.tif
in vitro; les estérases et les lipases de l'orgar.isme lioéreront
ie chloramphénicol. Le poids moléculaire du chlcramphénizol
palmitate est de £61.14.
Son znalys: élémertaire indique la composition si.ivante
C: 57,75% ; H : 7,54% ; Cl : 12,63%
N : 4%,95% ; 0 : 17,10% (11).

[ QLEE6 : + 24.6° (C = 5 dans 1'éthanol).

L'absorption maximale est 271 nm.
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E . : 179 dans 1'éthanol (11).

Tl es8t mrnins soluble dans l'eau mais soluble dans les solvants

nrgznaigues {10). La formule générale du chlorampiénico. =t ses

déprives est la suivante
fwmm“\ ? gH - CO0 —— CH Cl2
- S - —
7, <\“;__/>"'? H CH,0 R,
Or
L4 tablieauw N?1 précise la nature des radicaux R, et 3 du

1 2
sniorampiiénicol 2% ses dénominations communes internationales

5 2 1 ) a2t cemme:rciales.

Chloramphénicol 21 ses esters (6)

Na ure chimique

B C i Dérivés Dénominations B __m__wwwﬁz__
Chloramphénicol Tifomycéteine Noz ’ H
ou -
Chloromycetin Succinate Solnicole Eree N02 s Cu—(CH2é§OOH
palmitate Tifomyceftine NOZ’ CC—(CH2)14~COOH

& chlcramphénicc. palmitate ne présente pas l'amertiue du
chloramphénicol, t¢e qui permet son utilisation en sirop chez

1'enfant.

Le succinate du c¢itiloramphénicol en raison de son caractére
hydraoscluble pourra €tre administré par voile parenta.e

{intraveineuse, intramusculaire, intrarachidien).

2.5. Mécaunisme dfaction.

Le ct loramphénicol est bactériostatique (12). 7. aszit par
inhibition des synthesésprotéiques au niveau du ribocom:.
Lorsquion ajoute ‘ine concentration inhibitrice du chlcranvhénicol
42 une culture bactérienne, les synthéses protéiques s'arrdtent;
des preuves directes en ont été obtenues par analyse bi:chimiques

{12). Des expériences en systeme cellulaire l'ort c:ufirme (12).
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On n'a pu .émontrer que le chloramphénicol se fire sur 1a
frantion %35 de s ribosomes bactériens. On admet ain/i gie le

wime :oso.Lur dy shloramphénicol se trouve sur le rionscas, et

wegidennlab . zment au niveau de la partie 503, mels 3a

savues avacts resre inconnue. On admet é€galement que le chloramphé-
1i i supéene 1L'AFN-m de se fixer sur les ribosomes et surtout
irnive li transférase qui permet aux acides amin2s cydés de se
combiner =2- polypeptides (2);

Z.o. Spectre antibiotique.

1L est trés jarge ¢ C.M.I : 1 a 4 mg/ml). Le chloramphénicol
28t e2ssentiellement bactériostatique, son pouvoir baztéri-ige
ne s'exerce qu'a crés fertes doses et sur certaing germes seulement.
Mais scr. zpectre bactériostatique est trés largs puisqu'ii englobe
les “acilles gram négatifs, les COCCI (y compris les mé-ingocoques

&% L2353 Zonocoques),les germes du groupe coli - thayphigque , les

“teive et certalns virus.

ES

2.7T. Mode d'administration et posologie.

Le chloramphénicol est utilisé contre les infections pulsounaires,

intestinales 3 Solmonella (fiévres typhoiIdes et var:-yphoides),

[

vaplkilocogues rickettsies, en cas de chonléra,

shingellas, S

coqueluchsz, diphtérie, blénnoragie, méningite purulente

La diffusicn vera les tissus est bonne en généro) meis le
chloramphénicol se concentre fortement dans le _ymph: ol le taux
dépasse zelui du sang. C'est & cette propridté gqu'il doit sa
superiorité sur Les autres antibiotiques dans le %raitemert de la
typholde <ar il peut ainsi exercer son activité optinalz dans les

repaires :denoidiens mesentériques.

diimination 3¢ fait essentiellement par le r=2in (20 3 90 pour
cent), ie reste est éliminé par la bile, mais scis frrme d'un

dérivé nii+»é inarzif.

Le chlora:zvhénicol se distribue dans de nombreux te'rit-ires de
i'organisme : cerveau, lliquide pleural, d'ascites, fynoviel, le

lymphe, le sang placentaire, le lait (6).
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lLa voie buccale est de loin la plus utilisée. Chez 1l'adulite la
dose est hahituellzment per os de 6 a 8 gellules de 250 ug
r owr . “wews i'aafant, la dose est de 0,05 g a 0,100 g par kg

wi Tar wk . zures:; 11 peut 8tre ici commode de prescrire .a poudre

fpalmitate de chloramphénicol) dcnt quatre mesures

aecrespengant 4 0,25 g de chloramphénicol. De tot:ites “agons, le
lrramnaanicel noit Atre réservé au  traitement des infections
Lovatre ,esauelles 11 est spéecifiquement nécessaire (iypholde,

retains weéningites pirulentes).

¢ 18 sur la détermination de certaines ccnstantes biologiques.

. uF coramph#nicol et ses esters sont biotrinsfcemés par
glucuroconjugaisen au niveau du foie. On szit que de aombreuses
substances sont métabolisées dans le foie et que les deux
principaux types de réactions responsables de processus .e
détoxicatlon sont représentées par des réactions dites ds conju-
gaison (%4;.

Chez l'organisme adulte, la majeure partie dy chloramphéunicol
{7 & P) adiinistri est inactivé dans le foie par glucaroioconju-

ganscng © 0 P o+ Anide U.D.Paglucuronique glucurenyl traipférase

A 4

o & ¢ egiuenrocon’jUzué + U.D.P..

i tonjugaison a4 l'acide glucuronique fournit des compos s
segarigques acides de pKa variant de 3 a 5, donc ioni iés au p H
physiologique et. trés hydrosolubles. Ces composés qu ., d2 plus,
ont généralement perdu toute action pharmacologique .ont é&liminés

par 1'ur.n2:, la bile ou simultanément par les deax voimss.

2.9. Acidests hénatologiques et de lyse bactérieine.

A fortes doses, le chloramphénicol entraine une anémie
sévére avec reticulocytopénie, erythropénie aigué et vacuodlisation

des erythrublastes jeunes.

Ces znomairies semblent directement proportionnel.es aux taux

sanguins obtenus, slles peuvent étre favorisées par une insuffisance

z -

rale: elles releveraient d'un mécanisme identicue @« celui de

1a

e

L

1teflfet anctibioticue {(6).
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Le danger réel du chloramphénicol est de déclencher un pancytopénie
par aplasie de la moelle osseuse. Il s'agit d'un accident treés

grave avec un taux de mortalité de 50 a 80%.

Des accidents du collapsus vasculaire fréquemment fatals ont
été observés en début du traitement de typhoiIde 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 1ié & une accumulation
sérique du chloramphénicol & une posologie trop élevée et a

l'immaturité hépatique et rénale.

Aprés quelques jours de traitement, les principaux signes sont
les vomissements, le refus alimentaire; les selles verdatres,
l'hypotonie, l'hyperthermie. Cet accident s'observe encore

lors d'un traitement par le chloramphénicol chez la mére en fin

de grossesse.

Le chloramphénicol, employé de fagon prolongée (plusieurs mois)
est responsable de nevrite optique.Le fond d'oeil peut montrer
des modifications de la pupille, la regression survient aprés

suspension du médicament.

2.10. Interférences médicamenteuses.

Compte tenu de la toxicité propre du chloramphénicol qui
en limite l'emploi, 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 vitaminme K par les
bactéries intestinales. De plus, il inhibe directement le
métabolisme des anticoagulants:.coumariniques en inhibant les
enzymes microsomales hépatiques. Il en résulte une potentialisation

marquée des anticoagulants (6).

Le chloramphénicol peut interférer avec la maturation des
erythrocytes <chez un grand nombre de sujets traités par ce

- médicament,



En cas d'anémie pernicieuse 1la réponse au traitement par 1la

s

dLramLne 5, @st frsarfisante 31 le chloramphénicol est administré

VRS antiplatiquer ra

tericides et bactériostatiques ne doivent

e e SRR, : L . —~‘--M~:-c°) . . P P4 s+
Torma csment atyre agsocliescUnantibiotique bacceriostatique

rompie Je shloramphénicol peut inhiber l'action bactéricide de

s peniciliine. 581 cette assoclation est absolument nécessaire,

ifune part etre certain que les doses adéguates,de chacun

de regmedina

ot

ez

om.
x

5 scnt données, d'autre part, adm.nis“rer si

“

me
[P } 1, . v . s .
poscible ia pénicilline quelques heures avant le ~hloramphénicol.

CHAPITRE 3 -PARTIE EXPERIMENTALE.

3.1. Métnodes d'analyses.

L'analyse élémentaire d'une substance de nature complexe

consiste 3 identifier ses constituants puis établir 1:s proportions

o
-
s

pourcentage de chacun des éléments constitutifs pour en £€tablir

et

a formule.

Ss pureté ezt établie en déterminant ses constantss piysicc-chimiques :

densité, sempérature de fusion, d'ébullition, indice de rétraction,

(]
pouveolr rotatoire, constante dielectrique, spectre I R, UV, etc...

Nous avons commencé dans notre travail a4 faire une microsnalyse

du chloramphénicol en utilisant des quantités faibles de substances
selides osu Ligquides. Nous avons employé des réact.ons de grande
£ibilité permettant de rfaire une identificatioa du produit

Be

n
chioramphénicol.

Durant l'analyse, nous avons utilisé la chromatog=~aphié sur couche
mince et la chromatographie en phase liquide & raute perfcrmance
(H.P.L.C),une technique bien connue dans l'analyse chimique

moderne.

3.1.1. Réaction de détection des ions chlorures.

Dans une creuset de porcelaine, introdiire 50 mg de
cihloramphéricol et 0,5 g de carbonate de sodium anhydre. Chauffer
dsns la fl:zume percant 10 minu<tes, puis laisser refr:idir, ensuite

le -édziau est mis en solution avec 5 ml d'acide nitrique dilué.
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A un ml te filtras obtenu précedemment, ajouter un mi ¢ ':au et
0,4 ml de oluticn de nitrate d'argent.Il se forne ur gpricipité
blarc cailleboté; nelui-ci est mis en suspension dans 2 ml d'eau

arn 1 R ml o drasamoriaque(13).

:, Mesure de la température de fusion.

.& Lempérature de fusion a €é$L€é mesurée en utilisant la
1

s heie: 4% tuhbe capillaire puis un microscope Reichert Thermovar
TR rpanffant Kofler de marque REICHERT-.UNG {Ostern -
sanes Ak BB Seutches Pat B815.706). L'étalonrzge ¢1 svstéme

-

Levier n oere efectué avec les substances sulvantes dont les points

qe Pusioan-sent indigqués ci-aprés

Ozsbenzéne 68° C
Benzile 95° C
Acétanilide. 114 ,5° C
Phénacétine ’ 134,5° ¢

La dé-ermination du point de fusion du chlc-ampaénizol
provenant Je 1'ONAPHA a été effectuée immédiatemant. Les
écnartilions dechloramphénicol provenant de diffirentes pharmacies

-~

~ontiennent des ex:ipients Dans des gellules, on trouve le talc et

relmitate vendu sous forme de sirop contient comme
sreiplans le propyléneglycol, carboxymethyl cellul ose socique,

‘e omyelamate du scgdium qui est cancérigéne, l'essence de groseille.
Pour extraire la poudre des sirops, nous avons m:s 20 m)2 de sirop
dans 1000 il d'eau. Aprés avoir filtré la solutiun, nous avons

seche 1e précipité a4 l'air libre.

1.3. Qétermination du p H.

Pour détermirer le pH, le chloramphénicol est n .s en sclution.
On ajoute 50 mg de chloramphénicol avec 10 ml d'=2au ~“raicnement
houllie =t refroicie. Pour le chloramphénicol palmitate vaadu sous
forme de sirop,on prend 20 ml de sirop avec 10 nl dteai1. Le pH
a 2Lé mesuré avec un pH - métre C G 818 T SCOTT 3Ser: se “t:lonné

avec deux tampons pH = 4 et 7.
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1.4, Perte a4 la dessication.

~& te~te de wasse par dessication est 1a perte d= masse

S . <A
AP LMEs ap rourcentage m/m. Determinee a l'cetuve a 130° C,

.

wur v ) g ose xh)oramphénicol, la perte a la des:ication n'était

o

LET o guperlaure A 3,% pour cent, Pour le chloramrpiénicoal palmitate,

Crapuve  # ait mise & 45° € car & 103° €, la palnitate se décompose

e se6 [ondant,

1.9. Leg pouvoir rotatoire spécifique.

i.% pouvolr rotatoire est la propriété que présentert

teines substances de dévier le plan de polarisati-sn ¢z la

iumifére poiarisée. Pour déterminer le pouvoir rovatoire spécifique
4 2hioramihénicel, on dissout 1,5 g du chlorampiénizo. dans 25 ml
dtétkanotl absolu., Pour trouver une solution clai-~e p.ovea:nt des
sirops on ajoute 25 ml de sirop dans 100 ml d'éthano.. On laisse

reposer, puis les mesures sont effectuées sur la soluticn obtenue,

1.6, Le chromatographie sur couche mince.

La chromatographie sur couche mince .onstitue une méthode
zlyse chimigue devenue, indispensable pour : organicien,

n
le pharwacien et le biochimiste.

Blle =3% uwrilisée vour l'analyse des médicaments et des drogues.
Grice a4 sz rapidité d'exécution; elle constitue une 1é:40de idéale
gqui perme: souvent de sauver des vies lorsqu'on supgorng un
empoisonnement. Elle rend de précieux services au phirmacien

dans le contrdle ce pureté et dans l'analyse rap-.de ies médicaments.

Elle =2st uwtilisée pour l'analyse qualitative pour did:ermirer
le nombres 7e38 constituantsdans un mélange inconnu. On l'emploie
également pour l'sznalyse quantitative pour détermine- les

proportions exactes de chacun des constituants Jdu mélange.

Pour l'analyse du chloramphénicol, nous avons dissous 0,1 g
dans 1'acétone et pour l'analyse du palmitate, nous avcns mélangé
5 ml de sirop avec 100ml d'acétane. Nous avons opéré par
chromatographie sur couche mince en utilisant ure plaqusz préparée
de g=l de silice £O F254 {marque Merck). Nous avons cépcsé les

solucicons par tatlhes circulaires de 2 mm & 6 mm 1e diamétre

a 1,% cm ¢ bord inférieur de la plaque & l'aids d'une nicropipette.
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Aprés 1'évaporation compléte du solvant, les placues »>nt #té
placées dans une cuve de développement cc tenant un m2lange

de 90 mli de chloroforme, de 10 ml de méthanol et 1 ml d'=au.

intérieur de la cuve est préalablemcat saturée

[s g
—

Ltatmogpheére

L,es parois de la chanbre sonft tapisaés avec du

cwpier “iitre pumacté avec la phase mobile. Aprés quelques

vemus, ceiie~ci monte et dépasse la ligne de départ.

wusna L& front du solvant a parcouru une distance de 15 =m a

fe o tre de a idigne de départ, la plaque est retirée 2t mise a

e s taches sont observées.a l'aide d'une .amp - ', 7/ , puis
marguées & leurs zentres. lLa distance entre ces derniers et la
Ligne s départ est mesurée. Pour chaque composart, on mesure

ia vitesse de migration dans un systéme de solvant donné a

[

Taide de RF défini par la formule suivante pour une température

donnée {1b,)

A_ = Distance pancourue. par la substance.

Distance parcourue par le front,
Une seule tache a été obtenue pour les deux formes de chloramphénicol.:

1.%. La chkomatographie en phase liquide a- haute per “ormaace.

i.a chromatographie en phase liquide a haute perrformance
est wune technique de choix pour le contrdle automatijue de la
composition quantitative des mélanges a séparer =t l'analyse

des traces et des impuretés.

iL.'4chanti.lon est injecté & l'aide d'une micro-iszringu=2 dans une

valve d'injection ou il rencontre la phase mobi.'szs.

Durant 1'analyse, la phase mobile évolue dans la colcnne tout en
entrainant la subsitance & séparer. En quittant la colonae, les
composants entrent dans le détecteur qui donne urn siznat pour
nhaque composant. Le signal est amplifié, puis enregistré sur
papiasr avece un easregistreur X - Y en fonction du tem:s

{voir figure N°1;.

Lorsque teous les facteurs déterminant l'analyse 3ont maintenus
sonstants, le coxrposé est identifié en utilisant le temps de
retention; c'est a4 dire le temps qui s'écoule ertre 1'in‘ection

de l'échantillon et l'apparition d'un pic donné.
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La surface sous un pic, mesurée avec un planimétre est
proportionnelle a la quantité de substanceéluéde . La comparaison
du temps de retention et 1l'aire d'un pic d'un composé présent
dans l1l'échantillon avec ceux d'un standard injecté & 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 & haute performance avec une colonne C18_

Mbandopak et un éldant: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 ml/pjn . La concentration était

de 25.10 mg/ml. Pour le chloramphénicol palmitate provenant de
différenteSpharmacies, il a été ajouté 1 ml de sirop (2.5%)

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 pars§EeMH@phOUmétrie
(U.V.) a 1l'aide d'un spectrophotométre Bausch et Lomb spectronic
21. U.V.D. Une recherche de 1la longueur d'onde maximale &
laquelle se fait l'absorption a été effectuée avant de passer
a4 ltanalyse par HPLC. Nous avons pris une concentration de 31,

25 10_4 mg/ml de chloramphénicol.
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1.9. Détermination de l'activité du chloramphénicol.

Le test dont il est question ici est un test appliqué a

une espéce de bactéries du genre Bacillus mégaterium.

La méthode emploie 1la téchnique de mesure du diametre d'inhibition
utilisée pour 1l'étude de 1la résitanée aux antibiotiques

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

sont imprégnés:de différents antibiotiques jusqu'a 1'évaporation
compléte du solvant. Les disques sont alors placés sur un milieu

de culture (P.C.A.) ensemencé auparavant avec une suspension trés
dense de la bactérie. Les boites sont incubées a 37° C pendant

24 heures.
Les diamétres d'inhibition sont fonction de la quantité d'antibio-~
tiquezprésente 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/l; 0.06250 g/1;
0.03125 g/l dans l'acétone. Mise en évaporation de 1 ml avec 20

papiers buvards.
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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 1'étuve a 37° C.

Mesurer-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.

Essais Chloramphénicol Palmitate Gellules Sirop provenant
poudre fourni poudre provenant des pharmacies
par 1'ONAPHA fourni par des

1'ONAPHA pharmacies

1 14g90° ¢ 86° C 148° C 85° ¢

2 152° C 88° ¢ 146° C 86° C

3 150 C 86° C 149° ¢C 85° ¢

4 149° C 86° C 150° C 88° ¢

5 151¢ C 85° C 150° C 86° C

Valeur - v

151 + 1° C 86 + 12 C 149 + 12 C 86+i;1° C
la plus

probable

Les résultats obtenus avec le=zbanc chauffant KOFLER.

Chioramphénicol fourni par 1'ONAPHA : 150° C + 1° C.

Chloramphénicol (gellules) vendu & BUJUMBURA ': 150° C + 1° C
Chloramphénicol palmitate fourni par 1'ONAPHA : 88° C + 1° C
Chloramphénicol palmitate vendu a BUJUMBURA : 88° C + 1° C.

2.2.Détermination du pH a 28,4° C

Les valeurs du pH déterminées sont les suivantes (a 28,4° ¢€)
Chloramphénicol fourni par 1'ONAPHA : 6,10 + 0,01

Chloramphénicol (gellules) vendu a BUJUMBURA : 6,15'i 0,01
Chloramphénicol palmitate fourni par ONAPHA : 7,21 + 0,01

Chloramphénicol palmitate vendu & BUJUMBURA : 7,28 + 0,01

\\'\“mmp“
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2.3. Perte a la dessication

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

Essai Chloramphénicol Chloramphénicol Gellules de Poudre de
en poudre fourni palmitate en ~différentes sirop de
par 1'ONAPHA poudre fourni pharmacies différentes

par ONAPHA pharmacies

1 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 : [C*JZE : + 18,5°
Chloramphénicol vendu a BUJUMBURA | : [0(357 : + 19.0°
Chloramphénicol palmitate fourni par ONAPHA4 : [d\]zgz + 25.0°

N 2
Chloramphénicol palmitate vendu a BUJUMBURA [o(]D7 : + 25.5°

2.5. La chromatographie sur couche mince.

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

sur couche mince.
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Produits Essais
1 2 3 y 5 Moyenne
Chloramphénicol
en poudre provenant 0.46 0.45 0.46 0.43 0.4l 0.4y

de 1'ONAPHA

Chloramphénicol
(gellules)de 0.40 0.41 0.40 0.42 Ql3 0.41
différentes .

pharmacies

CHlobramphénicol
palmitate en 0.76 0.75  0.78 0.80 0.77 0.77
poudre provenant

de 1'ONAPHA

CHlbramphénicol

palmitate de

différentes

pharmacies (sirop) 0.71 0.73 0.72 0.70 0.77 0.72

2.6. Spectre U.V.:

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

chloramphénicol. La figure N°4 donre celui du palmitafe.

2.7T. Chromatogramme HPLC

Les figures N° 5, 6 et 7 donnent les chromatogrammes HPLC
obtenus pour les dérivés du chloramphénicol.

La figure N°10 compare ces chromatogrammes.

2.8. Détermination de 1l'activité du chloramphénicol{

Les figures N°8 et 9 sont des courbes donnant le diamétre
de la zone d'inhibition en fonction du logarithme de la dose du
chloramphénicol par disque. Les courbes sont obtenues avec.une

culture de Bacillus mégaterium.
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Réponse-enregistreur

Fig. 5 - Chromatogramme H P L C du Chloramphénicol palmitate sans excpient

Colonne : C18 Mbondapak c
Vitesse : 07 ml/mm
Elébant : HZO,,/CH3 O'jeo/uo
Volume injecté : 20 ml
Concentration : 25%103 mg/ml
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du Chloramphénicol palmitate vendu a2 BUJUMBURA.

Fig. 6 - Chromatogramme HPLOC
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Chl. Base

Chl. vente

14 4 x
2.5 . ONaAPHA
e +
9 F. vente
N 8
8.5 - F. wente
W a8 //}
S
] T.5 -
= b T
6.5
6 —_
S.SJ
s v

In Dose

Fig. 8 - Courbes donnant le diamétre de Jla zone d'inhibition en
S i;i):—_,{ oo . .
fonction du. logarithme de la dose du chloramphénicol

et droite de régression.

Légende :

Cchl . : Chloramphénicol

Chl.vente : Chloramphénicol (gellules)

tP.vente : Chloramphénicol palmitate y endu & Bujumbura.
P. ONAPHA T Chloramphénicol " {en poudre fourni par

1'ONAPHA.
Chl.base : Chloramphénicol en poudre fourni par 1'ONAPHA.



35

m
Chl. Base
Lt}
Chl. vepte
4888
P. ONAPHA
|

P. vente

P, vente

D Zone

Fig. 9 - Courbes donmant le diamétre de la zone d’'inhibition en

fonction du logarithme de la dose du chloramphénicol.
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3. Discussion des résultats

Le but de notre travail était de mettre au point une méthode
rapide, sensible et pratique pour l'analyse du chloramphériicol
vendu par 1'ONAPHA et les différentes pharmacies. Nous avons eu
recours a la détermination des constantes physiques,a la
chromatographie sur couche mince, a 1la chromatographie en phase

liquide & haute performance (HPLC) et & la détermination de

ltactivité.

3.1. Mesure de la température de fusion.

Nous avons commencé & déterminer la température de fusion
du chloramphénicol avec la méthode du tube caﬁillaire et le
microscope Reichert. Les valeurs trouvées (tableau N°2) sont

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

4+, Avec le systéme de banc de Ksfler, nous avons trouvé une
température de 150°C + 1°C pour le chloramphénicol 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 & BUJUMBURA convient parfaitement pour les prescriptions
médicales.

3.2. Détermination du pH

Nous avons mesuré les:-fiH pour vérifier l'activité du
chloramphénicol. Celui~ci perd son activité & un pH supérieur
a 10.
La stabilité du chloramphénicol & différents pH & 25°C est connue

(2).

pH de 1la solution ) activité en pourcentage
0.40 100
2.15 100
7.00 100
9.56 100

10.82 £ 13
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Le chloramphénicol devient inactif a 87 pour cent & un pH 10,82
en 24 heures a 25°C. Nous avons mesuré le pH & 27°C. Nous avons
constaté que si nous faisons une correspondance entre le pH de

la solution du chloramphénicol mesuré ( 6.10; 6.15; T7.21; T.28)
et l'activité en pourcentage, l'activité du chloramphénicol

vendu a BUJUMBURA est autour de 100 pour cent.

Le chloramphénicol perd également son activité apreés un mois
lorsqu'il est conservé a une température de 37°C. La température
ambiante de BUJUMBURA contribue de fagon négligeable a 1la

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

3.3. La perte & la dessication.

La perte & la dessication du chloramphénicol et du chloramphé-
nicol palmitate n'était pas supérieure a4 0.5 pour cent (13) et

0.38 pour cent (tableau N°3).

La perte a4 la dessication doit &tre faible car l'humidité du
produit influence beaucoup sa stabilité. Si la teneur en eau
est élevée, le chloramphénicol peut étre décomposé et devenir

instable (16).

2
02§ f — CHZOH >
H
H NH
ON - 1 1 2
2 C — C — CH2 OH + C12 CH COOH
OH H

4, Le pouvoir rotatoire spécifique.

La valeur du pouvoir rotatoire mesuré nous a permis également
de confirmer la purété du chloramphénicol.
O :
+ Nos valeurs résumées dans le tableau suivant sont en bon accord

avec celles de QUINTIN R. BARTZ (2).
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ChHl6ramphénicol

Chloramphénicol

La valeur du

fourni par vendu a chloramphénicol
1"ONAPHA BUJUMBURA déterminée par
(poudre) (gellules) Q.R.BARTZ (2)
[Ck]§7 + 18.5¢° + 19.0 + 18.6°
Chloramphénicol Chloramphénicol Valeur trouvée
palmitate palmitate par Q. R.BARTZ (2)
{poudre) fourni vendu &
par 1TQNAPHA BUJUMBURA
[c(]§7 r 25.0° + 25.5° ECK]§6 + 24,60

3.5. La chromatographie sur couche mince.

La chromatographie sur couche mince avec des plaques de

silice 60 F254

Nous avons utilisé le systéme éluant (chloroforme,

donne une tache avec R_ : 0.44;

F

»

0.41;

0.77; 072.

méthanol, eau)

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

Les valeurs de R;

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

chromatographie.

sont peu reproductibles car elles varient avec

3.6. La chromatographie en phase liquide & haute perforhance.

Lorsque nous comparons les trois chromatogrammes obtenus

(Fig. N° 5,6,7), nous remarquons chaque:zfois-une série de 5 pics

semblables avec un temps de retentian inférieur a3 5 minutes.

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

probablement au chlbramphénicol.

Le pic avec un temps de retention prochéjb 2 minutes est commun

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

pics aprés 5.00 minutes. Ces pics ne sont pas semblables

excipients peuvent varier d'un sirop a l'autre.
chromatogrammes présentent d'autres pics semblables
3,46;

qui apparaissent a 1,93; 1,08; 1

,90 (mwy; 2,27;

Les trois

car les

Ce sont ceux

?,18 (mw) ;

3,39; 3,00; 3,02 (mwpy. Ces trois pics peuvent &tre ceux des

solvants utilisés.



39

~

La figure N°7 présente des pics trés longs a 4,46; a 5,32 (mp

qui semblent correspondre & des impuretés.

Si nous comparons les: hauteurs des pics qui sont proprtionnelles
4 la quantité du corps correspondant présente dans l1l'échantillon
injecté, nous constatons que les hauteurs des pics du chloramphé-

nicol (qui apparaissent a 4,58 mpy 4,34 miy; 3.46 m#) sont inégales.

La 7éme 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 &tre de 98 a 100 pour cent (13) a partir des dimensions

des pics obtenus.

Il fallait avoir un étalon, a 1'état de grande pureté et bien
séparé de tous les constituants du mélange; la courbe de variation
du rapport des aires des pics de 1'étalon et-du chloramphénicol
vendu a BUJUMBURA avec la concentration de cet antibiotique dans

le mélange.

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

nicol vendu a BUJUMBURA est assez pur.
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3.7. L'activité du chlorémphénicol.

Nous avons mesuré le diametre d'inhibition & 1l'oeil nu
34 l'aide d'une latte graduée en millimétres. Deux mesures de

diamétres perpendiculaires sont prises.

La mesure de la zone d'inhibition prise en compte pour chaque
disque est la moyenne de .deux mesures de diamétres perpendicu-
laires moins le diamétre du disque (6 mm) divisé par deux,
soit{17) :

(di + di2) - b6

1

2

Di =

~

L'activité du chloramphénicol vendu & BUJUMBURA a été déterminée
a partir du chloramphénicol base. Celui-ci est le chloramphénicol

(en poudre) sans @mﬁpienﬁqui nous a été fourni par 1'ONAPHA.

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

= 2.2 1ln dose + 13.8
zone

coefficient de corrélation’ = 0,99,

Les équations des droites de regression,lezcoefficient de

.coprélation | la zone d'inhibition, l'écaﬁt type (%), le pourcentage
d'activité, les courbes expérimentales donnant le diamétre de

la zone d'inhibition en fonction de la dose du chloramphénicol,
ont été calculés et tracés par l'ordinateur I B M AT de la
Faculté des Sciences Agronomiques, au laboratoire de microbio-
logie en utilisant le programme Framewark II.

~

Les doses du chloramphénicol vendu & BUJUMBURA sont aussi

calculées par rapport a celles du chloramphénicol base

(d zone observée - 13.8)
dose cale % Chl. base = e —— . )

Les valeurs trouvées sont comparées aux doses de base 0.03125 g/1,

0.06250 g/1, 0.12500 g/1 et exprimées en pourcentage.
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La moyenne des trois donne le pourcentage d'activité (tableau N°5).

Les valeurs de 81%, 80% se rapportent respectivement aux
chloramphénicolspalmitates vendus 3 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'tactivité. Il conviendrait donc d'utiliser les boltes
de Pétri pour déterminer le pourcentage d'activité de chaque

antibiotique.
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CONCLUSTION

Nous venons de présenter une étude d'une analyse dy

chloramphénicol vendu a 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 & haute performance (HPLC) constituent:des méthodes

d'analyse rapide pour contrdler la pureté du produit.

Le HPLC permet de détecter les substances étrangéres au produit.
Le spectrometre de masse aurait permis de déterminer 1la
structure des produits séparés par HPLC et en particulier les

impuretés non identifiés.

Des analyses devraient &tre poursuivies dans ce sens.
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