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RES UME

Dans ce Lravail, 1111US avons fait une analyse de la pt.:reté

du chlorarnph~nicol vendu à Bujumbura, en d~terminant ses

constantes physiçues, en effectuant des mesures ~n chroma­

tographIe sur couche mince et en phase liquide à haut~

performance et par spectroscopie U.V. Les spectres obtenus

{J'H' H.p,r,,_c. indjquent que cette méthode peut être utilisée

pc)ur le ,~o!\t.rôle if.'apide et régulier du chlol'amphénicol

1 •
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IN)'~ODUCTION

Intérêt d,u .sujet

i ~ ;;, mpo!" j; a KI C €, des ,;( 1: t i b i, 0 t i que s dan s 1a thé r a peu t 1. que JI' e:on.

r~U6 ~ ~tatlir. Jusque vers 1935, la thérapeutique ar ~i-
1

in~ectt~UBe était réduite à quelques sérums : antidi~terique,

a n t i t é t ,~. n i "lUe, a n !~ :L m~ n i n go c 0 cci que e t pro d u i t sart t i p, .~ a ~.:i. ta ire s ,

liotamment:eux ant:Lsyphilitiques à base d'al'seno··benzèr,e:i, de

mercure ou de bismuth (1).

LOi déco'~lverte et l'utilisation du chloramphénicoJ (ur'ent une

l:' "~ " .'; l ,'t t um 1 2: ) , 'e t son i n t é r êt, tan tac tue l (3), a été vit e

\1œitF par ses indications propres, la puissance restre1nte de

san action et le développement de résistance à son égard de

certa,ins germes.

Dans ~~e travail, rous nous proposons de faire unn analyse du

cbloramph~~1col vendu à Bujumbura, car que les u\~dicaments

soient aU8~1 des poisons est un fait établi depu~s l~s temps

les plus rec~lés. De nombreuses substances très dang~r~uses

pour ,L'organisme humainsont été utilisées empiriquement ~endant

des siècles dans un but thérapeutique, et ont en~ratl~ de

nombreux accidents (3).

L ! é t 1.1 ct if. et p ér i men ta 1 e (2 ) ct e leurs effets p h y s i 0 log l q Il esn' a

commencé ~u'au d~but du XIXême siêcle (4) et Fr~nçois ~flGENDIE

est~or:si';J~ré à jllste titre, comme un pionnier je 1.1 p:lar'l',aco­

legie çour avoir J~crit en 1809 l'action vomitiv~ et convulsi-

V' a n te, et pou ra\' 1;' i r pub lié en l 82 1 lep rH ID i e r 0 U v ra gel)t se

trouvent décrites des activités pharmacologiques classi~ues (5).

Les prèoceupations officielles relatives aux dangers des

médicaments - naturelles ou artificielles - ne \inrellt toutefois

que beaucoup plus tard (3). Il est admis qu'il n'exiute pas de

médicamen'è ;tetalfynent inoffensif et que les dani:!ers I!Verltuels

de toute substance utilisée dans un but thérapeutique doivent

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

traiteroen~ des maladies.
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Dans ce travail, n l) il S nous proposons de faire lia Il a l 'j ,e li ~ la

pureté du C lloramphénicol et la recherche d'une [T,itho,je

a n a l,v tic; ::\ e j Cl U van t a i ct e r à fa ire u 11 con t r ô 1erapi' 1e E le" :) u tin e

de ce méjicament.

La conservation inadéquate des médicaments peut ~tre à l' Jrigine

ÙI"~ leur ::lér:,turatJeol1 (3).Pour quelques médicament:s, uree c)nserva­

tian dans ce mauvaises conditions est dangereuse, car elle conduit

à J. e lJ r t"ans for mat ion end é r i v é s t 0 x i que s (3 1. C' ç s t 2, e (). ~l d e

<:'?.l''i~(;:l_ns médicaments maintenus dans les lietu ill\,min€~.lx, chauds

~: .;- l'Hl mi d {~::l. Da rI S ci! ,3, ut r es cas, une con s e r vat ion t J 0 P ~ 1 r 0 li) n g é e ,

Rbout1t à une inefficacité qui peut être dangereu~e. Crese pourquoi

ac :~ a, t e de p é rem p t ion ct e s mé ct i cam e 11 t s ct 0 i t ê 1~ r e r e s p E ~ t t; (:

Notee but '2'St donc de montrer qu'il faut faire un con1,:'iii~

régulier de la qualité des médicaments en recourant a JX w~thodes

d'analyse chimique.

N(,tr'e tr:).'l(~i,l compr'end quatre part,ies.

üan;,; J;::, pY"'-.ïière p:lrtie, nous évoquer'ons quelquen génér,dités

"HL~ j,€'S :int, Lbiotiques. La deuxième partie sera ce!1sac 'él ~ l'étude

théorique :iu chlor-amphénicol. La troisième partie donnera .:..es

"' l~'S Il 1 t Et t s exp é r i men tau x del' a na lys e duc h l () 1" a mp h E-. nie 0 l ven d u

;'l C~v~!l#mbl,d":L Enfin" le quatrième partie por't.e sur la co,:'·:J.usion

des analy:ses effectuées et propose des meSUJ~es de ,::on1;rô}.e

pendarJt toute la durée de l' exp loi ta tion du Ghlol',4,mphénic':>1.



CHAPITRE 1 - GENERALITES SUR LES ANTIBIOTIQUES.

L'antagonisme entre moisissures et microbes fut obse~v~

':"r, \137 7 par' Pç;,st''?tr et Joubert, et en 1897 par 1 'nda II ,5).

~lemming (3) note l'inhibition de la 'oissance

',1 n,:: 0 l ( "J, e d e oS ta ph Yl 0 coq u e s d 0 rés e n pré sen c e d ln e c e Il u l e

; f :) P. n .lJ~ i 'l, j, U m, mai s sap u b lie a t ion pas sei na p e r ç u e. DéL1 ,; l a

1. i EUl î::: j e i~ e che r c Ile men é e en Î 9a5 par Eh rie h (5) sur :_ e s

pro p r i é t, é s des col 0 ra n t s, qui val e n t à son a u t eu r j' ; t ,~ E: con s i d é r ~

comme le fondateur de la chimioth~rapie anti-infeotiHuse, Domagk

en Allemagne en 1935, propose du prontosil (colo'ant r0u~e) pour

traiter de! affections streptococciques (5).

A )., l n s t ~. tut Pas t el r de Pari s, J. e t 1"1. T. T l' e f 0 v ,~ l (:0;) n,Hi t r e n ~

que le v~ritable agent in vivo est un métabolite, le sulfanilamide.

Alors commence llê~e des sulfamides qui, pendant plus d~ quinze

ans, seror~ l'arme principale de la thérapeutique anti-i,fectieuse.

Tl ta. '\Ü " t, t è n d r e en e f f et 1 94 1 pou r que la pen i c .ili i r~ s () i t

tl'i:,LU..sée ,:hez l' homme à la sui te des travaux de 1! lore} e'::. Chain

an Gr'ande-Bretagne (5).

Aetuellemen t, i I ![~xi ste, dans le commer ce, des a (J t:L bi otiques

e f fic a c: e s 'r i s - à - v 'i Si de t 0 us les age ntsin f e c t i eux, à ,,' e,; .: f~ p t ion

cie virus. Gependant, de,,,,nouveaux problèmes sont apparus, l.ili

exigent de poursuivre les recherches car de nombreux ger~les

sont devenus résistants aux antibiotiques usuels.

1.2. péf~~~tion d~~~ antibiotiques.

Le~; ar '~ib:lotiques sont des substances capables:' inr it,er

le déve]op~dment d05 bactéries, de diminuer leur vita].it~ at

~ventuel1ement de .es d~truire. Leur action est t~ctérioetatique

lorsqu'ils inhiben\; les bactéries de leur ctéveloppement, Sê',ns

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

Not 0 n :s e !"i.r:' a s san t, qu' uns e u l a n t i b i 0 t i que peu t ~ ') uer les cl eux

rôles, mais à des concentrations plus faibles POl]" la pr,;mière

que pour la secondE'.
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1.3. Notions générales sur l'activité des antibiotiq.~::~~,

1 • 3. 1. ,S p e c t r e a r~~ i b i 0 t i que.

On. a p p e Il e ~I p e c t r e an t i b i a t i que des age n t s j n f E : t l E Il:<

sensibles à l'acti:Jn d'un antibiotique donné. Ce :SpE :trr~ est

détermj.n~ !xpérimentalement in vivo et in vitro.

-e >, a n t i. b i 0 t i ~ u e s agi s sen t par l' und e s mé C E; n i s r,1 e s sui van t s

- interférence avec le métabolisme de la bactérie.

- action sur la paroi bactérienne.

act-j.on nul" la structure de la membrane cytoplasmique.

- 3c~ion sur l'A.D.N. nucléaire.

l.4. Asso~iationt~_d'antibiotiques.

Il es: possible de relentir l'apparition d ~ne résistance

microblenn: en administrant simultanément deux alltit'_oti'~ues,

Dien qu~ cette résistance puisse apparaître aussI vi~e ~ ls-à-vis

de chacun de deux antibiotiques pris isolement.

Les mot ifs q II i i n c i t e n t à u t i 1 i sel" dete Il e saI;' -,oc j a t ion s

ne sont pas toujours justifiés et les indications d0~vent en

être tr~s orécises (3).

Les surtn:' :ction:.1 ne sont P"'S obligatoirement erlJêcrée J ::.1

ct ' t~ mblé e uns e con d mé d i cam en t thé u ~ i q L ! men tac tif

sur l'agent dont on redoute la pullulation.

Il est vain d'espérer atteindre le germe dans la cellule ~

l'aide d.'ur:'e ass()üiatlon d'antibiotique dont alJ:un Il'e~;t capable

, "d'y pene~rer. S'lI s'agit d'attaquer une infecti0n à germe inconnu,

:1 1 a s s () C j, a t ion es': jus tif i é e sil a gr a vit é deI a " a 1 a die :: fi p ê che

d'atteindre le ré~ultat de l'antibiogramme.

Pour ;imitel- les effets indésirables, il pn\:t. êi;re logique

d'associer les antibiotiques, car cela permet de di~~nuE~ les

doses de chacun et donc les risques d'accidents; il

souvenir- que malg;ré tout, plus on utilise. d,:os médi<~anen·~.", plus

grande peut être la probabilité des réactions qu'ilf pe~ient

provoquer (6).
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Les associatiors peuvent aussi aboutir à un antat;lnism2,

c'est à dire à un et'fet inf~rieur à l'action de ch~que altibio-

:::'.,3.:·:).l.,=-me!~t. L'exemple le plus courant e:.t r{~)r§senté

') ':i ::,," ;;,'5 .i CI 3. 'o.. l .;) ri :!! Il n an t. i b i 0 t i que agi s san t sur .. e s g .: r m.~ sen

p é {' l () d l~ dé.' 10 li 1 t i P 1. L ( a t ion (pénicilline) et d'un an:· i b i 1) t i Cl u e

ralentissant cette nultiplication (tétracyc)ine, c~loramp,énicol) (6).

En fait cet antagol1sme n'a pas de répercussion clinique ~i le germe

'~f't fa{:i12 ~J atteindre; il est plus à craindre si ~e g.:rmf~ E'st

'':>:::d. .l:l.Hé BUX ménin,;z;es, aux valves aortiques ou au): os, cal' il est

~~ ~ss:ciations commerciales toutes faites, tont les proportions

r~x~~ ;~ ~erTAt~ent pas de faire varier la posologle d! l'un ou de

1 l ,~u t r (; ci (,; l e: li rs COri S t i tua n t s, son t pou l' l a plu par ta' '; j 1, ter (7).

1.5. Principe d'un traitement antibiotique.

L'a g enta n t i - :i r f e c t i eux efficace est ce 1"..11 qui a v' a '.1 e s chances

d'atteindre lU site du foyer infectieux une concentratiol suffisante,

s 11 p é r' 1 E~ 11 ''- e il lac 0 n c en t rat ion min i mal e i n h i bit r i c L' (C 'VI [) ct e l a

souche inf~~~ante.

Un trditement antibiotique pendant une durée ~rop br~ve est

~ :n' est: J:' 1::' e. La p r' t';:: cri p t i. 0 n ct' un a n t i b i 0 t i q LI e d' une f i'l. ç 0 n i nad é qua te,

:'ant en qua:1tite qU"en durée, risque de favoriser J.e d,~veJoj:pe~ment

d'u.ne l'és131:a.nce ('n. L'effet de l'absorption digf"ltivl~ ef:t souvent

imprévi.sible:; aussI est-il préférable dans les inj't!ctions gr'aves

ct' av01]' recours à la voie parentale. La voie Jrale est emplcyée

dans les int!ctions bénignes et comme relais d'unI! thérap~utique

parentatle dans les Jnfections
, ,

severes. L'antii)iotJ.que noi t. êtr'e

pris une heure avant ou trois heures apres un repas.

L'indication de tout traitement antibiotique doit êLre fondée

SU1~ de:", bases suffis,amment rationnelles. Les argump.nt.f dr)j vent

ê t r e tir é s del' e x a (t e n c lin i que e t s i. n é ces s a :L r e, d l:! S '~x a L :!1 S

bactériologiques. Or doit choisir l'antibiotique l! mo_n~. toxique,

le plu:: GomrJ :démen':, administrable, enfin le moins )nér eu :.

En cas ct in:'!.ction ::évère, l'étude du pouvoir' bac1.~ri( .dL j!S

antibie,tiques isol(~~ et en association est in,jispe.sab:.e.
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1 • 6. ~ci,!e n t s e t~. :i cci den t s del' i3. n t i b i 0 t i qt~ •

Les i'. ltibiotiques, comme les autres médicam("lts, p !UI,~nt

L': ') v oq li ~ ;' j El S e f f e t. s sec 0 ri dair e s d e g 1" a vit é val' ,. a b J ! (. n3 à

d~~ effets ~oxiq"es directs, ou à des manifestat;ons all§rgiques

ê;;ns€cut:tfs au tl'aitement. Les aCGidents pouvant se pro<"ltre

apr~s un traitement (6) peuvent s'observer dans les cas 3uivants

avec les antibiotiques à large spec~re d'act~.~n

:. tétracYGline, cbloramphénicol, aminosid?s) qui jétruisent

u'~,e partie de la microflore intestinale, pro\'oql"ant des

2) au cours dutfaitement des affections duer à nertiins

germes (gram négatif en général) contenant ( :.s '0' 1jatoxines

qui peu v e ri t ê t rel i ber é e s l 0 r s d e l. a lys f\ ct e :: e ::

microorganismes par des doses massives d'ant bio~iques

bac t é r i c j. des, d~, 0 ù 1eri s que d e ch 0 cou (' e ( 1112,) a us .

De ~els accidents peuvent s'observer notamm~nt ~or3 du

c.-a.:Ltement de la syphilis par la pénicilline ou .01"8 d'! ~eaitement

de la f;tev"e typhoIde par le. chloramphénicol. Le: ef1,t& ~ )xiques

directs rcisultent j'un surdosage absolu ou relat~f q\li Ç!ut

sur ven i t' sil a v :. tes s e d e pel" fus i 1) n nIe st· 'pas b i E. n con t r 3}, é e

ou en cas de mauvaise métabolisation (chloramph6~ico]. C1~Z les

ri 0 U v e a u-x - n ès) (6 :' •

Sul van t l eS~ 1" g an e s cibles, :1 e s effets t 0 xi,:' u e s j 1 r ~ c t s

portent sur la ln 0 ë 11 e , les éléments figurés cl usa né:, l~ rein,

l'oreille o.nterne, le foie, les nerfs.

CHAPITRE 2 - GENERALIT~.SUR LE CHLORAMPHENICOL.

2. 1. ~.rique.

Lee h l 0 ra mp td n i col fut lep rem i e r an t i b i 0 t i 1u e " l ô • g e

s pee t r' e i sol é à p ,3, r tir ct' une c e 11 u l e ct est 1" e p tort j C (:' s V ~ n .ç Z u e la e

p ,3. i~ Eh 1" U. che t Col 1.. e n 1 9 4 7 (2). Lor s q li e s êl S t r il c t \J; ~ (' 1:. ni que

ru t pré:::l: s' 4e, il a été pré par é \ par s y n t h è s e (8). La ct t n, HrlÎ na t ion

chlor'otflvc:è ~j,ne re.9111te de la contl~action du racli.:al .iit h .')'"'0­

acétique p,'ésent ,jans la molécule avec la naturE dol r LCI<J ):,ganisme

producteur.



2.2. La fc~mule e~ la structure chimique.

0:, l\I -<--:~-
H
1
C*
1

OH

NH
1

C*
1
H

ce - CH 1 L-
e..

CH 2 ')H

'o," f c >' mu l e ~!~, t relativement simple . Sa for n 1 le C v mr,::> l' t e deux

!: ' UTi("~; ,lH'.~ a !' bon El a s y nt é tri que s , ce qui l'end compte ct f l'.; x i ste n c e

:'''.Jl;;:·!t~·e st,ér'eo··t~;omèl:"es. Seull'isomère D (-)ster1,., qui

>:H'r'éspond È!, l'antibiotique naturel, possède une activité

ta !1 t :L t i'l ,~ t é r' ~ en ne. Lee h l 0 ra mp h é n i col est u t i .1 i s é LeI ~.l e l () U sou s

o~me dles~ero qui sont hydrolysés dans l'organi8me libérant

;',,:;}-,lora.IilJiJhénicol actif; l'un d'eux, le succinate le

ch]. <) r am phI-': nie 0 les t sol u b l e e t p e r met a i nsil rad ,n i n i s Ll'il : l 0 n

2.3. Synthèse

On p ,': U t s y n thé t i 8 e rIe chIo ra mp h é n i col à pa' t i t ct e ) l us i e urs

!?1'od1..otts ct! dépar't selon les trois méthodes SUi\',lntes

E:_l_._~:0 ~~~ e n s a t ion ct e g l y c i ne, p. ni trobenzaldéhY(l!:.•

------"--_.,

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

A.2. Résolution du mélange racémique.

H

- .f;/~O--- ~ -"', \ ' .
, .'

OH

NH
2

\
CH -- COOH

Hl
1

1 -1 Cl
)



o

H NHi\ L. 1 2

)-y- CH--
---.1 OH

coo CH 3 +

~OOH

1
:HOH
1
:H-OH
1
f~OOH

9.

+
~OO -~--- __ CHOl- ~ l ;) H - COOH

E
NH

3
-

-< "\ 1 \
o N 0 ,>-r- CH - cao CH 1-

2 3 -j Cl

"
j

OH

.,..
ClH

..... '.. H/ )-1
(J2N ---< 0 - C

"'1 f l.....----.-1 0 H

NH+

\ 3

---,- CH ---

'NH
,l 2
CH

COOCll.~

COOCH
3

-.
Ji!

)

L (+) 'ql'éo - p. nitrophényl sérinemethyl estE'.

A,.3. Transformat).on en L (+) - thréo - N - dichl",roa(:étt.y:I. - p.

nitroph6nyl s~rine methyl ester.
----------_.- -

H

3
' !

, 1--< oc-
" 1

OH

NH
2

1
CH -

Nf-!

L
CH

Cl! C1 2 - :0- Cl
-----_.-- >

COOCH
3

C Q':"'-CHC1?

COOCH
3

A.4. Formation de l'hydrazide co.:::.!:espondan~:.

n N
~'.2 '

NH

1
CH

co - CH Cl.,
"-

NH2 - Ji 2

---'- ._._--~



NH

.1
CH

co

CO - HH-- NH

lU

CH C1 2co

CO NH - 1'11-1
2

NH - CO - CH Cl
2

CH CO -N
3

.~~~~_'L __î~ ct u c t ion ct e lIa z i d e en ch l 0 ra mp h é nie ,] 1 .

CH -- CH
2

OH

H

H
r y-' 1

_.(' 0 C

'\.. r
al'!

Na FH 4----------}
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B. 2ème méthode (9)'.
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c. 3ème méth"~l.de de S~!lthèse.

On part cl u :h l 0 r ure de l'acide para nitro ben Z 0 ï q \.l e E. r 1:= que 1

on fait ,~gir du malonate d'éthyl en milieu alcalitl.
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Ci Cl
2
.- (OCH
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2.4. Propr'.i.ét é s 1C!:Ys i co- ch im i q ue s "_

Le chloramphénicol se caractérise par la pr!~'sen( : Cl 11

NG_ en oosition para sur le cycle benzénLru~ j'une
:~: -

; h (,3 n € '? j a, t () 111 e $ cl e car' bon e don t lac 0 n fig li rat ion s' 3r é' 1) chi mi que

po;: roc'fi '''! '!: de t'El n d r' e i:: 0 mpte ct e l'a c t i vit é an t i b i 0 t i q :; e ,L ~ s t f; r i fic a t ion

JO. :.~ f' 1. 0 ,':' a 0' \,-h é n i c: CI 1 par des a ci ct e s gr as, don ne de fi es' ~ r ~i ven ct u s

palmitate de chloramphénicol, succira~e de

La 9ynthèse du chloramphénicol palmitate s'~ffectue en

le chloramphénicol par' le chlor'ure d'acide palmit<ar

de py~ldine et d'un exc~s d'acide sulfuriqu8 dilué

somme catalyseur.

Le ~hloramphénicol se présente sous la form:; d'une )()udre

tllanche. ':.rès amère, très peu soluble dans l'eat.. (2,~, mg/ml

à 25 D cl. Il est stable aux températures ordinaires untre pH 2

et 10. Il ~st soluble dans les solvants organiqL.~S. On p~ut le

,ionner' per' os, sans craindre qu'il soit altéré dans .e .. lbe

ct i g est i f (6). Lep 0 i d s mol écu 1 air e est de :3 2 3 . 1 4. L';;, '1 a:i 1 3 e

élémE;nt9.ire du chloramphénicol donne

C 40,88% H 3,74'10 ; Cl 21,95%

N 8 ~ 67% a 24,76% ( 2 )

[ ~ J27 ,

D
18, 6 Il ( C = 4,86 dans l'éthanol)

1% 298 à 278E : nm1 cm

Le palmitate de chloramphénicol commercial ~st ~na~tif

in vitro; les estérases et les lipases de l'orga~isme lioéreront

le cbloramphénicol. Le poids moléculaire dl), chlol'amptléni:::ol

palmitate est de ~61"14.

Son analyuè élémertaire indique la composition ;'l.ivante

(C = 5 dans l'éthanol).

C

N

57,75% j H : 7,54'10

a : 17, 10'10

Cl

( 1 1 ) •

12,63%

L'absorption maximale est 271 nm.
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lem

179 dans l'éthanol ( 1 1 ) •

1 3

Il ~ s t rn I~I :'. n s sol Il t l e ct ans l' eau mai s sol u b 1. e dan 3 l el s ,) l if a n t s

(H' g a :11 q '..1 I~ iJ (1 0 ). L a for mu le g é n é 1" ale ct u chI.;) 1" a mp 1 é n i c 0 ~ e t ses

d~riv~s e8t la s~jvante

J~'-"~'-\'-I ~ HH

B --\:JL-- ë

" t~lbl~:3.lj N°l précise la. nature des radicaux Hl et'2 du

~n!oramptlénicol et ses dénominations communes in~ernationales

D ': l ) et com!JjF.rrciales •

.s;hlol'amphê!1icol el, ses esters (6)

j) C L Dérivés Dénominations n R2---------------------- 1 ----...-- _._....

Ch l Ol"amp hén i co l

ou
Tifomycéteine NO 2 l

H

.fh l or'om ycetin
Succinate

palmitate

Solnicole Erée

1i fomycet·ine

----------------_._----------

Lee 11 l Ci ramp h é n i cc, palmit a t e n e pré sen tep a s l' a mErl" t Li.1 e d \l

ch l 0 r' a rq! 11 é nie 0 l, .; e qui p e r met son u t i lis El t ion e ~ sir 0 p che z

l'enfant.•

Le succinate du cl:loramphénicol en raison de son caract~re

hydrosoluble pourra être administré par voie parentaie

(intraveineuse, intr,musculaire, intrarachidien).

2.5. Mécah:~sme df'lction.

Le clloramphénicol est bactériostatique

i.nhibit.ion des synthes'2sprotéiques au niveau

( 1 2 ) •

dur i b ':" ~. () m: ,

par

[,orsqul·on ajoute 'lne concentration inhibitr:Lce du ch:.or3.i1.!Jhénicol

à une culture bactérienne, les synth~ses protéiqJes u'arr~tent;

des preuves directes en ont été obtenues par an~lyse bi:chimiques

( 1 2 ). ne s exp é r i et} ces e n s y s t ème cel l u lai 1" el' 0 rte : Il fi! mI~ (1 2 ). .
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On n' a pu,1é mon t r· {;l r que l e chIo r a fi p h é n i col s e f j )1 e s L. t' l ;l

f r a ~ t 1. 0 r, ';},~ ct e El r i b 0 som e s bac t é rie n s. 0 nad met a in,' i q l e l e

';,', " ::1 d'..i::hloramphénicol se trouve :3ur le l'L.' :'~;C,;l =, et

'.;;;.- 'l:n'ieTbJab',:!ooent au niveau de la partie 50,'), mé.is ,5(,

,;,a';'13 n ; ~:">'l.C~t,;: re~;te :inconnue. On admet également qUE le '::hloramphé­

'l, :::. :) .i e F, p ê en € l'il fi N- m de se fixer sur les r i b 0 s 0 Cil e s et S'JI' t 0 u t

j.~hj.b~ l;~ transf~rase qui permet aux acides amin§s C~)d~3 de se

combiner A" polypeptides (2);

Il est très ],arge (C.M.I a 4 mg/ml). Le chloramphénicol

.2:st essentiellemerlt bactériostatique, son POUVOLA ba,: térL'ide

ne s'ex~rce qu'à crès fartes doses et sur certains gfrmes seulement.

Mais sc~ 5pect~e bactériostatique est très larg9 pUiEqU 1 il englobe

les jacilles gram négatifs, les COCCI (y compris les mé~ingocoques

;,-;: t L ~ ,3 go n,oc 0 q tl e ,c::' ,] , les g e rIDe s du gr 0 Upee 0 1 i - t 1:1 Yphi. que les

2.7. :M(~de d'administration et posologie.

Le chloramphénicol est utilisé contre les infections pu:~()naires,

'tntestinales à Solmonella (fièvres typhoïdes et par: '~yptJoides),

shi n g e :~, las, s ta p t :r1 0 coq u es ri c k et t sie s, en cas ri e c LI) l é J' a ,

coqueluch::l, diphtérie, blénnoragie, méningite pUr'ul':1tE'

La di.ffus:i:n ver,~ les tissus est bonne en génér,'], mé.i.s le

r::: h lot' am p h é n i col sec 0 n c e n t r e for t e men t dan sIe __ y mp Il ,~ 0 ~l : e tau x

dépa~se ~elui du ~ang. C'est à cette propriété q~'il doit sa

supériorité sur ies autres antibiotiques dans le traite~ent de la

typhoïde cnr il peut ainsi exercer son activité 0ptirral~ ~ans les

repaires adenoïdiens'mesentériques.

L' .é :'_ üü:l n a t i Cl ri se fa i tes s en t i e Il e men t pa r' 1er ~ Ln (E, 01 9 0 pour

ce nt), l e l' est e e' Il tél i min é par l a b i le, mai s s C, l S f: r me d' un

dérivé nitré inac~if.

Le chlora:~hénic01 se distribue dans de nombreux te' t'it:ires de

l'organisMe cerveau, Liquide pleural, d'ascitei~, .;~llo',jLl, le

lymp.he, le sang pLacen taire, le lai t (6).
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La voie buccale est de loin la plus utilisée. Chez l' aduJ t,~ la

dose est babi.t,uelJ.~ment pel' os de 6 à 8 gellules de 2~)0 ~Ig

li ft X' , () U).. p, 'H" :;;. l' ,,: '). fan t, lad 0 s e est d e 0, 0:; g à 0, 1 0 () g par k g

I~ i: ': il; >: L ~ 1.1 r es: 1. 1 peu t ê t r e ici. C 0 mm0 d e d e p r € sel' ire :. a pou d r e

;;';")j['"ttf'l!~e (pa,lmil:a.te de chloramphénicol) dent quatrf me:iures

i', O'.';'J\)('l.(jj).'~·t a C',25 g de chloramphénicol. De to etes .',Ç'('t/ 3, le

; ,\ .'., " am·: ;', é .;1 (; 0 1. ç <) i 1: ê t r e rés e l'V é au t rai t e in e n t ct e s .i n f e c t i on s

·.".l'Y F;squ,<i-::l.1ee. :i.1. est spécifiquement nécessail"e (1 yphoide,

_~~t!in~ m~ningites pirulentes).

détermination de certai.nes cC~lstant(,s biologiques.

," . E: ::. : l~ 0 .t\ a ID p b 4nieole t ses est ers son t b i 0 t r L n s f ( . c- lTJ A i:3 par

glucucoc0Djugaison au niveau du foie. On ssit qU( de ,ombreuses

substan~es sont mé~abolisées dans le foie et que les deux

principi:lux types de réactions responsables de processus je

détoxication sont. représentées par des réactions dites d~ conju­

gaison (:n.

Che z 3.' (; r g a n i sm e ::l ,j u l te, l a ma jeu r e par t i e du ch] 0 ra n, p h é \li col

((3 Pi P) El \:~ 1j. ni st r.9 est in a c t i v é ct ans 1 e f 01. e par glu (. -1 r 0 '10 con j u­

I$.ia !. s Co n; C .. \. P + JI.:: ide U • D• P_ glu c 11 r. 0 n i que ~l u c u r ,~"n y l t r a1!»f é ras e

, !\ E ,<:~:îI.c,tro-êb\n1Jli'g1.lé + U.D.P ••

~,~i~O:njllg;dson à l'acide glucuronique fournit de;. COIilpO~;=3

,:;cg;Hiique.s acideB de pIea variant de 3 à 5, donc ioni lés au p H

physiologique et tr~s hydrosolubles. Ces composé! qk., d~ plus,

on t généra lemen t perdu tou te a c ti on pharmaco logi 'lue ' on t éliminé s

par l'ur~n!, la bile ou simultanément par les de~x voies.

2.9. AeidEl.:ts hé[~,~,tologiques et de lyse bactérie1ne.

A fortes doses, le chloramphénicol entraI ne une an~mie

sévère avec retie~locytopénie, erythrQpénie aigu! et vacu,lisation

des erythrûblastes jeunes.

)

Ces &noma~ies semblent directement proportionnel:es HUX ~aux

sangv.in:;, obtenus, elles peuvent être ravorisées par une insuffisance

[·éna1e: e'.1es releveraient d'un mécanisme :identilue a celui de

l'effet an[1biot1~ue (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 tr~s

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

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 alimentairef 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 apr~s

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 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 anticoaguLants (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'~némie pernicieuse la reponse au ~~aitement par la

viIHrn~.n~ a ast r-~uI~iBante si le chloramph~ni~Dl est administr~.

et bact~riostatiq~es ne doivent

,",,?, '10('~ld\.\.'jmerü êtn~ ::,ssoci.és .. u n antibiot.iqu.e bacc~l'iostatique

~ommp le ~hloramph~nicol peut inhiber l'action bactéricide de

18 9~nicilLlne. Si cette association est absolument n~cessaire,

être certain que les doses ad(~(lua t,=,s,dE' h1 ~ - c acun
~H':",~,médlcamerlts ,sont: donn~es, d'autre part, adrn.r..nis':rer si

p03~ible la pénicilline quelques heures avant le~hloramphénicol.

CHAPITRE 3 -PARTIE EXPERIMENTALE .
.......,--_._._-'--_.~ .-

3.1. M~tbodes d'analyses.

L'analyse élémentaire d'une substance de nature complexe

consiste à identifier ses constituants puis établir ] ~s proportions

en pourcen~age de chacun des él~rnents constitutifs pour en établir

la formule.

Sa pureté est ~tablie en d~terminant ses constant~s p~Y3icc-cbimiques

j~lîsi.té, "::empérature de fusion, d'~bullition, indLce de rétraction,
f

poùvoir rotatoire, constante dielectrique, spectre IR, UV, etc •..

Nous avons commencé dans notre travail à faire une rnicro~nalyse

'1u chlt,ramphénicoJ en utilisant des quantités faibles de substances

so11d~s ou liquides. Nous avons employé des r~actLons de grande

:sensj.bilité permett.ant de faire une identificatio 1 du produit

chloramphériicol.

Durant l'analyse, nous avons utilisé la chromatogftaphiè sur COUChf

m.ince et la chromatographie en phase liquide à baute oe}'fcrmance

( H. P . L . C) il Cl ete c h n i que b i e n con nue dansI' a na lys e chi mi q 11 10
1

moderne.

3.1.1. Réaction de détection des ions chlorures.

Dans ~ne creuset de porcelaine, introd0ire 50 mg de

ctlopamph~r~col et 0,5 g de carbonate de sodium 3nhydre. Chauffer

dans ta. fJ.'.lllme per~c:.ant la minu':es, puis laisser refr:tdlr, ensuite

le '~siQU est mis ~n solution avec 5 ml d'acide nitrique dilué.
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A un n:l ·~·.e filtra'~ obtenu précedemment, ajouter lin ml. (1 ~é1.U et

o ,4 ml (\ ~ : JIu tic, n ct e nit rat e cl 1 a l' g e nt. Ils e for! 1e U 1 r. r .~ ': i pit é

blanc cailleboté; celui-ci est mis en suspension danE 2 ml d'eau

'~ ': '"~' rn 2. :;j' a in m0 r ..1 :,l que ( 1 3 ) .

t. e '11 p é rat \,,1 r e d e fus i. 0 n a été mes u rée e n u U. lis 3. n t 1 a

·!",'h,,':::? ,j": tube (:i1p;illalre puis un microscope Rejchert Thermovar

"~aUf~fi~n1' KofJ.er de marqtl€ REICHERT-~UNG (Ostern -

!),),.!tches Pat 815.'7(6). L'eta'lonr::ge Cl système

" .':.' i:' -;:, E~ ':' é ,~ r e c '~', u é a v e c 1. e s su b :3 tan ces SU::. van t E' S ct 0 n t les po i nt s

'1 ':' ( (J S i <Hl son tin ct i q u é sei - a p r è s

OZ;-:lbenzène 68° C

Benzile 95° C

Ac é tan il ide. 114,5° C

Ph éns;c ét i ne 13 LI,5° C

Lad É'; e r ID i n a t ion d u P 0 i n t d e fus ion duc h l (, 'a mp n é II i ::: () l

pro ven éd1 t; je l' 0 rr A. PH A a été e f f e c tué e i mm é dia t e [J,:~ nt. LE:: "l

échantillons dechl~ramph~nicol provenant de diff~rent,es pharmacies

·7:ont.:iennent des e::c::ipiénts. Dans des gellules, on trouve J.e talc et

L.,3 lactose.

L,".! l:é.lmitate vendu sous forme de sirop contient comme

'.'Hr;J_p:.i~n·,:;; If" pr'op;,lèneglycol, c;;trboxyrnethyl cell1.'.~ ose soc.ique,

'.; ':'ycL:1llJi:lLe du l~cdjum qui est cancérigène, l'eEi:;encn de groseille.

Pour extr:::'Lre la poudre des sirops, nous avons rr.:'s 20 ml de sirop

dans 1000 ~l d'eau. Après avoir filtré la solut~un, nou~ avons

séché le précipit~ ~ l'air libre.

1.3. D~termination du p H.

Pour déterm:Lner le pH, le chloramphéni,~ol e::t n. ·.S lO,n solution.

On aJou~e 50 mg de chloramphénicol avec la ml d'~au ~rai:~ement

boullie . ,~t: refro:Ldie. Pour le chloramphénicol palmitate "2,du sous

[: 0 r!TI e il e ~l i r' 0 p ,on pre n d 2 0 m]. des i l'Op a v e c 1 0 rI l d' e al. :.. e p H

oS. è t é 12 e ;3 Il réa v e '~ un p H - ID è t r e C G 8 1 8 T ,S CO TT:; e ri:; e '~ t : l 0 n n é

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

,_,3 çE.'te de rrasse par dessication est ~_a pel te à:! masse

p :-~ "., Fe en j:' i) UI:'" C e n ta g e m1m'. Déterminée à l' Ê tu V E àl 30 0 C,

"') (',( i~ ;-:("~hJ.')r'amphénicol, la perte à la àes:J.cation n'était

é _" i t l'ni. ':; e à 4 5 0 C car à 1°3 0 C, l El. palnit a tes e déc 0 mp 0 s e

1"? Le e.0uvoir ,.E.otatoire spécif:ique.

L'" P \) uv (; i r l' '0 ta toi r e est la pro p r i été que pre:3 E ;1 ter. t

~~r~6ines substances de dévier le plan de polarisatj,n da la

tumi~r~ polarisée. Pour déterminer le pouvoir ro~atoir~ spécifique

du ~h~oram)hénicül, on dissout 1,5 g du chloramrlénj~o_ jans 25 ml

d 1 é t 1':an () l à. b s 0 lu " I? 0 urt r 0 u ver une s 0 lu t i on c la j 'e I:,' 0 V ,~1 ? nt de s

aipops on ajoute 25 ml de sirop dans 100 ml d' étl.ano~.; On laisse

reposer, puis les mesures sont effectuées sur la solutiün obtenue.

! • 6. Le _~Ê r~ 0 mat 0 ~.!' a phi e sur cou che min ce.

La c~H'omatographie sur couche mince,onstitue une méthode

d! an2,ly::;e chimique devenue, indispensable pour ~ organicien,

fe pharman1en et le biochimiste.

Elle es~ Ilt11is6~ pour l'analyse des médica~ents et des drogues.

Gr' aCE:: a sa!:'api dit é ct' ex écu t ion; e 11 e con st i tue cl n e 1 é :':10 j e id é ale

q u 1. P l~ r me',: sou ven t des a uv e r des vie s 10 r s CI u ' 0 n !3 u p ç.) n ne un

empoisonnement. Elle rend de précieux services au ptlirmacien

dan s 1. e con t r ô l e cl e pur e té e t dansI' a n a lys e ra p -. d e j e s mé d i cam e n t s •

Elle .;lst ·,;tilisée pour l'analyse qualitative pour d,i:erJlir.er'

le nombre ('es cO:'li;;tituanfsdans un mélange lnconnu. On l'emploie

également J,our l'",nalyse quantitative, pour- déteJ'~inn' l.es

proportions exactes de chacun des constituants du mélange.

POUl' l'analytle du chloramphénicol, nous avon:3 diss()us 0,1 g

dans l'ac~tone et pour l'analyse du palmitate, nous avens mélangé

5 ml ct € S j r 0 p a v e G 1QO:ml d' a c é t à ne. Nous êl von s opéré pa'"

chromatogr'aphie sur couche mince en utilisant un3 pl=.qu~
, ,

preparee

de g~l de silice 60 F
254

(marque Merck). Nous av~ns cépcsé les

E 0 1 Il ~ ionspa r ta,; Il e sei r cul ail' e s ct e 2 mm à 6 mm j e dia m'? t r e

al, '3 cm : I~ bord :i.nférieur de la plaque à l'aide d'une '1 icropipette.
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Après l'évaporation complète du solvant, les placues Jnt ~té

placées da,ls une euve de développement cc tenant un rr 31allge

de 90 m.\ cl,,; chlor'oforme, de 10 ml de méthanol et 1 ml d'eau.

LJatmosphère à l'intérieur de la cuve est préalablemc'Ji. '''Iturée

·"U;l .? c- l ~\t ;;; r~ t LJ es par 0 i s ct e 1. a cha ra b r e son t... ta pis 3 é sai e c ,j ù

S~~jd- ·iJtrA humecté avec la phase mobile. Après qu~lques

':':'!ITil-:;s, ',;·el:te-cj m.Jote et dépasse la ligne de départ.

~~d~d ~s front du solvant a parcouru une distanc~ de 15 ~m à

(',c,';", "l,f ,<;, lign,~ de départ, la plaque est reti:,ée et mLse à

'",,".';h";~·· l."; 1':'ach~:,3 sont observêe.sà l'a.ide d'une .amF ;,1./ puis

'r, .'; ;,. q u Â F~ "~ i? .1 e urs :J ·e n t r es. L a ct i s tan cee n t r e ces :i e l'ni. e r 5 e t la

.l. go e' .i f'. d é'p art f:9 t. ra e sur é e. Pou l'ch a que C 0 mp 0 s a r. t,on mes ure

La vitesse de m1g~ation dans un système de solvant donn~ à

l 1 aide de RF défini par la formule suivante pour une température

donnée (11'..)

;!F " Distance pan~~).urua. par la substance.

Dj,stance par~ourue par le front.

Une ~eule 'cache a été obtenue pour les deux forrll(~s de ct.loramphénicoT.

La '::hromatographie en phase liquide à' haute performance

est une technique de choix pour le contrale automatj~ue de la

(; 0 rn p (1 S i t ion qua n .~ 1. ta t ive ct e s mé 1 an g es à s é par e r ~ t lia na lys e

des 1"l~'lJ~~:1 et de:J impuretés.

r.. 1 é cha nt. L:" J 0 n es r, in j e c t é à l' ai de d' une mJ cr 0 - ; 1el' i n bS u .~ dansun e

valve (~f LIl,jection où il rencontre la phase mobi.~e.

Durant l'analyse, la phase mobile évolue dans la colonn8 Lout en

entratnant la sub~tance à séparer. En quittant la colon~e, les

composants entre~t dans le détecteur qui donne U~ si~nal pour

chaque composant. Le signal est amplifié, puis ~nregLstré sur

papier avec un e~registreur X - Y en fonction du tem:s

(voir figure'N°l).

Lor' s que t r:' l\ S 1 e s fa c t e urs d é ter min a n t l' a n a lys e 3 0 n t ma ,~ n t e nus

constants, le coœposé est identifié en utilisant le temps de

r' f;; t e n t, i () n; c' est à d ire let e mp s qui s' é cou l e e r.. t, rel ' in:; E c t ion

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

proportionne~le à la quantité de substanceéluée·. La comparaison

du temps de retention et l'aïre 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 élâant~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/min. La concentration était

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

différen~ejpharmacies, 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 parG~~ectrophotométrie

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

21. U.V.D. Une 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 10 mg/ml de chloramphenicol.
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1.9. Détermination de l'activité du chloramphénicol.

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

une espèce de bactéries da genre Bacillus mégaterium.

La méthode emploie la technique de mesure du diamètre d'inhibition

utilisée pour l'étude de la résitanoe aux antibiotiques

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

sont imprégnés~de 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° C pendant

24 heures.

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

tiquesprésente 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/lj

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

papiers buvards.
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Mettre dans une boîte 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 CP C A) avec 0,4 ml

d'une solution contenant le Bacillus mégaterium.

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

heures dans l'étuie à 37° 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 Thermova~.

Essais Chloramphénicol Palmitate Gellules Sirop provenant

poudre fourni poudre provenant des pharmacies

par l'ONAPHA fourni par des

l'ONAPHA pharmacies

149° C 86° C 148° C 85° C

2 152° C 88° C 146° C 86° C

3 150 C 86° C 149° C 85° C

4 149° C 86° C 150° C 88° C

5 151 ° C 85° C 150° C 86° C

Valeur
151 1 ° C 86 1 ° C 149 1 ° C 86:-+:-1° C+ + +- - -la plus

probable

Les résultats obtenus avec lesbanc chauffant KOFLER.

Cn1ioramphénicol f[·ourni par l' ONAPHA : 150° C + 1 ° C.

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

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

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

2.2.Détermination du pH à 28,4 0 C

Les valeurs du ~H déterminées sont les suivantes (à 28,4 0 6)

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-
Chlora!.Dphénicol palmitate vendu à BUJUMBURA 7,28 + 0,01-
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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 ~.di fféren tes 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{]2 7 + 18,50
D

[o{ J 2 7 + 19.00
D

: [~J27: + 25.00
27 D

[o{J
D

: + 25.5°

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

sur couche mince.



Produits

Chloramphénicol

en poudre provenant

de l'ONAPHA

Chloramphénicol

(gellules)de

différentes

pharmacies

0.46

0.40

Essais

2

0.45

0.41

3

0.46

0.40

4

0.43

0.42

5

0.44

Q43
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Moyenne

0.44

0.41

Ch'Lbratllphénicol

palmitate en

poudre provenant

de l'ONAPHA

Chloramphénicol

palmitate de

différentes

pharmacies (sirop)

2.6. Spectre u.v.'

0.76

0.71

0.75

0.73

0.78

0.72
\

0.80

0.70

0.77 0.77

0.77 0.72

La f~gure N°3 donne le spectre U.V. relevé pour le

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

2/('.;" Chr-oma togramme HP LC

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.a. 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 ~a dose du

chloramphénicol par disque. L~s courbes sont obtenues avec une

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

Colonne C
18

Ubondapak

Vitesse O~ ml/mm

El",nt H2~/CH3 o.~60/40

Volume injecté 20 ml

25"<10 3 mg/ml
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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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__ 8,,:j?; : 250(:

Chloraffiçhenicol base

Cn!oramphe:1icGl

Dat~ Dose

:"l1'; '""}C
~ ;} '_':' .:-.J

j "'") >::!.~(,

~ J. L-.;I.,,:

,',""! ~ '-,J:"
'i :J •.; l "..j

,.!.. '"f:::r.
: ..."..; ...._....'

~ r~ i
_ '".1':"

-- Ij , d2 ij -c [1 .i - '-1 Li 6 j !

P~lffi\tatE GNAPHA
Pal]jt~te ONAPHÀ ï ,0. ;.:., ,04950

,()9092

,/'ô l~09 18,5 18~0 18 r 5 15 15 i6~Û 18 10 ~7;5

:,81 20 15 20,5 20,5 20,5 19,0 23,0 23 10
~,47 24 10 23,5 22 10 24,0 23,0 24,0 25~0

Pal~itate vendu à Bu ti 18~ 8187 ~03125

Palmitate ve~J~ ~. Bu a 18~ a~g7 ,06250
?a~~ttate vendu ct Buja i8~ e~31 . ~2500

7~38 ,(:5391
8,28 108116

~}00 18,0 1&,0 16,5 19,0 19,0 18~O 19,0
: ,I3 ~O,5 2G~O 21)0 20 J O21;0 20 10 22~5

~\56 21,5 23.~) 2i,0 20,0 24,0 22 j O23~5

Palmitate vendu â Ruja 18. 8~87 ~03125

Palmatate vendu à Buja 13# 3187
Palm~tate vendu à BUJd 18: d.87

,'i .,;; il
l\fOLJi}

~125GO

,06393
JOb393

~95 16~O 17,5 16,5 18,0 18,0 .18~O 18,0
6,78 16,5 18~O 20;5 21~5 24 i S 49~5 20~5

4}44 15~5 18,0 i9~5 19~5 19 J O25,5 25,0

Ty~e d'analyse dB diO dL ct: 2 ct 13 cl i4 dtS d~6 dl? d18

ChiGramphenicol base
Chlaramphenicül base
Chlararnphenicol oase

G.A.? vendu à Buja
C.A.P vendu à Buja

Palmttate ONAPHA
Pa:tmftate ONAPHA
Palmttate DNAPHA

20,020,5 16 ,5 18,5 17!O 20~O 18,0 t8,5 17,0 17)5 17,5 i9?~ 20,0
20 10 21 l v 22,0 24~5 21 15 21,5 22~5 19,0 0 23~O 22~5 21~O

25 J S 23,5 25,0 25,0 26 l D 25;0 25,5 25,0 23!O 25,0 22,5 23!5

20,0 16,0 18,0 18,0 16,5 la~O .17,5 18 ,0 16 10 !5 j O 16 f O 16,0 17 ,0
21,0 20,0 2i~O 20~Q 2i J5 22,0 20,5 24,0 20 10 21,0 19,5 2Q~O 20,5
24,5 26 15 22~5 23,0 23,5 23,5 20 j O24~O 23 l û 21 15 22,0 21,5 21,5

19,5 16~O i7 f 5 t8 J O16,5 17~5 18~O 17~O 17~O 16,0 18~O 19!O 18,5
23~0 20,5 20,0 21~O 23,0 22,0 19~5 18~S 18~O t6;5 20,5 tS,5 19,5
23}O 21~5 ?1,5 24,0 25,0 24,0 25 J O24,0 21,0 22 35 23,0 2i,0 20,0

Palmtt~te vendu à Buja19~5 lB 1 0 17 j O 17 j 5 13,0 19,û !8~O I6}5 17;0 19,0 !8~O t8;0
Palmitate vendu à Buja22,5 19;5 20,5 20~O 20,5 21,5 22~5 19~Û 19}0 21,0 21,5 22,5 20,0
Palmitate vendu à Buja25 ,O26,0 20;0 21~O 23~O 21,0 22,0 23,0 23~ü 23,0 23,5 22,0 23 15

Palm~tat~ vendu à Buja18,5 16,0 16,5 18;5 18,0 20,0 18,0 i8,O 18,0 lB~Û 17,0 17;0 18,û
Palmitate vendu à Buja19,5 19,5 20 ,5 20,5 20,5 19,5 20,0 11,0 18,0 19,0 20 j O21~O 20,0
Palmttate vendu à Buja22,5 21,5 19,5 23~5 24,5 25 J O 24,5 24;0 23 1:j 24~5 25,0 23~5 7;0

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

d'~cart type, .de l'activité en fonction de la dose.
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fonction du, logar.~ithmede la dOsé- du chloramphénicol

et d~oite de régression.

Légende

ChI .-

ChI. vente
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Chloramphénicol

Chloramphénicol (gellules)

Ch 10 ramphéni co l pa Imi ta te~'endu à Bujumbura.

(en poudre fourni par"Chloramphénicol

l'ONAPHA.

Chloramphénicol en poudre fourni par l'ONAPHA.

P. ONAPHA

Ch!.., base
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3. Discussion des r~sultats

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

rapide, sensible et pratique pour l'analyse du chloramph~nicol

vendu par l'ONAPHA et les diff~rentes pharmacies. Nous avons eu

recours à la d~termination 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'activit~.

3.1. Mesure de la temp~rature de fusion.

Nous avons commenc~ à déterminer la temp~rature, de fusion

du chloramph~nicol avec la m~thode du tube capillaire et le

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

peu p~écises car cet appareil (microscope) n'~tait pas calibr~.

~ Avec le système de banc de K6fler, nous avons trouv~ une

temp~rature de 150°C ~ 1°C pour le chloràmph~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. D~termination du pH

Nous avons mesur~ les;pH pour v~rifier l'activité du

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

à 10.

La stabilité du chloramph~nicol a différents pH a 25°C est connue

( 2 ) •

pH de la solution activit~ en pourcentage

0.40 100

2. 15 100

7.00 100

9.56 100

10.82 "- 1 3
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Le chloramph~nicol devient 1nactif à 87 pour cent à un pH 10,82

en 24 heures à 25°C. Nous avons mesur~ le pH à 27°C. Nous avons

constat~ que si nous faisons une correspondance entre le pH de

la solution du chloramph~nicol mesur~ ( 6.10; 6.15; 7.21; 7.28)

et l'activit~ en pourcentage, l'activit~ du chloramph~nicol

vendu à BUJUMBURA est autour de 100 pour cent.

Le chloramph~nicol perd ~galement son activit~ après un mois

lorsqu'il est conserv~ à une temp~rature de 37°C. La temp~rature

ambiante de BUJUMBURA contribue de façon n~gligeab~e à la

d~gradation du chloramph~nicol car elle n'atteint jamais 37°C.

3.3. La perte à la dessication.

La perte à la dessication du chloramph~nicol et du chloramph~­

nicol paLmitate n'~tait pas sup~rieure à 0.5 pour cent (13) et

0.38 pour cent (tableau N°3).

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

produit influence beaucoup sa stabilit~. Si la teneur en eau

est ~lev~e, le chloramph~nicol peut être d~compos~ et devenir

instable ( 1 6) •

H NH

-< ) 1 1
o N El C C

2",
1 1
OH H

02
N -< >- H ~H2

0 1
C C

1 1
OH H

,CO'~ CH C1
2

CH 2 0H

COOH

4. Le pouvoir rotatoire sp~cifique.

La valeur du pouvoir rotatoire mesur~ nous a permis ~galement

de confirmer la purét~ du chloramph~nicol.
"

~Nos valeurs r~sum~es dans le tableau suivant sont en bon accord

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

fourni vendu
...

chloramphénicolpar a

l'ONAPHA BUJUMBURA déterminée par

(poudre) (gellules) Q.R.BARTZ ( 2 )

[o\ J2 7 + 18.5° + 19.0 + 18.6°D

Chloramphénicol Chloramphénicol Valeur trouvée

palmitate palmitate par Q. R.BARTZ (2)

[poudre) fourni vendu à

par l:r:QNAPHA BUJUMBURA

[oC.J 27
+ 25.0° + 25.5° [""J

26
+ 24.6°D D

3.5. La chromatographie sur couche mince.

La chromatographie sur couche mince avec des plaques de

silice 60 F254 donne une tache avec RF : 0.44; 0.41; 0.77; 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 qhaque~.(ais~ube série de 5 pics

semblables avec un temps de ~etention 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 (m~; 2,27; 3,46; 2,18 (m~;

3,39; 3,00; 3,02 (mpv. 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,W

qui semblent correspondre à des impuretés.

Si nous comparons les~bauteurs 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 moin~ 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

nie 0.1 ven du à BU J UMBURA est a s s e z pur.



Fig.
10 _ Comparaison des chromatogramme.JN°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{l7>

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 e.xcipient-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 + 13~8zone

coefficient de corrélation! r.~= 0.99.

Les équations des droites de re g ression,le3coefficient de

'co.!;'rê~at-i0n, la zone d'inhibition, 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 Framewerk II.

Les doses du chloramphénicol vendu à BUJUMBURA sont aussi

calculées par rapport à celles du chloramphénicol base :

dose cale ~ Chl. base = e

(d zone observée - 13.~)

2

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

0.06250 g/l, 0.12500 g/l et ex.-g:rimées 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

chloramphénicols palmitates 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 boites

de Pétri ~our déterminer le pourcentage d'activité de chaque

antibiotique.



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 HPLC 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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