‘.C Projet de fin d’étude R
HASSAN I Laboratoire de Pharmacologie- CHU Feés Sl
“U“"'h FST juin 2014 PR

www.fst-usmba.ac.ma

Université Sidi Mohamed Ben Abdellah
'C Fucultg des Sclem:es et Techmques Fes-Sais ? §
® HASSAN I Depurtementde Chimie
"U -~ MASTER CHIMIEDES MOLECULES FST FES
BIOACTIVES 1

Soutenance du Mémoire de Fin d'¢tudes
Pour I'ﬂhtentlnn d U I}lplﬂme de Master Sciences et 'I'echqiw

© Crésontd par Encadvépar: ®r. Youssef KHABBAL
HMlle Quiame RA]I Pr, EL Hadi LAMCHARE]

Année Universitaire - 2013- 2014

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME




8C Projet de fin d’étude

& HASSAN II Laboratoire de Pharmacologie- CHU Fes
Py — FST juin 2014

www.fst-usmba.ac.ma

Oleticace

. Q." :

FST FES

Qui mont appris par la parole et par |exemple gque le travail ennoblit

l'homme.

Sans vous fe ne serais rien. L'amour que vous me portez depuis touyjours, ma

donné confiance en la vie, en moi, et en l'avenir.

Cest en lui que je puise sans cesse la force de me battre et cest Iui qui

m'a guidé sur ce beau parcours od je franchis une nouvelle étape aujourdhui.

Pour linvestissement que vous avez fait, pour la confiance que vous mavez

témoignée, pour le soutien que vous mavez donné tout au long de ces années,

Je vous dédie cette thése, que je considére comme la vétre.

Toutes les lettres ne sauraient trouver les mots qu'il faut.. Aussi c'est tout

simplement que je dédie ce travail :

LY

En témoignage de ma sincére affection et de ma profonde reconnaissance / \

Je te dédie ce travail avec mes souhaits de bonheur et de réussite dans ta

professionnelle.

& Hma trés chére scur Widad,

/
!

travailet supportée dans la derniére ligne, pas toujours aussi droite quon le

prétend

Tu mas toujours soutenu dans les moments difficiles. Ton affection na d'égale

que ta gentillesse.

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME




“C Projet de fin d’étude Fa .
& HASSAN II Laboratoire de Pharmacologie- CHU Fes
o — FST juin 2014 FST FES

www.fst-usmba.ac.ma

Avec mon grand amour, je te dédie ce travail en te souhaitant beaucoup de
bonheur et un avenir plein de joie.

Je vous dédie ce travail en vous souhaitant tout le bonheur du monde.
B mes amés éd) eteeawyzw’medmém,

Je vous dédie ce travail avec mes sentiments les plus sincéres, en mémoir
de tous les moments agréables vécus ensemble.

3 L% towte /w/émwwzzm 20738 / 2074 de la faculté des sciences et

techniguesoption : Chimie des Molécules Bioactives.

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME




“C Projet de fin d’étude Q
& HASSAN II Laboratoire de Pharmacologie- CHU Fes
o — FST juin 2014 FST FES

www.fst-usmba.ac.ma

@m%mu‘d

%é travail s'inscrit dans le cadre du projet de fin d'étude pour I'obtention du

Diplome de Master Sciences et Techniques « Chimie des Molécules Bio actives ».

ﬁ tiens tout d'abord a remercier le directeur du centre hospitalier

universitaire Hassan II de Fés de m'avoir accueilli au sein de son établissement.

ﬁ remercie particulierement Pr AMARTI Amal, chef du laboratoire de m'avoir

accepté d'effectuer mon stage de fin d'études dans son laboratoire.

ﬁ remercie le Pr KHABBAL Youssef, pour son encadrement au sein de laboratoire

de biochimie (unité de pharmacologie). Sa gentillesse extréme, sa compétence
pratique, ses qualités humaines et professionnelles ainsi que sa compréhension a
I'égard des étudiants m'inspirent une grande admiration et un profond respect.

ﬁ remercie le Pr LAMCHARFI ELHADI qu'il trouve ici l'expression de ma

profonde reconnaissance pour la confiance qu'il m'a accordée et pour ses précieux
conseils, sa disponibilité et sa gentillesse qui ont contribué au bon déroulement de
ce fravail.

@%fzsseur OUAZZANI CHAHDI Fouad, je tiens a vous remercier pour votre

accueil dans votre master. Je suis tres reconnaissante pour la confiance que vous
m'avez accordée. Votre gentillesse, votre disponibilité, et vos encouragements et
votre présence pendant les moments difficiles m'ont été indispensables.

Y Cyg . : RN G s
L%;dames, %&eur‘s les jurys je suis tres sensible a I'honneur que vous me

faites en acceptant de juger mon modeste travail.

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME




“c Projet de fin d’étude Q E
& HASSAN Il Laboratoire de Pharmacologie- CHU Feés ;
Py —— FST juin 2014 SRS
www.fst-usmba.ac.ma
SOMMAIRE
# INTRODUCTION GENERALE ..ottt ettt ene st 6
w PRESENTATION DU LIEU DU STAGE ...t 6

PREMIERE PARTIE
PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE.

CHAPITRE | : GENERALITES SUR LA STABILITE DES MEDICAMENTS

|. ETUDE DE STABILITE D’UN MEDICAMENT oo 8
1. LES CRITERES DE QUALITE D’'UN MEDICAMEN .....cccsisirietreetnssimnmessssessssesssssssssssssnnns 8
2. LES TYPES DE STABILITE MEDICAMENTAUSI ....cuvvvivrivirenreissessmmmmsesssesssssssesssssssessessesens 10
3. LESFACTEURS INFLUENCANTS SUR LA STABILITEDES MEDICAMENTS ......ccvcvvveerinnns 10

[I.  CAS DE LA RIFAMPICINE ....oootiiieie st 13
1. STRUCTURE DE LA RIFAMPICINE......cocceiiiiiiiniinisin s 14
2. DESCRIPTIONGENERALE DE LA MOLECULE........cccoositreireniet et 14
3. ORIGINE ET SYNTHESE DE LA RIFAMPICIN ..ocviiiiiriinicisrrmeeee s 14
4. CARACTERISTIQUES PHYSIC-CHIMIQUES ........coviiiiiiinsrr s 16
O. PHARMARCOLOGIE. ..ottt et 16
6. STABILITE DE LA RIFAMPICINE.........cotreerieteirieit ettt sttt sme et 16

CHAPITRE 1l : GENERALIT ES SUR LA TUBERCULOSEET LES
ANTITUBERCULEUX

|.  LATUBERCULOSE:

1o GRNATANES .. ettt et b e 18
2. Principe de traitement de [a tUDEICUL.....ccvveiii i 18
3. Les differentes étapes du traitement de la tUDBSE............coevrerirenireemrenise e 18

[I.  LES ANTITUBERCULEUX :

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME




“c Projet de fin d’étude
& HASSAN II Laboratoire de Pharmacologie- CHU Feés
Py — FST juin 2014
www.fst-usmba.ac.ma
1o INEOAUCTION....cteiitetciete etttk r bbb st st b et e et 19
2. Classification desintitUDEICUIBU .......c.ocveiirieireeee e 19
3. Laposologie des antitUDerCUulBUX BSSEN .......cuccuviieririneriserse e s sesee s e 20
4. LS aCtUANILES EXISIANIES......ccveireeriiririirere sttt et eb e b s 20
5. Les autres antitUDerCule MAJBUIS........cuvurueirierieriresiesieesreseesieseessesesssmresessesresessesseseesene 21
A L'ISONIAZIAE (INH ...ooeieiice et st bbb e 21
b. L'éthambutol (EMB) .....ccccoeeiriiinieierncniecsie et s 21
C. Le pyrazinamide (PZA) ...ttt st e 22
d. La StreptomyCINE (SIVY ) .ot se e e 22
6. Les antituberculeurle SECONAE INENTIN ....cvvvrveieeirierieiie et 23
. LA CIProfloXaCINe ..ottt e s er e 23

DEUXIEME PARTIE :
PARTIE PRATIQUE

CHAPITRE |: MATERIELS ET METHODES UTILISES POUR L'EDUTE DE LA

STABILITE DE LA RIFAMPICINE

INTRODUCTION .ttt b s ema e eb et 24
MATERIELS .ottt ettt 25
1. ADPPAIEIIIAGE....c.iv ittt bbb 25
2. VBITEHR. vt eteveretrseesiees et s st st bt b st b s s bbb b st et sae R et st smt bt b s st st bt s st st b s 25
3. REACHTS....cucvitcteicte ettt ettt bbbt e bbbt bbb b bbbttt 25

METHODES D'IDENTIFICATION DE LA RIFAMPICINE

1. La SpectrophotomEtrie UV VISIk........ccceeririiirereiiieieeiesesereresese s sesenas 26
& PTINCIPE s 26
o LOi d€ BEEIEAMDEN ...t 26
« Les applications de la SpectroSCopie-VIS ..........cccoivirinemnnniei s 27
¢ APPATEIIAGE. ... 27
« Mode opératoire du dosage de la Rif par..........ccccooviniieonccciccieces 29

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME

FST FES




“c Projet de fin d’étude Q E
& HASSAN Il Laboratoire de Pharmacologie- CHU Feés S
oy —— FST juin 2014 PR
www.fst-usmba.ac.ma

CHAPITRE 11 : RESULTATS ET DISCUSION S

|. RESULTATS ET DISCUSSIONS:

1. Spectre UVde la molécule de a rfampiCi........cocovrreriniriineenisense e 30
2. Etude de stabilité de la RIF au cours du temp@es FODSCUIL .........cvrvevrerieerieeirerieieiens 30
3. Effet de la lumiere sur la stabilité de la fifampa.........ccoceeriniininnnn 31
4. Effet de la températurgur la stabilité de la rifampiCi........ccocerveierniiren e 32
5. Etude destabilité de la rifampicindans des différentes SOIULIONS.......ccccevereeeviniinienicninnns 35
¢ DANS TRAU. ... 35
o DANS € SEIUM St.....ocooiiciiicee ettt amr ettt 36
o Dansle SErum gCoSE de 5.......oooiiiiiiiiiiiiiit et 37
[l CONCLUSION ..ottt emr et 44
W ANNEXE .ottt ettt n e e raeenneennn 48

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME




Oc

HASSAN I Laboratoire de Pharmacologie- CHU Fés

Oou—"

Projet de fin d’étude

A=

FST FES

FST juin 2014
www.fst-usmba.ac.ma

LISTE DES FIGURES

FIGURE 2:

FIGURE 3:

FIGURE 4:

FIGURE 5:

FIGURE 6:
FIGURE 7:
FIGURE &:

FIGURE 9:

FIGURE 10:

FIGURE 11

FIGURE 12 :
FIGURE 13 :
FIGURE 14:

FIGURE 15:

FIGURE 16

FIGURE 17:

FIGURE 18:

FIGURE 19

Organigramme de l'unité de pharmacotoxicologie ddJ- Fes.
Structure de la Rifampicir

Structure de l'isoniazid

structure d’Ethambutol.

structure du Pyrazinamid

structurede la Streptomycin

structure du Ciprofloxacit.

Schémale principe d'un spectrométre d'absorptior- visible double faiscea
spectrophotometrgV.

: spectre UV de la Rifampicin

courbe de variation de la stabilité de la F dans le Méthanau cours du temp
courbe d’effet de la lumiere sur la variation destabilité de la RM dans le Méthanol.
courbe de variation de la stabilité de la F dans le Méthand la température de 25
courbe de variation de la stabilité de la F dans le Méthand la température de 35
: courbe de variation de la stabilité de la F dans le Méthandl la température de 45°
courbe de variation de la stabilité de la RMP deeau.

courbe de variation de la stabilité de la RMP de sérum salé.

: courbe de variation de la stabilité de la RMP de sérum glucos

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME




‘C Projet de fin d’étude
HASSAN I Laboratoire de Pharmacologie- CHU Fés
“U — FST juin 2014
www.fst-usmba.ac.ma

FST FES

LISTE DES TABLEAUX

TABLEAU I:Doses optimales des médicaments antituberculeexist.
TABLEAU Il :les associations médicamenteuses a dose.

TABLEAU I :procédure de la préparation de la gamme d’étalan

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME




Oc
HASSAN 11

Oou—"

Projet de fin d’étude
Laboratoire de Pharmacologie- CHU Fes
FST juin 2014
www.fst-usmba.ac.ma

LISTE DES ABREVIATIONS

ADN: Acide disoxyruboaucléairt.

ARN: Acide rubonucléairt.

BK: Bacilles de Kock.

CHU : Centre hospitalier universita.

DMP: Direction du Médicaments et de la Pharm.

EMB: Ethambutol.

LCR : Liquide céphalaachidiel.

OMS: Organisation Mondiale de la sa.

P.A : Principe actif.

PAS: Para-aminasalicylique.

PM : Poids moléculai
PZA: Pyrazinamide.

RMP: Rifampicine.

re.

SMY: Stremptomycine.

SNC: Systéme nerveux cent.

TB : Tuberculose.

TP : Température.

USP: Pharmacopée aux états unis d’Amér.

UV : Ultra Violet.

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME

A=

FST FES

10




ocC

HASSAN I

U =

Projet de fin d’étude
Laboratoire de Pharmacologie- CHU Fes
FST juin 2014
www.fst-usmba.ac.ma

FST FES

INTRODUCTION

GENERALE

Les meédicaments sont un bien consommation courante qui doit répondre a l'usagey

auquel ils étaient prescrits. En effet, une sp#éigiharmaceutique doit garantir la guérison

patients et non pas contribuer a nuire a la samtédin manque de contréle de la qualité du jit

fabriqué aboutissant par la suite a des produgiicaces voire toxique

Si les médicaments sont des produits de consommats comportent a l'instar d’autr

produits un aspect éthique, car on peut étre oldégkacheter quand il peut nosauver la vie. Les

groupes pharmaceutiques ne distribuent pas seuleshen médicaments, ils distribuent

possibilité de se soigner et souvent de vivre. Bouénéficier de soins est un droit fondame

pour tout étre humain, droit que certains orut étre parfois tendance a oublier en privilégias

intéréts économiques au prejudice de la s

A cet effet, tout médicament mis sur le marché dégondre a trois critéres a savoil

qualité, la sécurité et I'efficacité. Ainsi que lesxigencedégales aux normes officielles en ce

concerne lidentité, la teneur, la qualité, la pérees ingrédients et le temps de désagrégatide

dissolution doivent étre démontrées par des testdables et approprit

+» Présentation du lieu de st::

» Le Laboratoire Central d’Analyses Médicales est situé¢ batiment J du Cent

Hospitalier Universitaire Hassan Il de Fés, congmme un pole d’activité hospitalié

comportant plusieurs spécialités d’analyses méekc

* Anatomie pathologiqu

Parasitologie.

Bactériologiehlnmuncanalyses.

* Biochimie etpharmacotoxicolog.

* Hématologie.

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME
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* Geénétigue médicale et biologie molécule
» La création d'un laboratoire central d'analysesicaées au sein du CHU est une prem
nationale. Cette conception adoptée récent dans les laboratoires hospitali
internationaux permet d

* Optimiser les moyens techniques et le budget detittmement du laboratoi

» Offrir des plateaux techniques spécialisés de grapdlité ouverts a toutes les discipli
biologiques;

» Assurer une formation compléte et de haut niveaur@sidants de biologie, de génétiqut
d'anatomie pathologiqtAvec son plateau technique performant, son éc
multidisciplinaire et motivée et sa situation piégiée au sein d'un CHU qui est dotfune
offre de soins de grande qualité et fortement gifiée, le laboratoire peut jouer un ri

majeur awniveau de la région et méme niveau national.

[ CHU-HASSAN II Fés ‘
|

Laboratoire central

D’analyse médicale

—— | | | | |

- ) 3
Anatomie (

Bactériologie ‘ Biochimie ‘ Pharmacotoxicologie H Hématologie H Sérologie ‘
| Pathologie g & s AN J
L J
Pharmacovigilance | " Analyses Toxicologiques
Suivi Thérapeutique Toxico-vigilance

A A A

Figure 1: organigramme de l'unité (pharmacotoxilogie de CF-Fes.

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME
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CHAPITRE | : GENERALITES SUR LA STABILITE DES
MEDICAMENTS

. ETUDE DE STABILITE D’'UN MEDICAMENT

Un médicamengst avant tout une forme galénique, entité ou listsunce active est associé
un ou plusieurs excipientd’'unefacon bien déterminée.eCsysteme artificiel forcé présente
déséquilibre thermodynamique et un potentiel dfatBon de composants en prése
responsable d’'un certain degré d’'incompatibilitéysdabilité et d’'une sensibilité aux facteurs

son environnement.

Pour toutes ces raisons, I'obligation fait quedtsies de la stabilité et de I'incompatibilité

médicament doivent toujours précéder sa commesatain et son administratio

L’industriel est donc tenu d’un point de vue maraimme d’ui point de vue légal, de fourr
des préparations qui conservent leur efficacit€sageutiques, leur innocuités ainsi que

aspect initial pendant tout le temps de stockagineercialisation et utilisatio

L’étude de la stabilité physico chimique médicaments revét ainsi des asp
réglementaires et scientifiques étroitement lide, eepose sur l'acquisition tout entiere s
I'action des facteurs physiques, chimiques et Igigloes extérieurs suite a des essais dan

conditions acceélérées @b temps ree

1. LES CRITERES DE QUALITE D'UN MEDICAMEN:[1]. [2]. [3]. [4]. [5]. [6]

Les caractéristigues les plus importantes d'un o@dent sont lidentitéla pureté,

I'uniformité, la biadisponibilité, I'innocuité, la stabilité et le catidnnement
» L’identité:
Le principe actif doit étre présent dans le prc.
- La pureté :

La plupart des médicaments contiennent des pria@pgfs et adjuvants qui sont ajoutés
la consistance, la couleur, etc. Il est importaoe gces adjuvants ne contiennepas de

contaminants potentiels noc

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME
13
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- L’innocuité :
Le médicament pris dans les conditions normalesatnsif.
» L’activité :
Le médicament doit étre efficace contre I'affectioar laquelle elle est utilise
- L’acceptabilité :
Le médicament ne doit g étre rejeté par I'organisme.
A L’uniformité :
La consistance, la couleur, la forme, la taille desprimés et des gélules ne doivent
varier d’un échantillon a I'autre pour un méme necadient
- La biodisponibilité :

Il arrive qu’un médicament paraisexcellent et passe tous les tests analytiques oasfois
donné au malade il n'est pas absorbécorrectemerst ldacirculation sanguine et n'a pas d¢
fait I'effet thérapeutique attendu. La biodispofiibi est la vitesse et l'intensité de mise
disposition du principe actif (ou de sa fraction théafique destinée a devenir disponible)

niveau des sites d’action.
A 4 La conservation ou conditionnemer :

C’est I'opération complémentaire de la mise en fartha pour objectif:

v De contenir la forme pirmaceutique et de la protéger des chocs et desnktions.

v’ Defaciliter la distribution du médicament et sonigtition par le malade

v' D’étre un élément de sécurité et cporter en tauliepar une étiquette appropri

v' D’étre en harmonie avec le caractére noble du médinaet de ce fait inspirer confian
au malade.

- La stabilité : [7]

La notion de stabilité des médicaments réside darsonnaissance et I'application de

constante de qualité, sécurité et activiteccours de la conservation et de I'utilisat

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME
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La pharmacopée aux Etat Unies d’Amérique (USP)ndéf stabilité d’'un produit commr
étant son aptitude a conserver, dans les limite&e$i et durant toute la période de stockag

d’utilisation, les propetés et les caractéristiques gqu’il possédait au @mbiahe sa fabricatiol

C’est un attribut de I'éthique pharmaceutique deugir I'efficacité et la sécurité d’utilisatic
d'une forme pharmaceutique pendant toute une p&edconservation dont le tee est la date
de péremption, une fois précisés le conditionneradétuat et les conditions de stock

La stabilité d’'un médicament peut étre définie caarsun aptitude a conserver ses propri
chimiques, physiques, microbiologiques et bio plareatiues dans des limites spécifie
pendant toute sa durée de valic

2. LES TYPES DE STABILITE MEDICAMENTAUSI :
2.1.La stabilité chimique :

Elle est caractérisée par le fait que chacune @g®rres premiéres actives conserve, dan:
limites fixées, somntégrité chimique et son activi

2.2. La stabilité physique:

Elle est attestée par le maintien des propriétdsighes initiales, y compris I'aspect,

saveur, I'uniformité ainsi que les caracteres @gsalution ou de mise en suspens

2.3.La stabilité microbiologique :

Elle réside dans le maintien de la stérilité oulaleésistance au développement microl
dans les limites fixées ainsi que l'efficacité demservateurs éventuellement présents (p ;

alcool, benzalkonium).

2.4.La stabilité thérapeutigue :

Elle exclut tout changement dans l'efficacité tipénaique

3. LES FACTEURS INFLUENCANT SUR LA STABILITE DES MECAMENTS :[8]
Divers facteurs physico chimiques et biologiquasssa bien extrinseques gu’intrinseqt

interviennent dans la stabilité des produits phaeutiques, ils doivent étre connus et pris

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME
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considération lors de la formulation, au cours defdbrication et endant le stockage
I'utilisation.

Les études dstabilité doivent confirmer gu les précautions prises lors de la formulation,
permis d’obtenir une forme stable, non influencée pes facteurs le long de la période
conservation et d'utilisationSelonOMS, les facteurs susceptibles d’avoir une influencela
stabilité sont :

3.1Les facteurs intrinseque :

Il s’agit de facteurs liés aux caractéristiquesgitpyes et chimiques du pripe actif et des
excipients, a unéorme pharmaceutique et sa composition, au proeédarfabrication et a
nature du récipient ou tout autre matériau de ¢mmitiement avec lequel le produit peut étre

contact direct ou qui peut étre d’'une e facon influencer sa stabilité.
a. Principe actif :[9]

La stabilité du produit fini dépend largement destabilité duprincipe actif qu’il contient
cars’il n'est pas stable il peut se produire une pdrgetivité thérapeutique, une apparition

produit de dégradation toxique, et/ou des modifitis de biodisponibilite
b. Excipients :

Les excipients ont une influence non négligeablelastabilité duprincipe actif et sur le
propriétés physiques du produit 1.

Pour cela, la stabilité du principe actif est tesdéns différents excipients, en comparan
résultats obtenus sur différents mélanges binaiiesipe actif-excipient avec ceux cprincipe

actif seul, dans les mémes conditi.[10]

c. Méthode de fabrication :

Le galéniste doit prendre en compte l'action siande de l'air; de’humidité, de I'énergie
lumineuse, de la température (chaude / froidejestmicroorganismesl doit envisager en plus
I'action de certains facteurs surajoutés tels dimefvention humaine lors des opérations

fabrication, conditionnement, ou utilisation du gwd.[11]

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME
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d. Efficacité de la conservation antimicrobienne :

Dans le cas ou les préparations pharmaceutielles-mémese possédent pas de proprié
antimicrobiennes adéquates, des agents de corisaraitimicrobienne peuvent étre ajour
spécialement aux préparations aqueuses pour élateprolifération ol de limiter la

contamination microbienn@?2]

3.2Facteur extrinséque :

Il s’agit des facteurs naturelles d’eminnement tels que la température, I'hnumidité, laiére
'oxygene ou encore la contaminaticmicrobienne. Laréactivité des constituants d’

médicamat est sous l'influence de plusiel facteurs externg4.3]

a. Température froide :

Le froid peut provoquer une recristallisation, upgse en masse et solidification,
déemélage et la casse des conditionnemen verre soit par choc thermique soit par extendee

la phase aqueuse lors de la prise en ¢

Donc, le respect de la chaine du froid des médicamentareprobleme complexe qui di
tenir compte d’'un grand nombre de contrainte afimsglrer la stakité des produit .plus
particulierement lors de la distribution. Le distrieur a la responsabilité de maintenir la qu:
des produits du fournisseur jusqu’ au client c@sihc par la maitrise du transport et par

information claire du client que chaine du froid ne sera pas rompue.

b. Température chaude :

La chaleur provoque une augmentation de la vitegeseréactions de dégradations,
vaporisation de la phase liquide pouvant entraiiner perte en constituants ou si ces vapeu
sont pas captéesnodificatior dans un conditionnement étanche de I'humidité ixedatune
déshydratation des gélules ou des capsules, urempation des liquides, une amélioration

croissance des microorganismes thermophile, &ipame inflammation et exgsion.

¢. Influence de 'humidité :

Elle est impliquée directemedans les réactions d’hydrolysale peut favoriser les réactior
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» oxydation
» reéactionscovalentes PA/excipien
» création de I'état amorphe qui permet aux moes de bouger facilement et «

I'amorcement de réactions chimiqt

L’humidité provoque des réactions d’hydrolyse, glfevoque aussi la dégradation de proc
(Iyophilisats, effervescents....) le délavage desgékea, le montage des poudres et favc
I'apparition ou la croissanate formes végétative11]. [14]

d. Influence de 'air:

L’air en particulier 'oxygene, favorise toutes céans de dégradation par I'oxydation
le développement de processus aérobies, il provagssi le rancissement des corps gre

I'apparitionou I'évolution des coloratiol. [11]

e. Influence de la lumiére:[11]. [14]

C’est un changement de I'état physi de la solution injectable au cours du temps qt
manifeste par :

Modification de la cristallinit ;
Instabilité des émulsio ;
Précipitation dans les formes liquit etc. ;

Interaction contenu/conten: ;

YV V V V V

Impact sur la formulatio
Il. CAS DE LA RIFAMPICINE

1. STRUCTURE DE LA MOLECULE:
La rifampicine ou 16,6,9,17,19,2-hexahydroxy-23-méthox®;4,12,16,18,20,:- heptaméthyl -8-
[N- (4- méthyl-1-pipérazinyl) formimidoyl-2,7{époxypentadéca [1,11,13]trienimi-naphto[2,1-

b]furan-1,11(2H)-dione21- acétoxy possede la structure suivafitb]:

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME
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CH,000

HyC

CHL0

B 03 CH=N—N N—CH;,

CH;,

Figure 2 : Rifampicine (C43H58N4012)

2. DESCRIPTION DE LA MOLECULE:

Rifampicine (Rifaldazint Rifadine, Rimactan, Rifoldine, Sinerdol) constitden des
médicaments les plus actives connus ayant unenaatitituberculeuse et anti staphylocoque
rifampicine est un antibiotique de semisynthesec awee structure macrolide. Elle a un as)
colorée rouge — orange braaus la forme d’un poudre cristalline.

La rifampicine est un antibiotique de la famillesdé&amycine SVbactéricide sur tous ¢
bacilles (caverne, caséum et macroph. Elle est utilisée par voie orale ou injecta
notammendans la tuberculose, la prophylaxie des méningitegningocoques et la lepre.
rifampicine est un inducteur enzymatique hépatiguissant et peut entrainer notamment

diminution d'efficacité de la contraception o. [16]. [17]. [18].

3. ORIGINE ET S1YNTESE DE LA RIFAMPICINE :

en 1959 les rifamycines ont été iso a partir dAmycolatopsismediterrane, du sol de
Nocardia mediterranei, etont un groupe antibiotiques de la famille ansamycine avec
activité antibactérienne pmonce. Plusieurs rifamycirge chimiquement modifiés, tels que
rifampicine, ont été utilisés depuis le milieu desées 1960 pour le traitement de la tuberct
et dautres rifections mycobactérien. Cependant, comme dans le cas de nomkt
antibiotiques, leur efficatd est menacée par I'émence de pathogénes résiste ce qui rend le

développement des rifamyes modifiés ne sont pas soumis a ces meécanismesigéance st
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une matiere d’'urgence.

BN

Bien que de nombreux dérivés de la rifamycine a@atsynthétisc & partir des produits
naturels, les modifications structurelles ont &éfinées en grande partie a une région ¢
molécule, de la position -3 du chromophore naphtoquinonBlus profondément ancr
altérations structurales duoléculaire difficile accomplir chimiquement et clairement appe
des méthodes alternatives (biosynthese) de matidificde la structul.[19]

La rifamycine B a été transformée en solution aogaeaérée en une molécule plus activ
rifamycine S, ellenéme tranormée par réduction en rifamycine SV. Cette deeniést ur
antibiotique trés actif et plus soluble, mais ndssabable par voie orale. En 1965 €
synthétisé un dérivé 3#hethy-pipérazinyliminométhyle administrable par voie orale, apy
rifampicing qui est devenu le principal composant de la fla. [20]

Pourobtenir la rifampicine on commence avec la condensation de- formyl- rifampicine

SV avec le 1- amino —4méthyl— pipérazine en milieu de tétrahydrofurar

w Mécanisme de la synthé::

STREPTOMYCES MEDITERRANE!

OH OH
o 1% on o
n I
L § Solution aq_ueua.: acré @j" action de Mannich H;;C

CH N/'Ri
i Reéeductio -
CHa—COOH i "N,
RIFAMYCIN B RIFAMYCIN S MANNICH DERIVATIVE OF RIFAMYCIN SV
Oxvdation en milieu dcide
OH OH = BB ST i OH OH
1-amino-4-meéthyl pipérazine
" L
i
CH c.
OH Il OH “H
N—N ;a CH3
e 3-FORMYL RIFAMYCIN SV
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LES CARACTERISTIQUES PHYSIC-CHIMIQUES:[21]. [22]. [23]
masse moléculaire : 822,9402 /mole

point de fusion : 183-188°C

pouvoir rotatoire : [o] D 25°= +10.6° (c=0,5% iICDCI3)

La solubilité :sa solubilité dans I'eau a pH,3 est réduite (2,5mg/mi25°C), pourtant la

vV V V Vv B

solubilité dans les solvants comme le chlorofc (349mg/ml; 25°C), le méthanc
(16mg/ml ; 25°C).
Diméthylformamide (100mg/ml), ethylacetate (108mik ; 25°C) et dans I'acétone (14mg ;
25°C)
Aussi la rifampicine est soluba 37°C dans I'HCI, (200mg/mét dans le tampon phosphate
7,4 (9,9 mg/ml)
> Conditions de conservation: La conservation se fait a 25°C dans des récipieatmeétiques
I'abri de la lumiére, de la chaleur et de I'humé
5. PHARMACOLOGIE :

a. Spectre d’action :

La rifampicine fait partie des antibiotiques du gwe desrifomycines ayant une activité sur |
organismes extracellulaires a croissance rapidés présente également une activité bactéri
intracellulaire ainsi qu’'une activité bactéricide ¢ mycobacteriumtuberculos & croissance lente

et intermittenteElle est également active surtM. aviumComplex, le M. Kansasii, et le M. lepr
b. Mécanisme d’action :

La rifampicine inhibe I'activit¢ de 'ARN polyméras dépendant de I’ADN au niveau ¢
cellules sensibles. Elle interagit spécifiquemenecal’ARN polymérase des bactéries,

n'inhibe pas cette enzyme chez les mammi. [24]

La rifampicine agit en inhibant I'’ARMpolyméraseles bactéries, empéchant a
la transcriptiorde 'ADN bactérien. Se fixant directement a cetieyane, elle est efficacdéja a de
faibles concentrations et, contrairement a la nitgjates antibiotiques, elle n’interfere pas a
I’ARN- polymérase des mammifé. [25]
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Parmi ses propriétés remarquables, on reléve safdrée pénétration tissulaire, pouv:
littéralement diffuser dans Ruas-totalité des tissus du corps humaon caractére lipophile |
permet ainsi de traverser sans difficulté les meamds cellulaires. Elle conserve également

activité antibactérienne dans des environnemepks acidt. [26]
¢. Pharmacocinétique :

Résorption : Bonnepar voie orale. Pic sanguin en 2 a 4 heures, sieslt absorbée a jeun €

distance des repas, sinon la résorption est retar@éfusion : Sa fixation aux protéin
plasmatiques est de 75%. La diffusion est excalesauf dans les organes riche: lipides
(SNC) et dans les épanchements, mais elle est lamele poumon, suffisante dans le LCF
caséum et les cavernes.

Transformation :La rifampicine est un puissant inducteur enzymatiduesystéme microsom

oxydatif hépatique, elle induit son propre métark. Sa der-vie passe de 6 heures le pren
jour d’administration a 3+ heures au septieme jour. Elle peut augmele catabolisme
hépatiqgue de certains médicaments associés et corgfire leur efficacité (quelques cas
grossesse survenant malgré une contraception pesjestative bien suivie lors
I'administration de rifampicine

Elimination :La rifampicine subit une éliination biliaire et un cycle entérohépatique, et
contreindiquée en cas d’obstruction compléete des voikasiteis. Elle est donc éliminée par

feces, l'urine (20%), la salive, les larmes, took®Es en rouge orang

6. STABILITE DE LA RIFAMPICINE :

Rifampicine devrait étre stable pendant au moescdins s'il est entreposé desséct

-20°C et a I'abri de la lumiel[27].

La stabilité de la solution de la rifampicine: DMS@ (thg / ml a environ 8 mois a 15 ), eau-
éthanol (8:2), 1 mg / ml, 8 semaines a 4 ° C dasssdlutions aqueuses faiblement basiques
8, 2,20 a22°128].

En présence d'air, la rifampicine econvertie en quinone rifampigé. L’additior d'ascorbate de
sodium permet d'éviter son oxydaticDans des conditions basiques rifampicine subit
désacétylation a 22 ° C formant le-desacetylrifampin (plus d'activité antibactérierast

maintenue). La Rampicine se décompose rapidement dees conditions acides ou alcaline
MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME
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a pH 2

rifampicine est hydrolysé a 3 formylrifampicill est préférable de préparer des solut

aqueuses avec un solvant exempt d'oxe et a un pH neutre.
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CHAPITRE 11 : GENERALITES SUR LA TUBERCULOSE ET LES
ANTITUBERCULEUX

l. LA TUBERCULOSE :
1. Généralités :

Pres d'un tiers de la population mondiale, soitxdeatilliards d’individus, est infecté pi
Mycobacteriumtuberculosist court le risque de contracter la maladie. Pkt millions de
personnes développent une tuberculose évolutive ¢iBgue année, et eron deux millions en
meurent.La tuberdose est une maladie infectiee, dangereuséransmissibl par voie aérienne
et contagieuse, causgar des bacilles du compleMycobacteriumtuberculos qui comprend
Mycobacteriumtuberculosistricto sensu (bacille de Koch décrit en 1882 palbd®t Koch), M.

bovis, M. africanum, M. microti et M. pinnipe.[29]

2. Principe de traitement de la tuberculos :

Les conditions d’une chimiothérapie correcte s
v' une associatiorappropriée de médicaments antituberculeux poureViapparition

d’'unerésistance a ces médicame

v la prescription de médicaments a doses adéquates.

<

leur prise réguliérpar le patier.
v et cependant un laps demps suffisanpour prévenir les rechutes de la maladie a

I'arrét du traitement.

Le traitement sera prescrit a chaque patient @gotiterculose a été confirmée et étredonné

gratuitement aux maladeq3(Q]
3. Les Différentes étapes du traitemer de la tuberculose:

v Le traitement des saa frottis positifs doit touurs comprendre deux phas

v la phase initiale « intensive » durant laquelle 3 voire parfois 5) antibiotique
antituberculeux sont prescrits. Elle dure au mdiesxmois, et se poursuivra jusqu’a
gue les examens de crachats soient né¢

Cette phase est la phase capitale de la chimiqtieé

v la phase de continuation durant lagquelle le pagpeend le plus souvent 2 médicame

antituberculeux. Sa durée doit ¢ insufisamment longue pour permettre I'éliminati
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de tous les bacilles.

[l.  LES ANTITUBERCULEUX
1. Introduction :
Les antituberculeux sont classés par 'OMS en fonatle leur activité antibactérienne et
leur toxicité pour 'lhomme enantituberculeux mage(les plus efficaces et les moins toxique:
en antituberculeux de seute ligne utilisés chez des patients porteurs délémrésistants at

antituberculeux majeurs.

2. Classification des antitubercule : [31]

Dans le traitement de la tuberculose, les médicsng@euvent étre divisés en deux grar
catégories :
» Médicamentgle la premiére ligr : Isoniazide, streptomycine, rifampicine, ethamb
et pyrazinamide.
» Médicaments de la deuxieme li¢: Ethionamide, para-amingslicylique, ofloxacine

ciprofloxacine, cycloserine, amikacin, kanamyciimmycin et capreomycir

Les antituberculeux

Les antituberculeux Les antituberculeux
standards de réserve
|
| | |

Bactéricides : Bactériostatiques : Bactéricides : Bactériostatiques :
- Rifampicine - thiacetazone - fluoroquinolones - Ethionamide
- Isoniazide - ethambutol - kanamycin - para-amino salicylique
- streptomycine - capreomycin - cycloserine

Figure ?: classification des médicaments antitubercu
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3. Laposologie des antituberculeux esser :

Il existe un consensus international sur la poselag utiliser pour chaque médicame

antituberculeux en fonctiodu poids corporel (mg/kg Tableaul).

Tableaul : Doses optimales des médicaments antituberculeussentiels (la fourchette es
donnée entre parenthésef32] :

Dose quotidienne | Dose pour administration intermittente,
Meédicaments (en mg/kg) 3 fois par semaine (en mg/kg)
o 5 10
Isoniazide (4—6) (8—12)
— 10 10
Rifampicine (8—12) (8—12)
o 25 35
Pyrazinamide (20 — 30) (30 — 40)
15 30
Ethambutol (15 —20) (25 — 35)
. 15 15
Streptomycine (12 —18) (12—-18)
2.5
Thioacétazone 2 M 3) Non utilisé

4. Les actualités existdes :

Tableau Il : les associationimédicamenteuses a doses fixeg32]

Médicaments Présentation  [Dosage
P 300 mg + 150 mg
150 mg+ 75 mg
Rifampicine -Isoniazide (RH)
CP granulés 60 mg. + 30 mg
Rifampicine -Isoniazide Pyrazinamide (RHZ) cp 150 +75+400
Rifampicine -Isoniazide Pyrazinamide - Ethambutol (RHZE)  (Cp 150 +75+400+275
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5. Les autres antituberculeux maje :

a. L’isoniazide (INH) :

+ Structure :

Figure 4: Isoniazide (C6H7N30) [21] PM =137

+ Caracteres physi-chimiques :

L’isoniazide est un@oudre cristalline blanche, inodore, 1égéremerdciffe par exposition
I'air et a la lumiere. Elle est solie dans I'eau et dans I'alcool, Iégérement solulaesdle
chloroforme, et pratiguement insoluble dans I'é

b. L'éthambutol(EMB) :

+ Structure :

C.H;

NH  _CHOH
rm’/\‘“v" l

CH,0H

A

oMy

Figure 5 Ethambutol (C10H24N202) [2 PM =277,

+ Caractéres physi-chimiques :

L’éthambutol est une poudre hydroscopique cristalblanche, inodore, au goQt an
Elle est solule dans I'eau, I'alcool, le coroforme et tres Iégérement soludans I'éther.
La poudre doit étre conservée dans des récipientsdtiques entre 15° et 30
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¢. Le pyrazinamide (PZA)

+ Structure:[33]

N CONH,

e
N

Figure 6: Pyrazinamide (C5H5N30) [2 PM = 123,11

+ Caracteres physi-chimiques :

Le pyrazinamide se présente sforme de poudre blanche cristalline. Elle est deludans
I'eau et insoluble dans les solvants organiquegdware doit étre conservée dans des récip
hermétiques entre 15°et 30

d. La streptomycine (SVY) :

+ Structure :

NHCH,

H N‘“‘c—NH
HO
NH

CH, & NH—C—NH;

Figure 7: StreptomycingC19H37N7012) [21] PM = 5554

+ Caracteres physicchimique: :

La streptomycine estne poudre grisatre, inodort au godt Iégérement amer. Les formes
sont hydroscopiques mais ne sont pas affectéesxpasition a I'air et a la lumiéi
La streptomycine a une grande activit¢ en pH alcdtlle est soluble dans l'eau,

pratiguement insoluble dans les solvants organi
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6. Les antituberculeux de seconde inten:

a. La Ciprofloxacine :

+ Structure [34]

HN ; ‘ I

Figure 8: Ciprofloxacine (C17H18FN303) [2 PM = 331.:

+ Caracteres physicohimique: :

La ciprofloxacine est une poudre cristalline blascimodore. Elle est soluble dans I'eat
dans l'alcool, légérement soluble dans le chlomfoet pratiquement insolubdans 'éther. La
conservation se fait a 25°C dans des récipientadteyues a I'abri de la lunre, de la chaleur et

de I'humidité.
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DEUXIEME PARTIE

PARTIE PRATIQUE

CHAPITRE | : MATERIELS ET METHODES UTILISES POUR
L'EDUTE DE LA STABILITE DE LA RIFAMPICINE

INTRODUCTION :

L'objectif de I'essai de stabilité est de fourr@sdnformations sila fagcon dont la qualité d'.
médicament varie avec une peériode de temps sous linfluence ptiesieurs facteur
environnementaux, tels que la pression, la temperaia lumiere et 'lhumidité, donc permett.
une recommandation raisonnable a fe

Dans le domaine pharmaceuti, I'expression 'stabilité " se compose de plusrs concepts
qui comprennent a la fois les propriétés physigiehimique d'un médicameniCependant, les
études de stabilité ne visent que la stabilité aue des ingrdients actifs de médicaments, di
ce cas c’est la rifampicine.

L'intention derriérdes études normales est de montrer que la substeédicamenteuse sera
conforme auxspécifications pendant une certaine période de gerepommandée, appe
comme la période de contessai, tandis que dans les conins recommandées de stocki

Les études accélérées sont définies comme les sétedeeprises pour démontrer
caracteristiqgues de stabilité de la substance ragainteuse sous l'influence de divers fact
extrinseques.

Ces études sont effectuées les échantillons du méme lot dans diverses comditiqui
comprennent des incréments de température comrfaei@ur d’accélératio

Des Etudes accéléré sont conduites a fournir un ensemildonnées qui permettent
caractérisation de la stabilité rinseque de la substance médicamenteuse, I'éthksd de:

voies de dégradation, en évaluant la cinétique alx tet lidentification des produits
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décomposition de base appelées aussi les produdsgtadatiol

A=

FST FES

Dans certains cas, la RMP est util dans les servicede la réanimation médicale api

reconstitution de la poudre de la gélule. En susipardans I'eau de robinet, pour une éventt

administration par gavagepour les malades com:

Dans cette optique, nous avons réalisé cette sue I'évaluation déa durée de solubilit de

la RMP dans I'eau, en respectant les mémes consditie préparation de la solution que ce

réalisées aux services de la réanimation méditcaessi dans le sérum salé 0,9% et le glu

5%.

Il.  MATERIELS:
1. APPARIELLAGE :

Agitateur magnétiqu
pH-métre.
Etuve

¢ & & &

Balance de précisic

2. VERRERIE :

Beche

Erlenmeye

Eprouvettes 50ml, 25ml, 10
Pipettes 1ml, 20ml, 5n
Micropipettes 10ul, 1000ul.

& & & o b

3. REACTIFS:

&

Antituberculeux utilis : la rifampicine

DCI Forme Dosé

Rifamycine Rifampicine | Gélule

300 m¢

% Solvant: :
Méthano
Eau distillée

Sérum sal

¢ & & @

Sérum glycos
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4 Solution tampon phosphate ph=
> PREPARATION DU TAMPON PHOSPHATE 0,1 M AVEC UN PH=7,4 :
4 Phosphate monosodic : m (NaHPO4) = 3,1g
& Phosphatdisodique : m (Na2HPO4)= 10,99
Pour préparer ce tampon, nous avons dissousffésedies quantités pesées dans 10(
d’eau distillée avec agitation. Le pH est aj jusqu’a 7,4.Cette solution peut étre stockée |
1 mois a 4°C.
Ill.  METHODES D’IDENTIFICATION DE LA RIFAMPICINE

1. LA SPECTROSCOPIE D'’ABSORPTION DANS L'UVISIBLE : [34

#+ Principe :

Dans une molécule, les transitions électronique-visibles mettent en jeu les énergies
plus importantes de la chimie (environ de 13000@05cm-1 soit 160 & 665 kJ-n-1). L'ordre
de grandeur des énergies mises en jeu est celuérdmgies de liaison des molécules et
rayonnements peuvent parfois provoquer des ruptediaisons

Plus généralement, ils provoquent des transitidestrériques entre les déférents eaux
d’énergie des molécules.Certaines molécules organiques ont la propriétéosdeber les
radiations de courte longueur d’onde (-800 nm) et peuvent étre caractérisées grace a
propriété. Le domaine du visible et 'UV a été abondamment étudié et ce depuis longie
Mais s'il est indispensable pour une approche @xgétale de la nature de la liaison, il est pat
en information structurale. Son emploi est de pluplus réservé a l'analyse quative via la loi
de Beer-Lambert.

+ Loi d’absorption de la lumiere (Beer-Lambert) :

Soit une lumiere monochromatique traversant ungtisol absorbante de concentratC

contenue dans une cuve d’épaisd.
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Solution absorbante
Concentration C

Intensitd
LUMIERE 'nodente lg ” ‘ Intensité |
MONOCHROMATIQUE .:--.. --l.j F &_';L.IL'ZJL,_‘I:'.I\J_S..:.';\E

Trajet optique (1)

Une partie de ce rayonnement sera absorbée pdratighon et une partie sera transmi
Bouguer, Lambert et Beer ont étudié les relatianiegistent entrd0 etl : I'intensité d'une lumiéere

monochromatique traversant un milieu ou elle esbdi®e dcroit de fagon exponentielle
I = 10e-kIC

¢ 10: l'intensité de la lumiere inciden

¢ 1:l'intensité apres passage a travers la cuve camténsolution (intensité transmis
¢ |:la distance traversée par la lumiere (épaissela deve) (en cn

¢ C:la concetration des especes absorbal

¢ K:estune constante caractéristique de I'échan.
Cette équation peut se réec :log(lo/1) =kiC/2.3 =¢. 1. C.

¢ Log(l0/1) : est appelé absorbance (;

¢ 1/10=T: est la transmissio

¢ %T:estlatransménce

¢ ¢ estle cefficient d'extinction molaire c’est une caractéristique de la substance étuc

une longueur d'onde donnée C(la molarité), € est en L.molt.crr-1.

On obtient alors la relation connue sous le norlodeée Bee-Lambert :

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME
33




0C Projet de fin d’étude Fa :
& HASSAN II Laboratoire de Pharmacologie- CHU Fes
o — FST juin 2014 FST FES

www.fst-usmba.ac.ma

A= Log (To/T) =21 C

¢ Validité de la loi de Beer-Lambert :

La loi de Beel-ambert s'applique pour des radiations monochra@ues et sa validité e
bonne lorsqu'on travaille avec des solutions saffiment diluées pour ne pas modifier

propriétés des molécules (associe, complexation...).

+ Les applications de la spectroscopie L :

La spectrométrie s’utilise principalement dans deas

¢ en laboratoire afin d’établir un tracé quantitatiin spectre d’absorption ou de réflex
en fonction de la longueur d’oni

¢ enanalyse industrielle soit pour déterminer la contosd’un échantillon, soit pot
mesurer des parametres (couleur, turbidité

+ appareillage :

L’étude des absorptions nécessite I'utilisationnddpectrometre U™ Visible. La figure suivant:

représate le schéma de principe d'un spectrométre d'ptisorUV- visible double faisces.
Il est constitué des éléments suiva
¢ Source:

Le rble de la source est de fournir la radiatiomiheuse. Dans la région de 'UV (19(
400 nm), la source est une Ipe a décharge au deutérium. Une lampe a filamemttrdgstene

est utilisée pour la région allant de 350 a 80L.
¢ Monochromateur :

Le monochromateur a pour role de disperser le mament polychromatique proven:
de la source et d'obtenir des radiations monochtiopnes. Les monochromateurs les f
utilisés sont composés en général d'une fenterd&end'un dispositif de dispern comme un
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prisme ou un réseau et d'une fente de sortie. &tditlon et le détecteur, placés juste derrier

monochromateur, ne seront donc traversés que pawmnaine étroit de longueurs d'on
¢ Diviseur de faisceau ou photometre :

La lumiére monochromatique qui émerge du monochtemnaest séparée en de

faisceaux qui traversent les compartiments de #ation et de la référenc
¢ Détecteur:
Le détecteur est un tube photomultiplicateur quiveatit la lumiére recue en coure

Ce type de détecteurs est de plus en plus remplacdes photodiodes (se-conducteurs) plus
sensibles. Le détecteur est relié a un enregistpgiypermet de tracer un spectre d’aption de

I'échantillon analysé.

_Figure 9 : spectrophotométre UV

%+ Mode opératoire du dosage de la rifampicine par U :

Spectrophotométrie d’abrption dans l'ultraviolet et le visible

> PREPARATION DE LA GAMME D’ETALONNAGE :
Pour déterminer la concentration de notre espéce cobréest la rifampicine (couleur de
solution est du jeune orangée), on doit d’aborfibctiier une courbe d’étalonnage en utilis
la loi de Beer-LembertPour le tracage de cette droite on a préparé desoss étalons pe
dilution a partir d’une solution qui servira et est appelésolution meére

Les valeurs qui ont pris en considération sontoupées dans le tableau sui\ :
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Tableau Il : procédure de la préparation de la gamme d’'étalonage

FST FES

les solutions filles S1 S, S3 Sa Ss

la concentration dans chaque solution (mg/mL) 0,1 0,125 0,16 0,25 0,5
volume de la solution mére (mL) 1 1,25 1,6 2,5 5
volume du Méthanol ajouté (mL) 9 8,75 8,4 7,5 5
volume total dans les solutions filles (mL) 10 10 10 10 10
facteur de dilution (C/Cx=Vim/Vx) 10 8 6,25 4 2

» SOLUTION & EXAMINER : | PHARMACOPEE EUROPEENNE 7.0]

Pour étudier la stabilité de la rifampicine nousras adopté la méthode décrite dan

pharmacopée Européeni

Disposant d'un échantillon de la rifampicine (gélule 300mg) et d’'uspectrophotométre

permettant d’explorer ledomaine du visible, nous avons préparé une solutienla

rifampicine selon le protocole suiv. :

Dissolvez 50 mg de rifapicine dans 50 mL de métha. Prélevez 1 mL de cette solution

complétez a 50 mL avec la solution tampon phosphbhi®4 R.

Région spectrale22(-500 nm.
Maximums d’absorptio: a 237 nm, 254 nm, 334 nm et475 nm.

.
.
¢ Rapport des absorbanc: A334 A475= environ 1,75
.

Blanc utilisé: 1mL du Méthanol +4 mL du tampon phosphate.

CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSION

l. RESULTATS ET DISCUSSIONS:
1. Spectre UV de la métule de la rifampicir :

Tableau lll : les données du spectre U-VIS de la RMP :

Données du spectre UV
max (nm) littérature max (nm) expérimental
237 236
334 336
475 479
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. . I \

0
200 400 600 800
Wavelength[nm]

Figure 10 : Spectre UV-VIS de la rifampicine

+ Interprétation du spectre
D’aprésla pharmacopée européenne la rifampicine présemtieeglongueur d’ond
Maximum  Emaxi= 237 nm Amax = 254nn; Amax3 = 336nm Amaxa= 475nm )
Dans notre spectre, il y a que tramaqui apparaissent, et cela peut étre di au prestet
lequel on a travaillé, ou bien de I'appareil. Coeifpeutétreaussi de dosage effectt

2. Etude de stabilité de la RIF au cours du tempses dobscurit :

Durée concentration absorbance
(0] 0,1 0,1064
2H 0,09 0,0903
4H 0,08 0,0879
6H 0,07 0,0744
8H 0,07 0,0711
24H 0,1 0,1085
48H 0,12 0,1232
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la stabilité de la rifampicine dans le Méthanol

absorbance
0,14

en fonction du temps

0,12

01232

0,1064

0,1085

01

0,08

00903 0,0879

0,0744.

0,0711

0,06

0,04

0,0z

01

0,09

2H

0,08 0,07

4H 6H

0,07

8H

0,1

24H

0,12

48H

concentration

durée

Figure 11 : courbe de variation de la stabilité de la RMP au cours du temps.

4+ Interprétations :

D’apres la courbe, on remarque qu’il y a une dirtiorude I'absorbance de la rifampicin

au bout de 8 heures apres la préparation de ld@ulCette diminution est expliquée par

dégradation de la molécule de la rifampici

Apres 24 heures, oa une augmentatiode I'absorbance de la solution étudiée ce qu

expliqué par la formation d’'un produit secondaieedégradation et qui présente une absorb

dans la méme longueur d’onde que la rifampic

Donc la rifampicine est instable dans le Méthamolomction de temp:

3. Effet de la lumiére sua stabilité de la rifampicir :

durée concentration absorbance
to 0,1 0,1066
2H 0,09 0,0918
4H 0,07 0,07777
6H 0,08 0,1917
8H 0,06 0,0602
24H 0,08 0,0881
48H 0,08 0,1232
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absorbance effetde la lumiére sur la rifampicine

0,25

0.2

0,1917

0,1232

90,1066
0,1 =

00,0918 0,0881

007777

0,0602

o
0,1 ‘ 0,09 ‘ 0,07 ‘ 0,08 ‘ 0,06 ‘ 0,08 ‘ 0,08 ‘ concentration

t0 ‘ 2H | aH ‘ 6H ‘ 8H | 241 | 48H | durée

Figure 12 : courbe d’effet de la lumiére sur la variation de la stabilité de la RMP.

+ Interprétations :

La courbe montre une diminutic de I'absorbance aprés 4 heures de la préparatida
solution.Cette diminution est expliquée par la dégtion de la rifampicine, donc
concentration va diminuer. Apres 6 heurc.a.d.a 14H30) I'absorbance atteison maximum
car la solution déa rifampicine a recu le max de lumi lors de son exposition au sol et elle
a passédans un état excA@res 8 heures I'absorbance a eu une augmentatest,un produi
de photodégradation qui appai

Donc, la rifampicine est un principe & nonphotostable et sa photodégradation i
conduire a une diminution de sa efficacité théréinae et parfois a la formation de produit
I'origine d’effets toxiquesSelon la littérature ces produits de photodégradatont notammet
a l'origine d’wne oxydation de la fraction naphtoquinone pour @ona rifampicine quinone «
d’une oxydation de I'amine F"présent sur le fragmentipérazine pour donner le-oxydg35].
[36]. [37].

4. Effet de la température ¢la stabilité de la rifampicine :

Cetteétude est réalisée en soumettant le médicamert tengpeératures élevées pour réal
un vieillissement accélérPour savoir I'effet e 'augmentationde la température sur la stabil
de la RMP. @ a pris une gélule du médicament qui contient.é et on I'a mis dans I'étuv

pendant 48 heures en variant la tempér (25°C, 35°C et 45°C).
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< A25°C:
concentration absorbance
t0 0,14 0,1484
2H 0,13 0,1404
4H 0,12 0,1246
6H 0,12 0,1245
8H 0,12 0,1222
24H 0,18 0,1924
48H 0,15 0,1578
absorbance stabilité de la rifampicined la T de 25°C
0,25
0,2
0,1924
015 0,1578
’ SR 0,1404
01246 0,1245 01222
01
0,05
0 .
0,14 013 0,12 0,12 0,18 015 concentration
0 2H M 6H 244 48H durée

4+ Interprétations :

Figure 13: courbe de variation de la stabilité de la RMP a la température de 25°C.

On remarque dans cette courbe que la RMP a ressfye stable pendant 8 heuen

exposition a 25°C. Mais ap|, I'absorbance a eu une augmentation. Cette derpwrelu a le

formation d’un produit de dégradation qui s’absadbes la méme longueur d’onde que la R!

Cette dégradation est a cause de I'accumulatidteffiet de la tempérare au cours du tem
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FST FES

concentration absorbance
t0 0,09 0,0540
2H 0,11 0,0606
4H 0,12 0,0687
6H 0,10 0,0693
8H 0,14 0,0831
24H 0,19 0,1095
48H 0,19 0,1107

Variation de la stabilité de la rifampicine a 35°C

0,14

0,1254
012 -

01

10,1096 00,1095 01107

0,1057

0,08

0,0831

0,0693

0,04

0,02

0,13

011 01 01 0,14 019 019

2H 4H 6H 8H 24H 48H

Figure 14: courbe de variation de la stabilité de la RMP a la température de 35°C

4+ Interprétations:

On remarque I'absorbance a diminué progressive c.a.d. que la concentration a dimir
aussiet c’est expliqué par la dégradation de la RMP $etfet de cette TP au cours du tes. (
23% de la RMP qui été déegrade

Apres 6 heures, I'absorbance a eu une augmengicst du a la formation d’un produit

dégradation qui s’absorbe dans la méme régionrsphecjue la RMF
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< A45°C:
concentration absorbance
t0 0,1 0,1067
2H 0,06 0,0653
4H 0,06 0,0631
6H 0,04 0,0428
8H 0,03 0,0314
24H 0,09 0,054
48H 0,12 0,1303
absorbance stabilité de la rifampicine & 45°C
0,14
0,1303
0,12
0,1067
01
0,08
0.06 0:0853 0,0631
0,054
0,04 0,0428
00314
0,02
4]
01 0,06 0,06 0,04 0,03 0,09 0,12 concentration
0 2H 4H &H 8H 24H 48H durée

Figure 15: courbe de variation de la stabilité de la RMP a la température de 45°C.

4+ Interprétations :
On remargue l'absorbance a dimirprogressivement au cours du temps a cette TP de.
(30% de la RMP qui été déegradée). Apres 8 heuadsdrbance a commenceé d’augmente

cette augmentation est expliquée par I'apparitiom clouveau produit de dégradatic

> Discussions :

Les effetsdélétéres de la chaleur sont cumulatifs lorsquselél minimal d’activation de
réactions de dégradation est atteEn définitive les effets de la température peucaniser
- Une modification des caractéres organoleptiquesipc-chimiques

- Une modification de la sensibilité microbiologiq
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-Une cgradation du P.A, de l'excipient ou de la formdégmue entrainant une pe

d’efficacité, voire une toxicitLes études de stabilité a basse température incluantyale

congélation/décongélatiome sont pas toujours réalisées. La durée et leglittoms de

conservation des médicaments sont fixées en foncées résulta de ces essais de stabil

[38].En regle générale, I'exposition de ce médicamentr@d (quelques heures) n'a pas

conséquence sur sa stabilité ou sa qualité, taatEfa@wongélation doit étre évitée, en particu

pour tous les liquides. Les formes solides telles s comprime ou les gélules peuvent &

détériorées par le gel.

Pour compléter cette étude il est judicieux deefaes tests différente: températureselque
10,°C, 15°C,20°C, 30°¢(10°C et de refaire celle de 35°C qui présente rdssitats nc-
interprétables.

5. Etude destabilité de la rifampicindans des différentes solutions :

Dans I'eau :
temps concentration
OH 0,04
2H 0,03
4H 0,03
6H 0,01
8H 0,01
24H 0,11
48H 0,14
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concentration

Evolution de la stabilité de la Rifampicinedans l'eau

0,16

0,14

0,12

0,1

0,08

0,06

0,04 0.04

o003 0,03

0,02

0,01

0,01

OH

2H

4H 6H

8H

24H 48H temps

Figure 16 : courbe de variation de la stabilité de la RMP dans I’eau.

+ Interprétations :

En comparant les résultats de cette courbe et cellda variation de la stabilité de
rifampicine dans le Méthancon peut clairement remarquer que la rifampicinenésst pas <
soluble dans l'eau. (Seulement 40% qui est soluOn remarque aussi une diminution de
concentration apres 8 heures de la préparatioa dellition de la rifampicine dans I'eau. C¢
diminution est expliquée par
Ensuite on voit une augmetion de la concentration de la solution. C’est onveau produit d

la dégradation denrw®lécule dans I'eau au cours du ten

dégradation qui s’est produit. Donc, on peut dire & rifampicine est instable dans I'e

e Dars le sérum sa:

temps Concentration
OH 0,05
2H 0,05
4H 0,05
6H 0,05
8H 0,02
24H 0,05
48H 0,07
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Evolution de la stabilité de la Rifampicinedans le
sérum salé

Figure 17 : courbe de variation de la stabilité de la RMP dans le sérum salé.

On remarque quée sérum salé présente la meille concentration initial de la rifampicine (
50% de rifampicine qui est solubl

La RMP a restétable pendant 6 heu, apres ila commencé a se dégrader.aprés 48 heu
concentration a augmenté, et c’est expliquée paphrition d’un produit de dégradation de
RMP.

» Dans le sérum glucosé de :

temps concentration
OH 0,01
2H 0,01
4H 0,03
6H 0,04
8H 0,07
24H 0,02
48H 0,04
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Evolution de la stabilité de la Rifampicinedans

le sérum glucosé
0,08

0,07

@
o
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OH 2H 4H EH &H 24H 48H

Figure 18 : courbe de variation de la stabilité de la RMP dans le sérum glucosé

+ Interprétations :

Les résultats de cette courbe montrent gu'’il y e faible solubilité de la rifampicine dans
sérum glucosqSeulement 10% de la RMP qui est soluble). AlssBIMP a resté stable da
le sérum glucosé que 2 heures. Aprés on remarqgeeforte augmentation de la concentra
de la solution examinéeCette augmentation peut étre du a la formati’'un produit de
dégradation provoqué par l'interaction du glucogece les fonctions qui se trouvent darla
molécule de la RMP. C’est uneycolysation(O-glycolysationou N-glycolysation ou C-
glycolysation.donc on peut dire que la RMP n’est pas stni soluble dar le sérum glucosé.

Il. CONCLUSION :

La surveillance réguliere de l'activité des antérduleux est considérée comme un mc
objectif pour évaluer l'efficacité d’'un Programmetidnal de Lutte contre la tuberculose.
effet, lorsqu’il s’agit d’antituberculeux, la qualité et l'activ de ces médicament sont
primordiales pour assurer I'efficacité nécessairéraitement

La perte de stabilitgpeut avoir des diverses conséquences neéfastes siqualité des

médicaments En effet, elle peut causer peate d’activité du médicamenll s’agit souvent
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d’'une conséquence majeure. Un médicament est egrai&onsidéré comme inacceptable
terme de qualité lorsqu’il réside moins de 90%alguantité de basen principe acti

Pour celaCe travail entrepris s la rifampicine qui est un demtibiotiques antituberculet
essentiels & pour buf’étudier et de vérifier la stabilité de ce P.A dades différent
conditions(le tempsla lumiére¢ ; la température ext....).

Selon les résultatsouvés, on peut concluque la RMP est un P.iastable a I'exposition de
la lumiere. Ereffet au bout de 8 heures la molécule se dégradéatres dérivé
Le stockage de la RMPdes températures différentes a montré ¢ médicament est instable
des températures élevédsétude de la olubilité de ce médicament dans diverse solu
(Méthanol,eau, sérumsalé, sér glucosé) a montré que la RMP est soluble dahééliaanol
contrairement a I'eauComm« domaine d’application des solutions de gavage,roave que
sérum salé est le plus adapté.

En conclusion, la RMRlemande un stockage a l'abri de la lumiere, a @emepérature
ordinaire (25°C) et a I'étatolide (comprimé ou gélule) a I'abri de I'air.

La préparation de la RMP en solution doit se faigte avant son utilisation pour gart
I'activité et I'efficacité du P.A

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME

47




0C Projet de fin d’étude Fa :
& HASSAN II Laboratoire de Pharmacologie- CHU Fes
o — FST juin 2014 FST FES

www.fst-usmba.ac.ma

BIBLIOGR APHIE

1:DIOP C. Contrdle de qualité des antituberculeux magurs utilisés par le Programme National d¢
Lutte contre la Tuberculose(PNT). This Pharm. n °5, Dakar, 2001,

2: FEINBERGM. Organiser rationnellement les essais, une nécessité pour apiser la préparation
des échantillonsAnalysais,n23-25. 1988, 20.

3 : FEINBERG M. L’assurance qualité dans les laboratoires agi-alimentaires et pharmaceutiques
Editions TEC et DOC, n°30Baris, 199¢

4 :GUEYEC.Contribution au controle de qualité des médicameis génériques dans les centres
santé de DakarThése Pharm?71, Dakar, 1996,

5:LANET J. Le médicament : éthique et réalité industrie. La qualité pharmaceutique. Edition
de santé n°3 : 215.Paris, 1991.

6 : LEHIR E., BILLET A., CARDENNE M., EUZENA A., FAUSSA TA |. Guide pour I'élaboration

de la manuelle qualité d’'uneentreprise de fabrication de médicaments rapports d’'une commission
SF. STP Pharma Pratiquesvol. n°5 ; 115-1497. ISSN 1997.

7 :J.M.Nivet ; Détermination statistique des limites d’acceptatin de la teneur en principe actif

d’un produit fini par rapport aux spécifications des médicaments.

8 :P.Lotteau. Commentaire a propos de I'avis aux fabdants de spécialités Pharmaceutiques rela

a I'essai de stabilité Rapport d’'un groupe dravail de la SFSTP.n° 22. STP pharm1986.

9 :F.Pellerin. Suivides métiers premiers de I'originea I'emploi. n°5,STP pharmipratique, 2001.
10:C.H.Bibart .Stability programms in the Upjohn Company.n® 2-12STP pharmal99
11:A.Etienne. Formulation, transpositions d'échelle estabilité. Sc. Tech .Pharm ,0Octob2007.
12 :Pharmacopéeeuropéenn2000 Efficacité dela conservation antimicrobieni

13:C.H.Bibart .Stability programms in the Upjohn Company.STP pharma°2-12, 1999.

14 F.Pellerin et D.Baylocq et N.ChanorL'étude de stabilit¢é des médicaments. Recherche

dévebppement pharmaceutiqu, n°2-1998.

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME
48




ocC

Projet de fin d’étude
HASSAN I Laboratoire de Pharmacologie- CHU Fes
U = FST juin 2014

www.fst-usmba.ac.ma

15:Gallo et allUPAC numbering, 1974.
16:Zotta, V. ChimieFarmaceutica, Ed.Medicala, Bucarest,p 201-203, 1985,
17:Oniscu, C. Chimiasitehnologiamedicamentelop 1624164 Ed. Tehn., Bucarest, 19

18:FarmacopeeaRomana, p9¢-970. Ed.X, Ed. Medicala, Bucarest, 1993.

19:goodman and Gilman’s the pharmacological Basis oherapeutics, p. 1149; 8th ed ., eds.Gilme

A.G.et al.,Pergamon Press, 19

20:0Oniscu, C. Chimiasitehnologiamedicamentelor, Ed. Tmn., Bucarest, 198,p 162-164.3.
FarmacopeeaRoména, Ed.X, Ed. Medicala, Bucare3}, P%°-970.

21:the merck index 12 :8382Gallo, G.G and Radaell ;
22:P Anal.Profiles of drug Subs,K Flore ,ed Academic Press , NY,5,467,1¢

23: Gallo, G.G and Radaelli; P Anal.Profiles of drug Subs,K Florey , ed Acadeia Press ,
NY,5,467,1976/ Clarke’s isolation and identificatiof drugs , ed, edMoffatt, A.C. et al. p96C
24 rrésumé des caractéristiques du produit. Site web ABM.Agence natinale de sécurité ¢

médiament et des produits de sa
25: Wehrli W. Rifampin : Mechanism of action and resistanc Rev Infect Dis1983; 5,407-11.

26 :Acocella G. Pharmacokinetics and metabolism of rifaapin in human. Rev Infect Dis,p428-
32.1983.

27:Sigma quality control data.
28:Karlson, A.G and Ulrich, J.A., Appl. Microbiol., 18, 692, 1969.

29:Gallo, G.G and Radialli ,the Merck Index 12:87-82.; P AnalProfiles of drug Subs,K Florey ,
Academic Press , NY,5,467,19;

30: OMS. Programme Mondial de lutte contre la tuberculse Principes généraux d’une lutte
antituberculeuse efficace®OMS, WHO/TB/1994 : 7

31:AIT- KHALED N. et ENARSON D. Tuberculose. Manuel pour les étudiants en Médecin.

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME

FST FES

49




“C Projet de fin d’étude Fa :
& HASSAN II Laboratoire de Pharmacologie- CHU Fes
o — FST juin 2014 FST FES

www.fst-usmba.ac.ma

OMS-UICTMR, 1999, WHO/CDS/TB/9, 272: +-109.
32 ‘M.C. Benjelloun,Pathologie respiratoire 201 ; Tuberculose p :13

33 :le traitement de la tuberculose. Principes a l'intntion des programmes nationau

Troisiéme édition .Organisation mondiale de la 8- Genéve 2003. WHO/CDS/TB/2003.3

34:DIOP C. contr6le de qualité des antituberculeux magurs utilisés par le ProgrammeNational de
Lutte contre la Tuberculose.(PNT).Thése Pharm., Dakar, 2001, n°05.

35 F.GUEDIRA, Umb5a_fsr/ Filiere SMC/ S4/ Module 14/ Cours de Spaoscopie/ Chapitre I/

36 :Giraut C, Sarrut B. Tables d'utilisation des médicanents

4eEd, Paris : Frison Roche 1¢.

37 :Voigt R. Pharmazeutische Technologie
9e Ed, Stuttgart: DAV, 2000.

38:J Parenter Enter Nutr,Dupertuis YM et al. Physical Characteristics of total parenteral nutrition
bags significantly affect the stability ofvitamins C and B11999; 26:31Qt6

39:La Commission d’Autorisation de Mise sur le March.n°372/ Afssaps, décembre 2.

40: YU-JEN CHEN, THE SOLUBILITY ENHANCEMENT AND THE STABILITY

ASSESSMENT OF RIFAMPICIN, ISONIAZID AND PYRAZINAMID E IN AQUEOUS MEDIA.

Of RHODES UNIVERSITY.2000

MST Chimie des Molécules Bio Actives — RAJI OUIAME
50




Oc
HASSAN 11

o —"

Projet de fin d’étude

Laboratoire de Pharmacologie- CHU Fés

FST juin 2014
www.fst-usmba.ac.ma

ANNEXE 1:Spectre U\-VIS de la rifampicine. [40]
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ANNEXE 2:La procédure de I'appareil de 'UV.
A-Démarrage du programme :

1. Démarrer le programme [spectra Mana
2. Double<cliquer sur [quantitative Analysa

Un messageunder initialisatiol » apparait, signalant que les parametres sontuns de trensfel
vers le spectrophotométre.

3. La fenétre [quantitative Analysais] s’oux
B-Création de la courbe d’étalonnag :

1. Exécuter [File]iNew...]
2. Cliquer sur «New »our ouvrir la fenétre des parametres.
3. Vérifier les parametres ‘Weavelength,simple N° kpe3
4. OK pour transférer les parametres vers le speottophetre « CalibrateCurveParamet: »
s’ouvre.
Garder Calibcuvre sur [Proportior
Cliquer sur [stdt01]
7. Taperla valeur de la concentration dans [Conc.] puigudr sur append »
La valeur de la concentration s’affiche et le curggsse automatiquement a la li
suivante.
8. Reépéter les étapes 6 et 7 pour tous les pointétdéoh
9. Cliquer sur [std#01
10. Cliquer sur «start.. ».la boite de dialogue [Quantitative Measurementj\ge.
11.Pour mesurer le Blanc Stand :
a. Sélectionner I'option [Blanl
b. Placera cuve Blanc Standard dans la chambre Echant
c. Cliquer «star ». le Blanc Standard est mesuré etaaur est automatiqueme
ajouté dans [Standard Blank] de [CalibrateCurveiatars]
12.Pour mesurer le Standard Echanti :
a. Cliquer sur [std#01] pour ramener le curseur adapere ligne
b. Placer I'échantillon Standard dans la chambre Bdlan
c. Cliquer «star ». La valeur de I'absorbance apparait automatiquéohens le
fenetre [CalibrateCurveParameters], Le champs [pas$e de---] & [Use].
Le curseur passe automatiquement a la ligne sy
d. Reépéter les étapes b et ¢ pour chaque Sta Echantillon
e. Cliquer sur - Close» pour fermer la boite de dialogue [Quantitativeasigrment
13.Exécuter [Methoc-[Save As ....] pour sauvegarder le fichier Méthode ¢durbe étalon

o o

Sous le nom de la molécule a do:
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C. Dosage d’'une Ebantillon Inconnu :

1. Exécuter [Measuremel-[Measurment...].
2. Pour mesurer le Blanc Echantill
a. Cocher 'option [Blank]
b. Cliquer « Star ». Le Blanc Echantillon est mesuré.
3. Pour mesurer 'Echantillc:
a. Sélectionner I'option [Sample
b. Placer la cuve content I'échantillon dans la chambre du spec
c. Cliquer « Star ».la concentration de I'échantillon est calculéelauwase de la court
de calibration et le résultat est affic
d. Répéter les étapes b et ¢ pour tous les échasti
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ANNEXE 3: La pharmacopée européenne
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