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Résumé
La stabilité est la capacité d'un médicament a elesr conforme aux critéres d’acceptation
assurant son identité, son titre, sa qualité puseté durant une période de conservation spékifiée
L’étude de stabilité des antibiotiques, notammesg bétalactamines, a une importance capitale
suite a l'apparition d’éventuels impuretés toxiqeesun sous- dosage en principe actif qui peut
déclencher le phénomene de résistance des bactéries
Les caractéristiques physico-chimiques d’'un médaa sont des indicateurs sensoriels de sa
stabilité, des changements par apparition des amyleyolts ou odeurs anormales rendent le
produit en état de doute .Ces anomalies peuveatdtes a des dégradation au cours de la
fabrication, de I'entreposage ou a une mauvaismcéeité des emballages mettant le médicament
en contact direct avec les conditions environneaeat
D’apres notre étude :
*L’amoxicilline est sensible au bétalactamasesltpydrolyse donc son ajout avec un inhibiteur de
bétalactamases qui la protége et renforce samitaast obligatoires.
*’acide clavulanique est tres instable a causd’deydation apres I'exposition de poudre a
I'air atmosphérique.
Il est plus sensible a I'hydrolyse que I'amoxici#i en suspension reconstituée. Cette instabilité es
traduite par une baisse de teneur. Aussi il estitrgtable vis-a-vis I'hydrolyse, notamment basjque
gu’a la photodégradation ou la dégradation par é&atpre.
L’'association de I'amoxicilline et de l'acide claanique en poudre doit étre conservée dans des
emballages étanches et a I'abri de la lumiére, laa Pajout d’'un conservateur est obligatoire.
Lorsque le médicament est soumis a la suspensorpriservation a une température de +2°c a
+8°C est indispensable.

Mot clés : Antibiotique, Amoxicilline, Acide clavanique, StabilitéPoudre, Suspension.
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AC . Acide clavulanique

AM : Amoxicilline

AMM  : Autorisation de mise sur le marché
CDI : Dénomination commune internationale
CV : Ceefficient de variance.

EDQM : Direction européenne de la qualité des médicasnent
HPLC : Chromatographie liquide a haute performance.
ICH : Conférence international d’harmonisation

IMP . Impureté

LNCM : Laboratoire national de contrdle des médicaments.
OMCL : Laboratoires officiels de contrble des médicamment
OMS : Organisation mondiale de la sante.

PA : Principe actif

SCR : Substance chimique de référence

STD : Standard

uv - Ultra violet.

USP : Pharmacopée américaine
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INTRODUCTON

Les industries pharmaceutiques sont chargées tteemé la disposition des patients des médican&iEs et fiables
en terme qualité, sécurité, efficacité. Un élénuteit de La qualité du médicament est le profil b#ité qui constitue
une rubrique particuliére du dossier d’autorisatienmise sur le Marché (AMM). La stabilité décodk I'ensemble
des données physiques et chimiques acquises tdomguiu développement du médicament depuis laéneagiremiére
jusqu’au produit fini.

La stabilité d’'une préparation pharmaceutiquesastapacité a demeurer conforme aux criteres efaton assurant
son identité, son titre, sa qualité et sa puret@rdwne période de conservation spécifiée. Elfgedd a la fois des
conditions de leur stockage (température, humetitémiere) et des caractéristiques intrinséquegrdduit (substance
active, nature des excipients, interaction sulcgtaactive/Excipients , qualité de la formulationteraction
contenu/Contenant).

L'instabilité d’'un produit pharmaceutique peuttszduire soit par la formation d’'impuretés pouvéaméntuellement
présenter une certaine toxicité ou par une dinmudie la teneur en principe actif dans le médicansait aux aspects

liés aux caractéristiques microbiologiques.

Les caractéristiques physico-chimiques d’'un médaa sont des indicateurs sensoriels de sa
stabilité, des changements par apparition des amyleyolts ou odeurs anormales rendent le
produit en état de doute .Ces anomalies peuveatdites a des dégradations au cours de la
fabrication, de I'entreposage ou a une mauvaismcéeité des emballages mettant le médicament

en contact direct avec les conditions environnemeqt

Les antibiotiques sont considérés parmi les médkeds les plus importants a étudier leurs stabilitdu fait des
résistances des bactéries, cette résistance pewtu& a une teneur faible en principe actif l@daddiffusion tissulaire
du médicament malgré I'administration d’'une pos@agléquate de I'antibiotique.

C’est dans ce contexte que se situe le présergittieffectué au laboratoire national de contréle d&dicaments afin
de mieux cerner les facteurs influencant l'insibitie I'antibiotique obtenue par associatittndeux principes
actifs, 'amoxicilline et I'acide clavulanique.

Le rapport sera présenté en deux parties :

La premiére partie : concerne des généralitésesutifférentes classes d’'antibiotiques et leursaaatiactions.

La deuxieme partie : concerne I'étude de la stébile I'amoxicilline et I'acide clavulanique souwsrhe de poudre en
sachets, et en suspension
I- Présentation du laboratoire national de contréledes médicaments
Le laboratoire national de contrle des médicam@mCM) a été crée en Octobre 1969 suite au Déttex-72-373
du (24 Avril 1974). Deux ans plus tard, le Décret2® Février 1976 I'a placé sous la direction diesres techniques.
Depuis sa création, ce laboratoire connait un gesenanent caractérisé par son inscription suste tles laboratoires
officiels de 1'Organisation Mondiale de la sant®&) et aussi :

-Laboratoire de référence de la ligue arabe.
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-Membre observateur de la Pharmacopée Européenne.

-Membre du réseau des laboratoires nationaux éargpde contréle des médicaments.

Sur 2000 contrdles de médicaments, seuls 5 ingderitété relevés, ce qui pousse les responsables
a affirmer que le taux de satisfaction en ce gancerne la qualité des médicaments au Maroc est
bon.

I-1. Activités au LNCM :
Parmi les activités exercées au laboratoire, ¢m lei contr6le de médicaments en élaborant deyseslphysico-

chimiques, la fabrication des objets de pansenteoiué autre article utilisé en médecine ainsi ufarmation dans le
domaine médicaux pharmaceutique.

Les produits analysés au laboratoire peuvent pioven

- De la commission nationale de débit des spéégfpiharmaceutiques sur le marché marocain (prodsés

- De l'inspection du secteur pharmaceutique (prisdfinis et matieéres premieres prélevées lors msgection des
établissements pharmaceutiques de fabrication swiieés de distribution).

- Des appels d'offres du Ministére de la Santé tféda de livraison).

- Des réclamations suite a un défaut de qualitgrdduction ou de conservation.

- du contrdle continu des médicaments.

- Des enquétes nationales concernant des spéziplilFmaceutiques renfermant le principe actiftatgd’étude.

- Des homologations des dispositifs médicaux etadésles de puériculture destinés a I'enfant déde.

- Des études collaboratives coordonnées par 'EDQWMection Européenne de la Qualité des Médicameht<ait de
I'appartenance du LNCM aux réseaux des OMCL (Laioines Officiels de contrdle des Médicaments).

- Des études collaboratives coordonnées par 'OBi§dnisation Mondiale de la Santé).

Au LNCM, on est également chargé d’étudier confarmant aux circulaires ministérielles :

- La documentation pharmaceutique, clinique et plaaotoxicologie.

- Les bulletins d’analyses des produits finis imgser

-Les bulletins d’analyses des matiéres premiérigesc

-Les dossiers des vaccins et sérums en vue dediattin certificat de libération de lot.

- Les validations des procédés de fabrication kdatons analytiques.

En collaboration avec la Direction de la Normalma et de la Promotion de la Qualité (MinistereGmmmerce et de
I'Industrie), on procéde, au LNCM, a I'élaboratigdi®s normes marocaines relatives aux contrbles thpoditifs

médicaux et aux articles de puériculture destinégnéant de £ age.

[-2 Structure du laboratoire :
Le LNCM comprend les services d’assurance qualigg, essais biologiques, de physico-chimie et dmaligation et

de contrdle des dispositifs médicaux ainsi queutét®s de coordination et d’assurance qualitétéuhe métrologie et
unité d'informatique).

La majorité des essais de contrdle se font aucgephysico-chimie:
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Service de physico-chimie :

Il a pour role de réaliser des contrdles physicoagfues des médicaments, des dispositifs médicaule® matieres
premieres. Il vérifie que la dose du principe adtifs la spécialité pharmaceutique est la mémeejlecindiquée sur le
produit fini. Cette étape nécessite I'utilisatimmmme outils d’analyses, les méthodes galéniques;t®scopiques,
chromatographiques et chimiques.

Les activités entreprises dans ce service corsiste

» Exécuter des essais physico-chimiques et des galitgiques et contrbler par rapport aux normesjuddité avec
I'objectif de fournir une base scientifique a todtision d’ordre technique, administratif ou jugjice.

» Formuler les résultats des tests dans des proeémux, analyse des anomalies constatées et fdfomuldes

recommandations concernant les suites a donner.

« Constituer et gérer une banque de données sudeeament a I'échelle natiahet international.

I-3- Accréditation du laboratoire national de controle des médicaments
(LNCM) :

Le contrdle de qualité des médicaments et desugigodarapharmaceutiques est le pilier de la vsdleitaire dans le
domaine de la pharmacie d'ou I'engagement du labweanational de contrdle des médicaments (LNClidsdune
démarche assurance qualité en vue d'une accréditptir le réseau Européen des laboratoires natiatwcontrole
des médicaments selon la norme international 1S@23.7L'objectif majeur est de fournir des résultatalytiques
fiables, incontestables et de renforcer le contdidda qualité des médicaments ce qui ouvre d'agenta voie aux
médicaments marocains sur les marchés européens.

Un plan d'action a été établi et suivi par le c#nd@ssurance qualité. Des cercles de qualitésat csées, il s’agit de
cellules ou de commissions qui sont chargées deted de faire le

suivi de certaines activités afin d’intégrer tpersonnel.

Le laboratoire a obtenu I'accréditation, par Ise@u Européen des laboratoires nationaux de certed médicaments
en février 2007, pour I'ensemble des analyses ®fiées. L'objectif actuel est de maintenir le nivekuqualification
aussi bien du personnel que des tests effectués.

Organigramme de laboratoire national de controterdédicaments (Annexes 1)
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Chapitrel:

Généralités sur les médicaments
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[I- LES MEDICAMENTS
[I-1-Définitions

» Médicament
Le médicament dérive du mot latin « Medicamentuguisveut dire « remede ».
Le Dahir portant loi n°1-76-432 de février 19B7p n°3369, ainsi que l'article L511 du codeld santé publique
définissent le médicament comme suit :
« On entend par médicament, toute substance ouasitigm présentée comme possédant des propriétasves ou
préventives a I'égard des maladies humaines ouadgsimainsi que tout produit pouvant étre admiéiatthomme ou a
I'animal en vue d'établir un diagnostic médicabeurestaurer, corriger ou modifier leurs fonctionganiques ».

* Médicament générique
(article 2.6 code du médicament et de la pharnaé@mbre 2006) :
« La spécialité générique d'une spécialité de effée qui est considérée comme une spécialité dai méme
composition qualitative et quantitative en prinaipactifs et la méme forme pharmaceutique que lziafé de
référence, et dont la bioéquivalence avec cettei@élera été démontrée par des études appropridesdisponibilité.
Selon 'OMS les médicaments génériques sont « dedufis dont I'exploitation ne fait I'objet d’aucuorevet soit

gu’ils soient tombés dans le domaine public soidgeun brevet n'a jamais été déposé » [1].

[I-2-Composition d’'un médicament
Un médicament est constitué Bencipe actif, excipient (additif)

« Principe_actif

C’est une substance pharmacologiquement active iaeaun de l'organisme ; établie a Il'origine des aadions
thérapeutiques. Son dosage est établi en foncéda guissance du patient (enfant, adulte) la ptuhatemps, en trés

faible proportion dans le médicament par rappaxtexcipients.
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* Excipient
C’est une substance inerte au plan thérapeutiguegitant la préparation du médicament. L'excipgepour fonction
d'améliorer l'aspect ou le go(t, d'assurer la cwasen, de faciliter la mise en forme et l'admiraton du
Médicament. Il sert aussi a acheminer la substance active vers son site d'action et
a controler son absorption par I'organisme. L'drcipdevrait étre bien toléré. Les excipients les gourants sont
I'amidon, le sucre, la gélatine, les graissesu,dalcool ...
L'ensemble principe (s) actif (s) et excipientgniolés et préparés laavance selon de normes internationales strictes
« les bonnes pratiques de fabrication » constitueet spécialité dotée d’'une dénomination commiercippartenant

au laboratoire fabricant.

lI-3-Classifications des médicaments :
Les médicaments sont classés selon plusieursazitda domination commune internationale, effatsdpeutiques,

traitements symptomatiques ....

La classification selon I'effet thérapeutique relteplus célébre, dans ce cas en peut citer néesoleptiques, les

anxiolytiques, les hypnotiques, les anticancér@sxantibiotiques (10)

lI-4-Formes galéniques :
Les différentes formes du médicament sont :

a- comprimé

Un compriméest ungorme pharmaceutiqusolide destinée a la voie orale, équivalent a une dasgé(de prise) qui

peut contenir un ou plusieurs principes actifs. tesmprimés sont obtenus en agglomérant par conipnesidun
volume de particules (poudre ou granule). lls sawdlés ou croqués, dissous ou désagrégés dams Ceatains

doivent rester dans la bouche pour y libérer leqgipie actif (comprimé a sucer ou sublingual).
b- gélule

Une gélule, ou capsule a enveloppe dure, désigadarme galénique de médicament, solide, que
I'on avale c’est l'une des formes pharmaceutiqgaslus faciles a réaliser, ce qui explique leur
abondance. Elle est constituée d'une enveloppe, dusase, le plus souvent en gélatine

L'enveloppe peut aussi contenir dautres élémegiss I&€s_colorantstraitements antibactériens

désagrégeantdubrifiants traitement de surface, etc. Enfin I'enveloppet pite imprimée, en
général du dosage du médicament. La gélule estitges de deux parties, la téte (coiffe) et le
corps, cylindrique, ouverte a une extrémité et defibond est hémisphérigug'emboitant I'une dans

l'autre. Le contenu est une poudre ou des micnogdga.
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c--sirops

Ce sont des préparations aqueuses caractérisélesipsaveur sucrée et leur consistance visqueuse.
lls peuvent contenir du saccharose ou des édulsordls contiennent généralement des

aromatisants ou autre agents.

d- cremes

Ce sont des préparations multiphases composées ghase lipophile et une phase aqueuse.

e- gels

lls sont constitués de liquides gélifiés a l'aidagents gélifiants appropriés.

f -préparation pour perfusion

Ce sont des solutions aqueuses ou des émulsionphase externe aqueuse, stériles et
normalement isotoniques au sang.

g- collyres

lls sont des solutions ou des suspensions st@gesuses ou huileuses, contenant un ou plusieurs

principes actifs et destinées a l'installation ama.

h- poudres orales

Ce sont des préparations constituées de partisalees seches, libres et plus ou moins finessElle

contiennent une ou plusieurs substances activasamaetes ou non d’excipients.

Elles sont généralement administrées avec da I'saus forme de poudre ou aprés la mise en

suspension

i--suppositoires

Ce sont des préparations unidoses solides .Leumnefovolume et consistance sont adaptées a
'administration par voie rectale.

j--Solution injectable

Ce sont des préparations stériles destinées mgtceées. (2)
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lI-5- Quelques Terminologies des médicaments
v Spécialité Pharmaceutique

Correspond selon le code de la santé publique méadicament préparé a I'avance, dosé au poids
médicinal présenté sous un conditionnement paidicat caractérisé par une dénomination spéciale

portant sa composition, le nom et I'adresse dudaht.

v' Pharmacopée
D’aprés I'Organisation Mondiale de la Santé (OMSne pharmacopée est une norme

pharmaceutique destinée a assurer dans une eolitique donnée, I'uniformité de la nature, de la

gualité, de la composition et de la concentraties mhédicaments.

Il existe plusieurs pharmacopées : Francaise, Britgie, américaine (USP), Japonaise, Chinoise et

internationale.

Chaque pharmacopée est constituée de plusieurespaites monographies, les prescriptions

générales, les réactifs et les méthodes généralealgses

v’ Les impuretés

Les impuretés apparaissent pendant la synthéseinipe actif. Elles peuvent comprendre les
produits de dégradation, de synthese, stéréochenides produits de réactions secondaires, etc.

Elles devraient étre identifiées, qualifiées etli#as sur le plan toxicologique

v’ Les substances chimiques de référence SCR

La substance chimique de référence est définie @ommatériau prévu pour étre utiliser dans des
essais chimiques et physiques spécifiques, darmpidiss ces propriétés sont comparées aux
propriétés des échantillons a examiner. Le degngudeté d’'une telle substance dépend du but de

son utilisation.
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Chapitre II :

Classification et mode d’action des
antibiotiques
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[ll-Les antibiotiques
[1I-1 -Définition
Pendant longtemps on a appelé antibiotique toubstance chimique pouvant inhiber la croissance éwuile les

bactéries et d’autres micro-organismes. Cette ifiéfinest aujourd’hui trop restrictive et doit émbandonnée car les
molécules obtenues par synthése ou par modificatfomique d’'une molécule naturelle peuvent étreédsudes
mémes propriétés. Un antibiotique est actuellerdéfini comme toute substance d’origine biologiquesgnthétique
agissant spécifiquement sur une étape essentieh@éthbolisme des bactéries

(Agent antibactérien) ou des champignons, et pdudtae administré a I'organisme (3).

Quelle que soit I'origine de I'antibiotique, il d@voir les propriétés suivantes :
« Une action antibactérienne
* Une toxicité sélective
e Une activité en milieu organique

« Une possibilité d’absorption et de diffusion dansganisme.

[11-2-Historique
Les premieres recherches orientées vers la dédeudes médicaments antibactériens ont été menées diaix

directions : la voie chimique et la voie biologiquea voie chimique qui a consisté a trouver parevidé synthése
chimique des antiseptiques a toxicité sélectivepals.connu de grands succés. La voie biologiqué préatiquement le
point de départ de I'ére des antibiotiques. Ellecasisté a découvrir des produits utilisables pdeawisubstances
antimicrobiennes produites par les micro-organisrResteur et Joubert constatérent en 1887 un anage entre le
bacille du charbon et d'autres bactéries. Pastenit €idée qu'il serait possible d'obtenir des méalinents
antimicrobiens a partir de cet antagonisme. llrtirsuivis par d’autres tels que Dachynes qui abeauk mémes
conclusions la méme année.

Mais I'ére véritable des antibiotiques ne s’ougifavec la découverte de la pénicilline par AlexanBLEMING en
1929.

C’est en 1940 qu'une équipe de chercheurs d’Oxfeotty, Chain et Meatley réussit a obtenir une pHinie
concentrée, partiellement purifiée et stable. Hlie employée pour traiter des septicémies a stagbgues et la
méningite intrarachidienne. Aprés le succeés deéfagiline plusieurs antibiotiques furent succesament découverts.
C’est ainsi qu'en 1939, Dubos extrait la tyrothméc a partir du Bacillus sp, mais elle était tropique pour étre
utilisée par voie générale. En 1944, Selman Abrakémksman découvrit avec Schartz et Bulgiestreptomycine a
partir d’'un Streptomyces. lIs I'utilisérent conteetuberculose. En 1947 les polymyxines ou aerasesifurent isolées
d’une bactérie du genre Bacillus sp par deux greulgechercheur.

En 1948, deux antibiotiques importants a spectigeldurent isolés du genre Streptomyces. Le chiptemicol par

Ehrlich était le premier antibiotique actif conteefiévre typhoide et la chlortétracycline ou aungoine par Duggar
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qui fut suivie en 1949 de 'oxytétracycline. En 09%a colistine fut isolée L'érythromycine et lancmmycine furent

découvertes en 1956, la kanamycine en 1957.La ggutae fut isolée en 1963 a partir d'un champiglongenre

Microsporumla lincomycine en 1967 fut également extraite dorgeStreptomyces (3).

[11-3 -Classification
Les antibiotiques sont classés selon leur struaerdase, leur mécanisme d’action, leur spectretidigé et leurs

propriétés pharmacologiques. Les antibiotiques tayare structure chimique identique, leur conférant méme
mécanisme d’action antibactérienne se classent Ban®me famille. Il existe plusieurs famillesanfibiotiques
auxquelles, il faut ajouter diverses moléculeséiesla activités antibactériennes. Plusieurs fasndlantibiotiques
peuvent avoir un méme mode d’action. C’est aingi ¢grtains agissent par inhibition de la synthéspeaptidoglycane
de la paroi bactérienne. D’autres altérent la membrcytoplasmique provoquant des troubles létaupetdméabilité.
Beaucoup inhibent la synthése protéique au niveauidosomes.

D’autres encore inhibent la synthése des acidedéiques, Les antibiotiques d’'une méme famille petvse
différencier par leur spectre d’activité. On leani alors dans des groupes quelque fois subdidsésous-groupes.
Les antibiotiques d'un méme groupe ou d'un mémesgpaupe different uniquement par leurs propriétés
pharmacologiques. Leur activité vitro est identique. Cette classification constitue uidguratique des antibiotiques
dont la connaissance est indispensable pour ldisatibn correcte.

On peut classer les antibiotiques selon leurs tsires chimiques (1,3).

I11-3—1- Les bétalactames

R
R"'_|/
—

I N

Moyau béta-lactame
des penicillines

Le noyau de base est le cycle 3 lactame. Il siligite amine interne cyclisée, Les antibiotiquexeite famille sont
bactéricidesEn générale les bétalactamines agissent sur lalpacterienne et se répartissent a divers groupes

[1I-3-1- 1- Les pénams (pénicillines)

— N

N S oH,
T
Ve CH,

4]
COOH

Moyau péname des pénicillines
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L’adjonction d'un cycle thiazolidine et d'une formm amine conduit a l'acide 6-amino-

pénicillanique, c'est-a-dire au noyau péname, stjgedles pénicillines.

[11-3-1- 1-1- Pénicillines :
Structure générale

2T
I

\"/; S _CcH
I //—N\><CH2

O
COOH

Les pénicillines peuvent étre classées selon ieakdR :

*Groupe G : la pénicilline G (benzylpénicilline
C’est une pénicilline extractive, injectable pampeil ne résiste pas a l'acidité gastrique. Son
spectre d’action est étroit (activité presque témiaux germes gram+). Elle est trés sensible a

toutes les pénicillinases et comporte :
* Benzylpénicilline
* Benzathine benzylpénicilline

*Groupe V :(phénoxyméthylpénicilline)
Aussi comporte le cycle 3 lactame et un cyclezthline .Elles sont des pénicillines naturelles
extractives, utilisées par voie orale (résistaatéscidité gastrique) .Leur spectre est étrois@tt

trés sensibles a toutes les pénicillinases.

*Groupe M : des pénicillines antistaphylococciques :

lls comportent le cycle B lactame et un cycle thliaz (pénicillines M et pénicillines V). Les
pénicillines M sont hémi synthétiques, utilisées paie orale, leur spectre est étroit. Ces

pénicillines sont résistantes aux pénicillinasestdphylocoque (inactives sur la plupart des grams-

)

*Groupe A : de I'amino-benzylpénicilline :
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lls comportent un cycle lactame et un cycle dihtliazine. Les pénicillines A sont des pénicillireesni synthétiques,

dont le spectre d’action par rapport a la péni@lliG est trés élargi vers les germes gram- ettimgdtamment de
nombreuses entérobactéries. Elles sont inactiveele pénicillinases.

Dans ce groupe on peut citer :
«  Ampicilline
« Amoxicilline
« Bacampicilline
« Métampicilline

« Pivampicilline

*Groupe des Pénams, inhibiteurs des bétalactamases :

Le but de ces substances est de renforcer I'effecdes pénicillines contre des germes devenus de

fort<<sécréteurs>>de béta lactamases. lIs ont ctivdgté antibactérienne faible.
Les sous groupes :
*Oxapénam:

- Le noyau oxapéname est formé par le remplacedetiatome du soufre par un atome
d’oxygéne dans le cycle thiazolidine.

o

0

R,-0=-C-NH

Parmi ces espéces on trouve :

Acide clavulanique
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COOH
On peut l'associer avec I'amoxicilline ou avaditarcilline.
*Pénicilline-sulfones :

On peut citer le sulbactam et le Tazobactam.

Sulbactam
C
M b—pg
e 0
A
O }
O na*
On peut l'associer avetampicilline.
Tazobactam
i
lj_.| \‘NE';:‘[:]\ -""'_"\\.
i B
=
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On peut I'associer avec la pipéracilline.

[1I-3-1- 2-Les céphems (Céphalosporines)

ﬂ'l:Hl 5
T T
ﬂf CH,—
COOH
Moyau cépheme

Le remplacement du cycle pentagonal thiazolidine ypa cycle hexagonal, porteur d’une double liaigon cycle
dihydrothiadiazine) conduit & I'acide 7-amino-célpkaorinique, c'est-a-dire au noyau squelette éghalosporines.
Elles sont actives sur des gram+ et gram-.

Les céphalosporines sont classées en quatrgoca® selon le spectre d’'action (quatre "gémamat).

* Céphalosporines de lere génération

Actives surtout sur les germes gram +, mais aussiguelques germes gram-.

Spectre :relativement résistantes aux peénicillinases ; désyar les céphalosporines.

* Céphalosporines de 2eme génératiaon

Actives sur un plus grand nombre des germes gramrmais notablement mois actives sur les

germes gram+.

Cette génération est relativement résistantetaines céphalosporines.

* Ceéphalosporines de 3eme génération :

Encore plus active contre les germes gram - d’omigiintestinale présentant des résistances

multiples. (Céphems, Oxacéphems).
*Céphalosporines de 4eme génératian

Est a I'étude : elle serait tres active a la foisrdre les bactéries gram- et gram +.

A l'intérieur de ces groupes les diverses céphatmames ne se distinguent que par :

* Leur mode d’administration (orale...)
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 Des particularitées pharmacocinétiques :(la demi-yiela fixation aux protéines

plasmatiques, concentration sanguine...).

l1I-3-1- 3-Les pénems : carbapénems
La structure générale :

| ¥
ﬁ‘“”

o

Par analogie avec les céphémes, on fait apparaier double liaison dans le noyau pénames

pour obtenir les penemes.
[1I-3-1- 4- Monobactams

f—HH

o

On supprime le second cycle et on obtient les namtaies.

Ce groupe contient des antibiotiques qui sont afola résistants aux bétalactames et un
inactivateur des céphalosporiné®us les germes gram+ et les anaérobies sontadisish ces

antibiotiques. Leur Spectre est actif uniquementes bacilles & Gram négatif.

[11-3—2- Fosfomycines

Q
HO
A / _OH
3h ||__|)
O

Sa structure chimique est tres simple : il s’agit’dcide L -cis 1-2 époxy propyl-phosphonique.
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La fosfomycine a été extraite de certaines soudbestreptomyces, c’est un antibiotique bactéricide

a spectre large. Elle est toujours utilisée en@aton pour éviter I'apparition de mutants.
[11-3—3 Glycopeptides
Les glycopeptides constituent le groupe des aptigtacocciques héroiquesgeur Spectre est

étroit.

[11-3—4-Groupe des surfactifs : (polypeptides cgaks)
Ce groupe d’antibiotiques, de nature polypeptidiguclique, isolés de bacilles du sol. Leur spectre

d’action est limité strictement a des germes gram-

Ces antibiotiques de nature polypeptidique, sonstitmés d’enchainements d’'acides aminés. lIs
sont produits par des bactéries du genre bacillegreptomyces.

Leur spectre d’action est limité strictement a giesnes gram- .

[11-3-5-Aminosides

HO, THgdH
HQ Hﬂ'j:ﬂ- g

L EHy
MO 'ﬂmzﬁ o
o g
age oM e
Ce sont des hétérosides naturels formés par utusieprs glycosides liés a un aminocyclitol. Cette
structure comporte toujours un ou plusieurs fragmele dérivés aminés des sucres. Leur spectre
est large englobant des germes gram- et gram-s &dlet naturelles et aussi hémi synthétiques.

Les plus connues sont :

e Streptomycine
» Kanamycine
e Tobramycine

*  Amikacine
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Ces antibiotiques sont ainsi nommes en raisonutesteucture chimique comportant un gros noyau

a plusieurs ponts lactoniques, auxquels sont fixésu plusieurs oses.

Les principales molécules de ce groupe sont: Bpicine, Erythromycine, Clarithromycine et
Azithromycine.
[11-3-7-Phénicolés
Leur structure de base :
Wi-E0-CHElp

|
[ﬂ—@—cuau m Ei iy uu-H

Ce sont des molécules trés simples, extraitestpgrtemyces venzuelae synthétisées maintenant
par les chimistes organiciens. Ils ont un spedfaction trés large (Chloramphénicol,
Thiamphénicol).
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[1I-3-8 Tétracyclines

“3 |
OH 0 OH O

Tétracycline (1™ génération)
Leur structure chimigue comporte une structure camena quatre cycles .l s’agit d’un groupe
d’antibiotiques extraits de champignons streptorayegercant une action bactériostatique, sur les
gram- et gram+mais dont le spectre se rétrédit pepetit, avec I'extension du nombre des
souches résistantes.

Les molécules les plus intéressantes sont :

» Tétracycline
» Doxycycline

* Minocycline
[11-3-9-Groupes des fusidamines
L'acide fusidique est un antibiotique de structaerémique stéroidique, particuliéerement actif
contre des staphylocoques. Leur Spectre est limité
[11-3-10-Rifamycines
Les rifamycines sont des antibiotiques isolés depsimyces mediterranein et modifiés par hémi
synthese.
Leur structure chimique est complexe (noyau dihymaphto-furane). lls sont bactéricides sur les

germes en phase de multiplication. Leur spectretidia est large.

Les antibiotiques les plus intéressants somifamycine et Rifampicine

Ce genre d'antibiotiques bloque '’ARN polymérase.

[11-3-11-Quinolones :
Les quinolones ont une structure générale dérdaiiacidedihydro 1,4 oxo 4 quinoleine carboxylique
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a- Quinolones de premiere génération
Il s’agit d'un groupe de substance d’origine swytiflue, exercant une action antibactérienne

efficace sur les bactéries gram-.

» Acide nalidixique
« Acide oxolinique
* Acide pipémidique

b - Quinolones de deuxieme génération (FLUOROQULNAES)

Leur Spectre est élargi aux bactéries a Grantifhosi

On peut citer : Fluméquine, Péfloxacine et Oflorac

I11-3—12-Sulfamides :

QL
S

R’ N

Il?z

lls se constituent d'un noyau sulfonamide avecrdd&aux R .lls ont un spectre d'activité largeismactuellement

_R®

réduit (résistance).
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Chapitre III :

L'amoxicilline et I'acide clavulanique

IV- Propriétés chimiques et pharmacologiques deédmoxicilline et de I'acide
clavulanique :
IV-1-L'amoxicilline :

Structure:

O/\DH liques - Fes
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Formule brute: gH1sN3OsS, 3H0
Nomenclature: acide (2S, 5R, 6R)-6-[[(2R)-2 -am&(4-hydroxyphényl) -acetyl] amino-3, 3-diméethybXo-4-thia-
1-azabicyclo[3.2.0]heptane-2-carboxylique trihydeet

» Caractére :
Son caractére est une poudre cristalline, blanalsensiblement blanche.

*  Solubilité :
Peu soluble dans l'eau, trés peu soluble dansaléth a 96%, pratiquent insoluble dans les huileasggs.
L’amoxicilline trihydratée se dissout dans leglas dlués et dans les solutions diluées d’hydroxydealais. (2)

* pharmacologie :

L'amoxicilline, dérivé de la pénicilline semi syétlque est un antibiotique bétalactamine bactéricideadmille des

aminopénicillines indiqué dans le traitement désdtions bactériennes a germes sensjd@aspectre élargi vers les

bacilles gram (-) et certains bacillesgram (+). Cest un analogue de I'ampicilline (dérivé 4-hyxlyode
'ampicilline).L’amoxicilline résiste a l'inactivawn par l'acidité gastrique .Elle est rapidementcemplétement
absorbée et cela mieux que I'ampicilline .De pluplésence d’aliments dans I'estomac n’influencegom absorption

(4,5,6,).

L’amoxicilline présente un intérét thérapeutique tout particuli@ns les indications suivantes:
otites moyennes aigués de l'adulte, sinusites nades aigués et autres formes de sinusites,
surinfections de bronchites aigués du patientquésnotamment éthylique chronique, tabagique...

Comme pour toutes les pénicillines elle ne doit§tes administrée aux gens hypersensible a la ifigmc
IV-1-1-Mode d’action :

Les bétalactamines inhibent la synthése de la fmacierienne en se fixant sur les protéines liastpénicillines .Ces
protéines sont des carboxypeptidases et des tyaticees nécessaires a la liaison entre les chddinérales des
peptidoglycanes. L'inhibition d’'une ou plusieursais enzymes fait accumuler des précurseurs delpglycanes qui

activent le systéme autolytique de la bactérengtainent sa lyse. (9)

De nombreuses bactéries ont développées un sydi&ndsistance contre les bétalactamines

IV-1-2- Résistance au bétalactamines :
Il existe plusieurs types de résistances parmjledles, I'inactivation enzymatique par production

des bétalactamases
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Les p-lactamases sont des enzymes bactériennes quilysanbla liaison amide du cycplactame de$-lactamines
pour donner un acyl-enzyme qui sera ensuite dégeadecide inactif (figure 2). L’hydrolyse irréveskd du noyaus-

lactame entraine alors I'inactivation de I'antiligoie et la perte totale de son activité antibaeténe. Chez les bactéries

a Gram positif leg-lactamases sont sécrétées dans le milieu de euéindis que chez les bactéries a Gram négatif ces

enzymes se retrouvent dans I'espace périplasmi@jBel4)

5
"/ _nE Ser-OH )—’/ > /}
: N HN_.H____{/

,/// : B &Iactamase
., 0 OH
L
cooH Ser CC'C'H CO0H
| Antibiatigue inactit
Enzyme + Enz-OH

Figure 1 : inactivation enzymatigue par bétalactases
L'inefficacité de I'amoxicilline vis-a-vis des btries productrices de bétalactamases, de mémeujuies germes

anaérobies a gram négatives, nécessite I'assotidé 'amoxicilline avec un inhibiteur de bétalaoases pour

résoudre un peu le probleme .

IV-2- L’acide clavulanique :

e Structure :

COOCH

L’atome de soufre caractéristique des pénicilliestssubstitué par un atome d’oxygene.

Formule brute C gHgKNOs5

Nomenclature :(2R,3Z,52)-3-(2-hydroxyéthylidenedpxo-4-oxa-1-azabicyclo[3.2.0]heptane-2-
carboxylate de potassium

e Caracteres :
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Aspect : poudre cristalline blanche a sensiblerbmtche, hygroscopique.
e Solubilité :

Facilement soluble dans I'eau, peu soluble daisdbl, tres peu soluble dans I'acétone.

IV-2-1-Biosynthése de I'acide clavulanique :
L’acide clavulanique est un sel potassique d'suiastance élaborée par la croissance de certaines

souches de streptomyces clavuligerus ou obtenu@aautre moyen. (2,15)

IV-2-2-Mode d’action de I'acide clavulanique

L’acide clavulanique en fait un inhibiteur irrévile des bétalactamases, dotées d’une tres faibles
activité d’antibiotique et appartenant a la catéggodes substances suicidaires. Ce médicament
vient s’emboiter dans le site actif du béta laetses, puis le cycle de béta lactame est amené a
s’ouvrir sous I'action d’un résidu sérine, de lam@&maniére que la pénicilline.

Mais ici, 'enzyme acylée formée transitoiremernagit dans un deuxieme temps avec un autre
groupe nécléophile appartenant a I'enzyme (probadate NH) ce qui a pour résultat de lier le
médicament irréversiblement a I'enzyme (@mant un complexe stable, molécule- enzymefCe
mécanisme implique la perte ou la fixation d’'untproa divers moment, de sorte qu’un acide
aminé de type histidine est sirement présent dansite actif pour jouer le réle d'un
donneur /accepteur de proton (figure 4).

Il en résulte quéacide clavulanique est détruit et protége aiesi pénicillines ("amoxicilline) d’une inactivatio

par ces enzyme$§9, 10,15)
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Bloqué de maniére iméversible
Figure 2 : Mécanisme d’action de I'acide clavulani
IV-3-Association amoxicilline et acide clavulanique

que
L’acide clavulanique s’associe généralement ags@eEnicillines, notamment I'amoxicilline pour
spectre d’activité

redonner a I'amoxicilline son activité sur les doeg ayant acquises une résistance et élargit son

.Cette association se fait pae formulation de I'amoxicilline (sous forme
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trinydratée) et de I'acide clavulanique (sous ferde clavulanate de potassium) avec un rapport

variable.

Pour la forme orale le rapport était de 4/1, emsdé nouvelles posologies sont apparues avec un
rapport de 8/1 qui réclament une efficacité idamgig@ssociée a plus de sécurité et de tolérance.
Cependant, pas tous les pays ne commercialisentgéeériques avec un rapport du 8/1.
Récemment, une AMM a été accordé a une associatimxicilline acide clavulanique avec un

rapport 16/1 dans les pneumonies chez I'adultecue. (11)

Donc tous ces changements jouent un role primiaddias la santé des patients.

Chapitre IV :
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Rappel bibliographique sur la
stabilité du médicament

V-stabilité des médicaments :
V-1-Définitions
Selon les ICH (International Standard of Harmaimsa= Conférence Internationale d’harmonisation)emtend par
stabilité:
« Aptitude d’un médicament a conserver ses pr&wiéhimiques, physiques, microbiologiques et biophaeutiques
dans des limites spécifiées pendant toute sa digr@alidité ».
La pharmacopée américaine (USP) a classé laitdadail cing modalités:
» Stabilité chimique : chaque principe actif conserve son intégrité chiraiet sa teneur déclarée.
» Stabilité physique: maintien des propriétés physiques initiales, tglle I'aspect, golt, uniformité, dissolution
et pouvoir de remise en suspension.

» Stabilité microbiologique: la stérilité ou la résistance au développementrahien est maintenue et les
agents antimicrobiens éventuellement présents oagrsdeur efficacité dans les limites prescrites
« Stabilité Thérapeutique: efficacité thérapeutique demeure inchangé

» Stabilité toxicologique aucune hausse notable de la toxicité n'est telé&

V-2- Principaux processus de dégradation d'un médic ament
Les facteurs influengant la dégradation des médicdsrsont :

» L’hydrolyse: dégradation par I'eau ou par humidité
e L’oxydation : dégradation par I'oxygéne ou par get d’'oxydation
e La photodégradation : dégradation par la lumiére

+ Contamination microbienne
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e« Température : une augmentation de la températucéléae I'hydrolyse, oxydation et la prolifération

bactérienne.
Pour augmenter la duré de vie ou la date de pémmptun médicament, les industriels sont senséshiler ces

facteurs.

a- ralentir I'oxydation :

L'utilisation d’'un agent antioxydant et conditionment approprie et sous azote est la fagon la
plus sécurisée pour conserver un médicament serssilixydation.

b- ralentir I'hydrolyse :
Pour minimiser I'effet de I'hydrolyse d’'un médicantel faut :

» Conserver certains médicaments sous forme de ptyaprkilisée a reconstituer au moment de I'emploi.
» Ajouter un produit de dessiccation dans I'emballdgenédicament.
» Emballage approprié et bien étanche.

-En faisant figurer «conserver a I'abri de la lureie sur I'emballage.

c- ralentir la photodégradation :

En utilisant des flacons opaques et colorés ebligers en aluminium ainsi en faisant figurer«semer a I'abri de la

lumiere» sur 'emballage.

c- éviter la contamination microbienne :

Pour éviter la prolifération microbienne il faubajer des adjuvants antimicrobiens réfrigérer dedh lorsque c’est

possible pour limiter la prolifération.

d- éviter les écarts de température :

» Respecter rigoureusement la chaine du froid
» Utiliser correctement les frigos et les contréksgulierement
» Faire figurer sur 'emballage « conserver a terapge ambiante» ou « conserver au réfrigérateutnre @net
8°C pour les médicaments sensible a la température.
En plus des facteurs extrinseques de la stalilité médicament (humidité, température, lumieregxiste d’autres
facteurs intrinseques :
- Substance active
- La nature des excipients
- L'interaction Substance active/excipients
- La qualité de la formulation
- L'interaction contenu/contenant
L’instabilité d'un médicament peut étre évalué amitvun contrdle physico-chimie par :
- une baisse de 5 % de la teneur en principe actifgmport la valeur initiale
(Sous dosage et probléme de résistance en castdsstajues).
- Présence des produits de dégradationsterslades spécifications : risque de toxicité

- pH en dehors des limites spécifiés
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(exemple changement de couleur)(12)

V-3-Objectifs des études de stabilité
Il existe deux types d’études de stabilité :

a-Etudes de stabilité en temps réel

Etude expérimentale des caractéristiques Physiquiésjiques, biologiques et microbiologiques d'undicément
pendant sa durée de validité et d’utilisation petetiau-dela, dans des conditions de stockage gséwaur le marché
auquel il est destiné.

Les conditions de longue durée permettent de dééirdate de péremption du produit, intervalle elapis ou le produit

reste conforme a ses spécifications.

L'étude de stabilité peut étre influencée par imat de la région, 'OMS a défini quatre grandeseclimatiques, les
fabricants doivent adapter leurs études au marisiéé @es régions sont :

Zone | : climat tempéré

Zone I : climat subtropical avec possibilité detéohumidité

Zone Il : climat chaud et sec

Zone IV : climat chaud et humide

Les conditions climatiques moyennes rencontrées das zones ainsi que les conditions de stockaijedsg pour les
études de stabilité en temps réel sont présentdeslel tableau (1).

Tableau 1 : Conditions de stabilité selon les zonematiques.

Zone Mesures a I'air libre Mesures en entrepot Conditions dérivees
climatique °C % HR °C % HR °C % HR
I 109 IE 18,7 45 21 45
I 17.0 70 21.1 32 25 60
I11 244 39 26.0 54 30 35
IV 26.5 77 284 70 30 70

La zone | ne comporte que quelques pays, il est donseillé aux fabricants désirant commercialiger
produit sous les climats tempérés de concevoislétudes de stabilité en fonction des conditiomi/élés
de la zone climatique Il, qui correspondent égalgnaix températures et humidités spécifiées dans le

recommandations ICH (International Conférence afitanisation).
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Cependant, pour les fabricants visant un march&iabnl est recommandé de mettre en oeuvre datestu

de stabilité utilisant les parametres de la zone IV

Les essais en conditions d’humidité relative éleseat trés intéressants pour les emballages sermiéadles car le

risque de dégradation est beaucoup plus élevé

b -les études de dégradation accélérées

Ces études sont destinées a augmenter la vitessgtadation chimique ou physique d'un médicamentlee

soumettant a des conditions de stockage extrénmeslel@as du programme officiel des études deliséabi

Les études de stabilité en temps réel et accédda&alisées dans des conditions de températiman@tlité (tableau 2)

Tableau 2 : stabilité des médicaments en temps tést accéléré

e Cinefione Période minimale pour laguelle des donnés dont

d'entreposage disponible au moment de la présentation

25°C+£2°C/60%HR

Longue durée — 6> mois

. . .., 140°C+2°C/75%HR
Dégradation accélérg 5 0

6 mois
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Les études de stabilité sont donc un paramétréat@pprendre en compte lors des approvisionnengntsédicaments

et cela pour trois raisons principales :
1. Les conditions climatiques des pays en développesunt trés différentes de celles des pays eurapgen
servent généralement de base pour les référediéigles.
2. Les conséquences d’'une mauvaise stabilité sonegmvtermes d’inactivité ou de toxicité.

3. La stabilité ne peut pas étre évaluée par un clengudalité du produit fini a la réception.

Les études de stabilité ont pour but de fourngr dennées probantes sur la fagon dont la qualité pfincipe actif ou
d’'un produit médicamenteux varie en fonction dupsrsous l'effet de divers facteurs environnementaorme la
température, '’humidité et la lumiére, permettaimsiade définir les conditions de conservation etdéterminer la
durée de validité des produits.
Dans les laboratoires de recherches on parle sbdeda dégradation forcée dans des conditionsggusssives :

- Température : peut étre supérieure 40°C

- Hydrolyse : HCI 0.1 N ou NaOH 0.1 N

- Oxydation : HO,

- Photolyse : UV (8)
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Chapitre IV :

Etude expérimentale de la stabilité de
I'amoxicilline et de I'acide
clavulanique

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212(0)535602953 Fax:212(0)5356082 1




S, Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
y Ly Faculté des Sciences et Techniques
) www.fst-usmba.ac.ma

Partie A:

Stabilité de I'amoxicilline et de I'acide
clavulanique sous forme de poudre en sachets et
en suspension reconstituée

[-Objectif :
Suite a une constatation du changement de codéearédicament sous forme de poudre en sachet

,aussi en suspension reconstituée dans desndlagmntenant de I'amoxicilline et I'acide
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clavulanique ,on a effectué des études de stabilitproduit par dosage des principes actifs et

=%

recherche des impuretés par la méthode de chrgnaatue liquide HPLC .
lI- Matériel et méthodes :
- Le dosage des principes actifs et des impuretés ldaforme solide en sachet, et en suspensionnsétge
ont été réalisés selon les conditions chromatogmapb suivantes :
- Chaine de chromatographie liquide HPLC qualifi¢#ecades performances suivantes :
Pompe quaternaire
Injecteur automatique
Détecteur UV, DAD (barrette de dipde
Logiciel Empower.

Les conditions chromatographiques :

« Colonne :zorbax C18 en acier inoxydable, de dimension 25cmx4mend pm
% Débit: 1 mL/min.
% Température :25°C

s+ Longueur d’onde: 230 nm.

% Volume d'injection :20 pL

«» Diluant : Phase A

“ Mode de séparationgradient

«» Phase mobile

- phase mobile A: on prépare une solution de piatspmonosodique NaPQ, a 7,8g/l, et on ajuste a
pH=4 par l'acide phosphoriquePO,.

- Phase mobile B : on mélange un volume égaux deepmabile A et de méthanol.

Temps (min) OA(% v IV) OB(%VIv)
0 -4 100 0

4 - 15 100 -50 0- 50

15- 18 50 50

18- 24 50 - 100 50 -0
24 - 39 100 0

» Solvants utilisés : eau est distillée et filtrédahoratoire.
Le méthanol est de grade HPLC (Merck)
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» Réactifs : acide phosphorique utilisé a une pudet&5% et le phosphate monosodique a  une @it

réactif pour analyse.
» Substances chimiques de référence (standard) :
- Amoxicilline trihydratée étalon de travail deusce interne de laboratoire (titre : 98,5%, teneareau :
13,1%)
- Clavulanate de potassium : titrd 146( acide clavulanique), teneur en eau : 0%)
- Verrerie de préparation est de cal#@sg¢Fioles, pipettes ...)
- Balance de précision (0,1 mg)

- Bain ultrason.
- Réfrigérateur

[lI- Stabilité de I'amoxicilline et de I'acide clavulanique dans un médicament
sous forme de poudre

- Présentation des échantillons
Le médicament & analyser contenant 3g d’amoxieilét 375mg d’'acide clavulanique sous forme de moed sachet,
de masse moyenne 5,228g. La recherche d'éventueifasetés concerne a la fois I'état normale dulpitoainsi que

'analyse aprés une exposition de guatre heufes atmosphérique

llI-1-Dosage des principes actifs dans I'état normade la poudre:
-Solution standard :

On dissout une quantité de 114,6mg d’amoxicillinleydratée de référence et 30,6 mg de clavuladatpotassium

dans 200 ml d’eau.

- Préparation d’échantillon :
On dissout a peu prés 174 mg de poudre (sur tss&@® dans 200 ml d’eau, aprés [I'agitation fittre la solution et

le filtrat obtenu est utilisé dans le dosage auaet heure apres la préparation.

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212(0)535602953 Fax:212(0)5356082 1



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

l11-1-1-Résultat et discussion :
Aprés traitement des données, on obtient les chiagreammes suivants

]
Yoftware > Peak Summary Report
[*y]
1.004 w
>
=)
0.50+ =
5
=
0.604 €
-
O
L
.40+
0.204
=
2
0.00 T yiR—
.20 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2.00 4.00 £.00 5.00 10.00 12.00 14.00 16.00
Minutes
Mame: ACIDE CLAVULANIQUE
=am ple “ial | 1nj Mame Seia'rthn Ares % Area | Height
Mame Titne (min)
1 =10 2 1| ACIDE CLAVULAMIGQUE 219 | 2405432 | 14.25 | 26023
2 STD 2 1| ACIDE CLaMULAMIGUE 5.066 | 2395815 | 14.27 | 266674
3 STD 2 1| ACIDE CLaWJLAMIGUE ST | 2395972 [ 14.28 | 261967
Name : AMOXICILLINE
=Emple | i M & Feetertion | 2 | % frea | Height
Mame Titme (min)
1 STD 2 1 | 8MoRICILLINE 10,830 [ 14390395 | §5.73 | 722154
2 =TD 2 1 | AmSHCILLIME 11.082 [ 14380964 | 8572 | BBEMS
3 STD 2 1 | 8MCEICILLINE 11.265 [ 14459002 | 85.72 | 695828

Figure 3 : chromatogramme type de standard
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Mirtes
Name: ACIDE CLAVULANIQUE
Sample ) R etention )
Fame Yial | Inj Mame Time tmin) Ares T Ares | Height
1 ESS1/73 |6 2| AZIDE CLANMULAMIGUE S87 | 2396227 14.38 | 257671
2 ESS2/73 |7 1 | AZIDE CLANULAMIGUE 5202 2434536 14 .46 | 260926
3 ESS3/73 |8 1 | AZIDE CLAVULARMIGUE 5.314 2445411 14.36 | 256662
MName : AMOXICILLINE
S LY R [P Name Retertion | 4 eq | % e | Height
Mame Time (min
1 ESS1/73 B 2 AMORICILLIME 11336 | 14271260 | B5E2 | BSE423
2 ESEXTS |7 1 | AMORICILLIME 11 372 | 14396560 | 8554 | GE3024
3 ESE373 |8 1 | ACRICILLIME 11702 | 14579490 | 8564 | G46505

Figure 4: chromatogramme type dedsai

Pour calculer lateneur (T en % et en mg/unité) de I'amoxicilline etldeide clavulanique dans le produit, atilise

les formules suivantes :

T (mg/ unité) = Aire essai Aire stdx m std / Vstdx Ve /mex PM x Tstd (%)/100) x
(100-T.eay /100

T (%)= T (mg/unité) x 100/VT

mstd: masse de la substance de référence (mg) me:masse d’'essai (mg)

Tstd: Titre de la substance de référeriz®

Vstd : volume de dilution de standard (ml) T eau teneur en eau du std (%)

Ve : volume de dilution d’essai (ml)

PM : Poids moyen (mg)

VT : valeur théorique déclarée dans la Spécialité paeentique (3000mg pour I'amoxicilline et 375mg pbacide

clavulanique).
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Tableau3 : Résultat de calcul de I'acide clavulanigg :

specialite
Wl Acide Clavulanigue
" d'enregistrement
17 oo ot
itre STD (%)) 414 .|
“eneau STD (%) 0
4 de dilution STD (mil) 200
£ de dilution es=ai (ml) 200
‘oids moyen (mg) 522803
‘acteur de conversion 1
“ahricart
Jate de PER

Masse (g} Aire F.R. T (mg/unité) T (%) F.R. %%
Falon 1 01,0306 2395815,00 Ta294605
fzzail 01741 2394753 .50 380,25 101,40
talon 1 0,0308 2408432,00 FaroEa2s 08 5%
tmsal 2 0752 2453162 .50 385,05 102,68
Yalon 1 00308 239597200 78200739 100 5%
Al g 01742 244212350 387,52 103,34

Ecartype 0,99
C.\V. trouve (%) 0,96
C.V. limite DT {*%:) 250

Théotie (mofunite) = 373,00

Erreur maximum tolérée = 5,0 £
Limite inférieure = 336,25 95
Limite supérieure =| 393 75 105
Teneur (moiunite) h 384,27
Intervalle de confiance ISBD,EH ISBEI

Tableau 4 : Résultat de calcul de 'amoxicilline:

Epecialite

Dl Amaoxiciline
MN® d'enregistrement

M ey lot

Titre STD (%) 955
Teneauw STD (%) 13,1
W ode dilution STD (i) 200
Y de dilution essai (mil) 200
Poid= maoyen (mg) 522803
Facteur de conversion 1
Fabricant

Date de FER
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Masse (g} Aire F.R. T (mgiunité) T {%]) F.R. %
Etalon 1 01146 143907395 00 125570663
Ezzail 0174 14333910,00 2934,08 37,80
Etalon 1 01146 14380964 00 1254858342 100,1%
Ezzai 2 01752 14510993 50 2553,61 98,45
Etalon 1 01145 14453002 00 126163302 09 5%
Ezzai 3 01742 14578047 50 2968,19 95.94
Ecartype 0,57
CV. trouveé (%) 0,55
C.V. limite DT {%} 250

Théorie (mgiunité) = 3000,00

Erreur maximum tolérée = 5.0 %
Limite inférieure = | 2530,00 95
Limite supérieure = 31a0,00 105
Teneur [mounité) N 2951 96
Intervalle de confiance |2932,21 2972 |

Conclusion:
D’apres la formule de calcule, on a obtenue : Iog@te en amoxicilline (98,39%)
et en acide clavulanique (102,47%). Tous les denkent dans la norme de la

pharmacopée européenne (95-105%).

llI-2-Dosage des impuretés dans I'état normal etxydé de la poudre
+ identification des impuretés de 'acide clavulanige (témoin a) :

- On pése exactement 100 mg, de clavulanate degiata dans une fiole de 100 ml, on compléte aumelavec la
phase mobile A.
- On agite par ultrason, puis on filtre.

+ Identification des impuretés de I'amoxicilline (ténoin b):

-On dissout 770,47mg d’amoxicilline tri hydratéand®0 ml de la phase mobile A, on compléte a 1G0mt le méme
solvant,
- On agite par ultrason, puis on filtre.

% Préparations des échantillons :

-On pése 1,399 de la poudre normale et oxydé (anivvde 100 mg de clavulanate de potassium).
-On dissout cette prise d’essai dans 50 ml dédes@ mobile A, on compléte a 100 ml avec le méoheant.

-On agite par ultrason puis on filtre.

[11-2-1-Résultat
+ Identification des impuretés dus a I'amoxicilline ¢ a I'acide clavulanique :
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Figure 5 : Chromatogramme type de témoin a
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Peak Mame RT Area % Area | Height
implamox | 2665 | 272868 052 46644
imp2amox | 3337 30625 0.06 4333
imp3amox (10715 136230 026 15345
impdamox [11.451 195895 037 22219
amoxiciline [12.140 |51145675 | 9738 | 3440951
irmpSamox |14 575 34452 0.07 3857
impBamox 15250 194148 037 21185
imp7amox (16633 213718 041 20879
impBamox (18717 | 299854 057 | 26758
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Figure 6 : Chromatogramme type de témoin b

-quantification des impuretés dans les essais :

Pour identifier les impuretés dans les essais géfert a deux solutions témoins a et b
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Figure 7 : Chromatogramme type poudrermale
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1 | irmplarmox 2653 | 308638 052 52950
2| imp2armos 3311 22943 0.04 3542
3 | Acide clavulanique | 8.595 | 3619230 B.06 | 291511
4 | impIamox 10.581 486592 081 53250
5 | impdarmo 11.334 | 875972 1.47 | 104707
6 | armoxiciline 12.024 | 54036422 | 90.43 3424050
7 |impinc 19.749 | 403859 088 | 37823

Figure 8 : Chromatogramme type poudre oxydée
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[1I-2-2- Discussion :
D’aprés les résultats obtenus dans I'état normakgdée :

*L'amoxicilline et mois sensible & Il'oxydation aprél'exposition aux conditions atmosphériques (Aide
chromatogramme de I'amoxicilline est presque ingénmais on observe une |égére apparition des ratdsi:
impamox2, impamox3, et notable dégradation engendimpamox4 (passage de 0,31 & 1,47%) qui dépasserme
(1%).

*I'acide clavulanique s’oxyde plus facilement @ste seulement 21% de la teneur de I'état normal)

Les impuretés de l'acide clavulanique sont faibletngétectées surtout dans I'état oxydé qui peuédra dus a

I'apparition de nouveaux produits secondaires ayastfaible absorbance en UV.

I\V- Stabilité de I'amoxicilline et I'acide clavulanique dans un médicament sous
forme de suspension reconstituée

Présentation du travail :

On a effectué des dosages pendant 7 jours, @g d'@chantillon en suspension, puis on a effédeupremier dosage,
ensuite on I'a mis dans le réfrigérateur de tentpégaentre 2°C et 8°C. On a répété cette oméraendant les sept
jours avec le méme échantillon comme si c’est watiept qui l'utilise et ce pour avoir le pourtage restant de

I’Amoxicilline et I'acide clavulanique pendant tedurée.

IV-1-Matériel et méthodes :

Sont cités auparavant avec les modifications sté@&: la longueur de la colonne est de 15cm, kit di& la phase
mobile est 2ml/min.

Présentation des échantillons

L'échantillon en question est sous forme de pouthstinée a étre reconstituée dans 60 ml dleasyspension
obtenue contient 100 mg /ml d’amoxicilline et 1&§/ml d’acide clavulanique (densité 1,058).

L’étude faite sur trois échantillons (trois sourdes médicaments différents A, B et C)

IV-2-Dosage des principes actifs dans la suspension
Solution standard:

On pése 150 mg d’amoxicilline trinydratée et 37g5ae clavulanate de potassium SCR, on les solaldisis une fiole
de 100 ml et on compléete avec de I'eau. On agitailda@son pendant 15 min.

Préparation de I'échantillon :

-On reconstitue la poudre , avec de I'eau jusgutrait du flacon.

-On dissout une masse voisine de 2 g de la segpedans 1000 ml d’eau. (5000 ml ou 2000ml).
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IV-3-Résultat :

L'identification de I'amoxicilline et de I'acide alulanique se fait par comparaison des temps d@atiéh dans le
standard et I'essai.

Q Match Plot Match Plot
1.20 m
o
3 2 050
1.0 £ 7
Sample .
‘ Mame Wial |Inj Mame Time (min)
| 1 |STD |3IZI | 1 |.ﬂ-.|:cla\-ulanic:|ue 3.?2EI|583EI?33| 747
] Ll
sample Yial |Inj Mame Reterﬁi-:_nn Areq % Lres
Mame Time (nin)
1 =TD 30 1 | Amoxcilling 5365 | 153922068 | 7253
0 A
—_———————
0.00 200 4.00 £.00 a.00 10.00 1200 1400
Mintes
Figure 9 : Chromatogramme type de standard
0.187 Match Plot Match Plot
016 OBl avulanique ] Amoxicilline
n14] 3 44301
256
0429
20000 30000 0000 30000
0404 i nim
7

0.08

(.06

0.04
0.024

TN

— — — 7 7T
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=
2
;?— Ac clavulanigue - 4.0368

Minutes
Retertion .
Mame Time (min) Arag % Arem | Height
Acdawilanigue 4 036 (329626 ( 1202 | 43194
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Name | TEtenfion f o e srea | Height
Time (min)
amoxicilline EE7E | 2413742 | 57.08 |183174

Figure 10 : Chromatogramme type de I'essai C

Pour calculer de la teneur (en % et en mg/ml) de I'amoxicilline et de I'dei clavulanique dans la suspensiom,

utilise les formul es suivantes :

T (mg/ unité) = Aire essai Aire stdx mstd / Vstdx Vde Me x Tstd (%)/100) x
(100-T.eay/100

T (%)= T(mg/ml) x 100/VT

m std: masse de la substance de référence (mg)
VE : volume d’'essai (ml) (Ve=me /d) avec d=1,058 etPoe

Tstd: Titre de la substance de référence (%)

Vstd : volume de dilution de standard (ml)

VdE : volume de dilution d’essai (ml)

VT : valeur théorique déclarée dans la Spécialité pheentique 100mg /ml pour I'amoxicilline et 12,5mg pour I'acide

clavulanique).

Teau teneur en eau du std (%)

Les données de dosage dans différents échantlemdant sept jours sont représentées dans le tiatiedessous.

TABLEAU 5 : Résultat de dosage I'amoxicilline et lacide clavulanigue

Amoxicilline (%) Acide clavulanique (%)

ours 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 7

Echantillon | 1078 | 1071 107,0 104,2 102,00 100§ 99,3 105[3 1105, 104,9 | 99,4 93,2 87,0 83,1
A

Fchantillcn | 103,4 | 102,9| 102,5 101,0 98,1 94§ 94,0 105,1 1041®4,1 | 995 | 93.,8| 87,9 86,2
B

Echantillon | 107,9 | 107,4| 107 ,1 106,6 106)0 104,0 1026 102,51,310 100,9| 100,7 93,5 89,8 84,8
C

Ces résultats sont représentés pour chaque éttractimme suite :
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Figure 11 : Teneur des principes actifs dans I'éafitdlon
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Figure 12 : Teneur des principes actifs dans I'éaftdlon B
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Figure 13 : Teneur des principes actifs dans 'éaftdlon C

I\V-4-Discussion :

En passant du premier jour au septieéme jour, kauede I'amoxicilline et de I'acide clavulaniquerdnue dans les trois
échantillons (A, B et C) malgré la conservation sespensions dans des conditions de températwseripee(2 a 8°C)

et a I'abri de la lumiére (tableau 5).

Une diminution notable de la teneur de I'acide alamique a été observée (il reste environ 85%deleur déclarée).

Cette dégradation est due a une grande sensibglitécide clavulanique a I'hydrolyse par rappofa@noxicilline.

La norme de la teneur des principes actifs dansds des études de stabilité des suspensi@ss pas bien fixée
(varie de £ 10% a + 20%)

Les valeurs de I'amoxicilline répondent correctetn@rces exigences tandis que les teneurs de I'at&eilanique

dans les deux derniers jours sont suspectéesappont a la norme adoptée.

La différence de teneur en principe actif pourttess échantillons dans le méme jour peut étre allee nature de la

substance active (différents fabricants et foseniss..), La nature des excipients (la quantit&aifdéents est souvent

majoritaire dans une formulation médicamenteus®)i gjue La qualité de la formulation
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Partie B :

Dégradation forcée de I'acide clavulanique
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[-Objectif :

Ce travail a pour objectif d’évaluer le comportetnda I'acide clavulanique vis-a-vis des conditiates’ stress ”
(hydrolyse, photodégradation et thermodégradatiCigst une étude a court terme qui porte d'immeis®rmations
sur la stabilité du médicament lors du stockagecamditions normales .Les impuretés formées sontuamtité

suffisantepour étre détectées.

lI- Matériel et méthodes :
Chaine de chromatographie liquide HPLC qualifi&ecades performances suivantes :

* Pompe quaternaire
e Injecteur automatique
« Détecteur UV, DAD (barrette de diode)

e Logiciel Empower

Les études de dégradation forcée ont été faitearsilies conditions chromatographiques suivantes

% Colonne :Agilent zorbax C18 SB, de dimension 15cmx4 ,6mrb, um
< Débit: 2 mL/min.
% Température 40°C

s+ Longueur d’onde: 230 nm.

% Volume d'injection: 50 uL.

< Diluent: Phase A

“ Mode de séparationgradient

«» Temps d’acquisitiort 60 min

« Phase mobile Phase A- phase B

-Phase A Tampon phosphate monopotassique &} (0,05M) et ajuster a pH=5 avec NaOH 0,1M)

- phase B : Acétonitrile.
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Temps (min) OA oB

0,00 98 ,0 2,0
7,00 98,0 2,0
22,0 93,0 7,0
40,0 93,0 7,0
48,0 80,0 20
52,0 100,0 0,0
60,0 100,0 0,0

» Réactifs :Le phosphate monopotassique a une qualité defrgaat analyse, (fournisseur sigma)
NaOH, et HCI (grade réactif) d’'origine Sdaar
e Solvants :L’acetonitrile est de grade HPLC (Merck).
- Verrerie de préparation est de calasse A (Fjgmpettes ...)
- Balance de précision (0,1 ing
- Bain marie avec régulateur de température.
- Bain ultrason

- Une Lompe UV a 254 nm

[lI- Préparation des échantillons :
On prépare des solutions test d’acide clavulani@75 mg/l. (75 mg dans 100 ml de la phase A)

selon les conditions suivantes:

* La température (de I'échantillon a été stockb @@ pendant 3 h).

 L’acide (HCI 1 M aqueux (1 ml) a été ajouté'éthantillon a été conservé a température
ambiante pendant 30 min).

* Base (NaOH 0,5 M aqueuse (1 ml) a été ajoutéddtantillon a été stocké a 25 ° C pendant 2
min).

e la lumiére (I'échantillon a été allumé a 254nengant 24 h a 25 ° C);

Les échantillons ont été dégradées, neutralisgescessaire.

V- Résultat et discussions :
IV-1-Résultat de I'hydrolyse acide et basique:

Apres traitement des données concernant I'lhydrobsiee et  basique on obtient

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212(0)535602953 Fax:212(0)5356082 1



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

010
0.084
0.06
< 0.04 o
o m 92
S ow
002 m
0.004 |
T T T T T T T T T T T T T T
0.a0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6OOA
Minutes
—— Sample Mame: Clav-HCIl, Date Acquired: 18/Mar201011:24:21 WET, Vial: 16; Injection: 1
Peak Summary with Statistics
Name:
SAMple e |y | Retertion | e 9 mmes | Resoiution | EP Plate Court
Mame Time (mir)
1 ClawHC 16 1 6.518 (191441 [ 61 56 [1.0863162+001 |7 495759:+003
2 ClavHo [16 | 1 4.030 119535 | 3544 1 D3TEEZe+004
Mean 5.274
Std. De. 1,760
% RSD 33.37

Figure 14 : Chromatogrammele I'hydrolyse acide (HCI)
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Peak Summary with Statistics
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BAMPE | (i | FEtEMHON e o area | Remlution | EP Plate Count
Mame Time (min)
1 ClavhaCH [17 | 1 4095 | 182867 | 27.82 4 9667 95 +003
2 ClavhaCH [17 | 1 16187 | 474504 | 7218 |3.9089492+001 |2.790283 +104
Mean 10142
Std. Dev. 8.545
% RSD 8425

Figure 15 : Chromatogramme de I'hydrolyse basiqguéaOH)

Le résultat de I'hydrolyse acide et basique gstésenté dans le tableau suivant :

Tableau 6: hydrolyse par HCI et NaOH de I'acide calvulaniqgue

%AC restant %Imp formée %Imp formée
tr=4,0 tr=16,1
HCL 1M 61,56 38,44 Trace
NaOH 0,5M trace 27,82 72,18

[V-2-Discussion:

L’'Hydrolyse acide est orientée vers la format@ione impureté majoritaire a 4,03 min, tandis dibgdrolyse
basique en plus de cette impureté conduit artadtion d’intense impureté a 16,1 min.
L’hydrolyse basique est plus agressive, la total#él'acide clavulanique est transformée en preddé dégradation

(notamment I'impureté en temps de rétention 16 ) ntableau 4.

IV-3-Résultat de la photodégradation et thermodégadation :
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Apres traitement des données concernant la thergnadation (température) et la

photodégradation (UV) on obtient :

oo

i W

0084

006+ ki

41.427

0.04+

0.024

1] 'DD_W -

000 500 1000 1500 2000 2500 3000  35.00 4000 4500 5000 5500 6L
Minutes
—— Sample Mame: Clay-T=85°C; Date Acquired: 19/Man2010 03:46: 16 WET; Mial: 58; Injection: 1

Peak Summary with Statistics
Name: Ac clavulanique

Sﬁ;’ﬂfée wial | Inj Name Tﬁﬁzrﬁ'g) Mrea | % Area | EP Plate Count
1 Claw-T=85°C |56 | 1 | &cclavlanigue 5.356 | 2056644 | 7013 | 420817 8e+003
llean E.5356
sto. Devw.
% RSD

Figure 16 : Chromatogramme de thermodégradation
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Minutes

—— Sample Name: Claw-UY,  Date Acquired: 19/Marf2010 05:42: 48 WET, Vial: 56; Injection: 1

Peak Summary with Statistics

MName:

Sﬁ:n-,p;e wial | 1nj TRuﬁ-.tngr::E) Apes % Ares R esoluti on EF Plate Count

1 Clavdl™ | 56 1 6.195 |G966516 | 8715 2011041 e+003

= Clavly | 56 1 41 401 | @4s5282 | 10.57 |2.927981 e+001 | 1.503096e+005

@ Clavdl™ | 5B 1 2742 | 181770 2.27 | 3.956959e+001 | 4.3647242+004
f=an 25.026
Std. Dew. 17.731
% FSD 70.85

Figure 17 : Chromatogramme de photodéqgradation

Le résultat de thermodégradation et photodégmraast représenté dans le tableau suivant:

Tableau 7 : Thermodégradation et photodégradainde I'acide clavulanigque

% AC restant %imp tr=27,4 %imp tr=41,4
T° 85°C 70,13 Minoritaire 29,87
uv 87,15 2,27 10,57

IV-4-Discussion
En comparant la photodégradation et la thermodégjaad(méme mécanisme radicalaire) :

On peut constater (tableau 7) :
* llyalieu formation d’'une impureté majoritaimeis polaire a temps de rétention élevé (41 ,4min)
» L’acide clavulanique est plus sensible a la temipie (70,13% restant) que la lumigi@7,15% restant)

La comparaison de deux phénoménes a montrée quild’ clavulanique et plus sensible a I'hydrolyse

notamment basique que la photodégradation et tentidegradation
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Conclusion

L'utilisation des combinaisons dp-lactamines et inhibiteurs dp-lactamases semble également étre une bonne
alternative aux monothérapies, 'association dendzicilline et de I'acide clavulanique a pour atijede renforcer

l'activité de I'antibiotique par inhibition des eytmes bactériennes (bétalactamases) par I'acidelal@que.

L'étude de stabilité des antibiotiques, notammesd tétalactamines, a une importance capitale aultgpparition
d’éventuels impuretés toxiques ou un sous- dosageiacipe actif qui peut déclencher le phénoméneédistance des

bactéries.

En vu de la premiére partie, on constate que l@adlthvulanique est trés instable a cause de labtgd aprés
I'exposition de poudre a | air atmosphérique. Espsmsion reconstituée, I'acide clavulanique est densible a

I'hydrolyse que I'amoxicilline. Cette instabilité&sitraduite par une baisse de teneur.

L'étude de la dégradation forcée a confirme queida clavulanique est trés instable vis-a-vis I'tigdrolyse,

notamment basique, qu’a la photodégradation oédmatiation par température.

En conclusion, I'association de I'amoxicilline ee dacide clavulaniqgue en poudre doit étre conserdans des
emballages étanches et a I'abri de la lumiére,les lfajout d'un conservateur est obligatoire. Lgpre le médicament

est soumis a la suspension, la conservation aaumgérature de +2°c a +8°C est indispensable.
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