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Introduction

Les excipients jouent un role capital dans la conception, la fabrication, et la conservation des
médicaments. La connaissance de leurs toxicités, des propriétés physico-chimiques, de la

fonctionnalité ainsi que les domaines d’application de ces dernier est donc primordiale.

L’ajout d’un conservateur antimicrobien présente un grand intérét dans le cas ou les
préparations pharmaceutiques ne possédent pas de propriétés antimicrobiennes adéquates,
(notamment les préparations aqueuses), ce pour éviter la prolifération ou limiter la
contamination microbienne. Car celles-ci, méme dans les conditions normales de conservation
et d’emploi (surtout dans le cas des récipients multi-doses), peuvent se produire et entrainer

une infection pour le malade et/ou une détérioration de la préparation.

Le chlorobutanol est un alcool trihalogéné doué d’une activité hypnotique, sédative,
antalgique et anesthésique locale, mais aussi bactériostatique et fongistatique. Contrairement
aux propriétés pharmacologiques qui sont actuellement délaissées, la propriété
antimicrobienne est encore exploitée dans plusieurs formulations pharmaceutiques dédiées a
I’antisepsie buccale, auriculaire, oculaire, et aussi dans la conservation antimicrobienne

(excipient) des collyres, pommades ophtalmiques et certaines préparations injectables.
Dans ce contexte, notre travail est structuré en deux parties :

Une partie bibliographique, dans laquelle nous aborderons des généralités sur les

conservateurs antimicrobiens et une étude pharmaco-chimique du chlorobutanol.

Une partie expérimentale portée sur la synthése, I’identification, la caractérisation et

I’évaluation de I’activité antimicrobienne du chlorobutanol hémihydrate.



Objectifs

Ce mémoire de fin d’études ; a I’image de la polyvalence de la pharmacie, nous a permis
d’appliquer les connaissances acquises durant notre cursus dans différents domaines a savoir :

la chimie thérapeutique, la chimie analytique, la pharmacologie, la bactériologie et autres.

L’objectif principal de notre travail était 1’obtention du chlorobutanol hémihydraté par

synthése chimique, ainsi que 1’étude de son activité antimicrobienne.
Secondairement a cet objectif principal, d’autres objectifs doivent étres atteints a savoir:
= Purification du chlorobutanol hémihydraté synthétisé ;

= |dentification et caractérisation du chlorobutanol synthétisé en faisant appel aux

différentes techniques monographiées ;
= Détermination de la teneur en principe actif ;

= Evaluation de I’activité antimicrobienne du chlorobutanol synthétisé vis-a-vis de certaines

souches microbiennes.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE




CHAPITRE |

GENERALITES SUR LES
CONSERVATEURS
ANTIMICROBIENS




ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE |: GENERALITES SUR LES
CONSERVATEURS ANTIMICROBIENS

1. Définitions
1.1. Médicament
Selon la loi 85-05 (article 170) le médicament est définit comme suit :

2« toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou
préventives a 1’égard des maladies humaines ou animales, tous produit pouvant étre un

diagnostic médical ou de restaurer, corriger, modifier leurs fonctions organique » [1].

Un médicament comprend une partie responsable de ses effets sur I’organisme humain qui est
le principe actif, et une partie inactive faite d’un ou plusieurs excipients[2].
1.2.  Principe actif

Un médicament peut contenir un ou plusieurs principes actifs ou substances actives.

Un principe actif est tout composant d’un médicament qui est destiné a exercer une action
pharmacologique ou un autre effet direct en rapport avec le diagnostic, le traitement ou la
prévention d’une maladie, ou agir sur la structure ou la fonction de 1’organisme humain ou

animal par des moyens pharmacologiques[3].
Un principe actif peut étre soit [2]:

D’origine synthétique : les substances sont obtenues par synthése chimique dont les

caractéristiques sont bien définies.

D’origine naturelle : les substances sont extraites a partir des produits naturels : végétal,

minéral, biologique.

D’origine hémisynthétique : les substances d’origine naturelle qui subissent des modifications

structurales pour diminuer leurs effets secondaires et augmenter le tropisme d’action.

1.3. Excipient

La formulation d’un médicament comprend généralement plusieurs excipients qui sont
inactifs quant a leurs intéréts thérapeutiques, cependant ils peuvent entrainer des effets nocifs

pour 1’organisme.
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On entend par excipient tout composant, autre que le principe actif qui est présent dans un
médicament ou utilisé pour sa fabrication. La fonction d’un excipient est de servir de vecteur
au principe actif, ou d’entrer dans la composition du vecteur, contribuant ainsi a obtenir
certaines propriétés du produit telle que la stabilité, le profil biopharmaceutique, 1’aspect,

I’acceptabilité pour le patient et la facilité de fabrication.[3].

2. Genéralités sur les micro-organismes
2.1.  Définition des micro-organismes

Les micro-organismes sont des organismes de petite taille (Tableau 1), visibles a I’aide d’un
microscope a savoir : les bactéries, les virus, les champignons, les protozoaires ainsi que

certaines algues appartenant a cette catégorie[4].

Tableau I : Les types de micro-organisme, leurs tailles et leurs natures cellulaires.

Micro-organismes Taille Nature des cellules
Virus 0.01-0.25um Acellulaires
Bacteéries 0.1-10 um Procaryote
Champignons 2 um-10 pm Eucaryote
Protozoaires 2-1000 pm Eucaryote

Algues 1 pm- plusieurs metres Eucaryote

2.1.1. Définition des bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes de petits diamétres entre 0.lum et 10um,
unicellulaires. Elle appartiennent a un groupe appelé procaryote (Figurel) car leur unique

chromosome n’est pas entouré d’une membrane nucléaire[5].

cellule bactérienne

Capsule ADN chromosomique

Chromatophore Graths de ffeive

/ Flagelle

Mésosome Pigments /

Daro: ADN plasmidique Hiboiomes

Membrane cytoplasmique WVacuoles a gaz

Figure 1 : Structure d’une cellule bactérienne (procaryote) [5]
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2.1.2. Définition des champignons

Les champignons sont des micro-organismes vivants, de taille qui varie entre 2um et 10um,

eucaryotes, principalement pluricellulaires tels que les moisissures et les levures [5].

2.1.3. Classification des bactéries

Les bactéries peuvent étres distingué par leur taille, leurs activités biochimiques, les éléments
nutritifs qui leur sont nécessaires, les conditions physiques dans lesquelles elles peuvent

croitre, leurs forme ainsi que leurs paroi cellulaire [5].
= La paroi cellulaire

Les parois cellulaires peuvent étres différencié par leur épaisseur, leur structure et leur
composition. Toutefois, il n’y a que deux grands types de parois; on peut facilement
déterminer si une cellule posséde 1’un ou I’autre de ces types, grace a leur réaction avec un
colorant établi par danois Christian Gram. Une fois colorées par le violet de cristal et 1’iode,
les cellules qui sont dotées du premier type de paroi gardent le colorant et sont nommées
Gram+, alors que les cellules dotées du deuxiéme type de parois ne gardent pas le colorant et

sont appelés Gram — (Figure 2).

La paroi des Gram + est constituée d’une membrane plasmique entourée d’une couche
épaisse de peptidoglycane, tandis que celle des Gram— possede seulement une couche fine de
peptidoglycane mais elles sont entourées d’une seconde membrane externe agissant comme
une barriere[5].

Gram-~ Eram”

Polysaccharides capsulaires

Porine \

Protéines capsulaires

Lipoprotéines \

|- a

Bicouche lipidigque

————— Peptidoglycane et
————— Acides téchoiques

Chremeoesome

Figure 2 : Comparaison entre la composition des parois bactériennes des Gram+ et Gram-[5]
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3. Laqualité microbiologique des médicaments
3.1.  Définition

Les produits pharmaceutiques étant destinés a étre mis en contact avec différentes parties du
corps, ils ne doivent pas contenir de micro-organismes susceptibles de nuire a I’utilisateur,
que ce soit par leur nature ou leur concentration. Cependant, les micro-organismes font partie
de notre environnement, il faudra donc s’assurer que les produits pharmaceutiques mis sur le
marché sont capables de résister aux développements de micro-organismes initialement
présents ou involontairement inoculés par le consommateur. A cette fin, un test appelé « Test
d’efficacité de la conservation antimicrobienney a été instauré afin d’évaluer la résistance des

produits face a une inoculation volontaire et contrélée de micro-organismes|[6].

3.2.  Les préparations pharmaceutiques a grand risque de contamination

Les préparations pharmaceutiques présentant les risques les plus élevés de contamination
microbienne sont les préparations aqueuses, telles que les solutions, suspensions et les
émulsions pour administration orale, parentérale, oculaire, notamment les préparations multi

doses.

3.2.1. Préparations injectables

Les préparations parentérales sont des solutions, des émulsions et des suspensions stériles,
contenant un ou plusieurs ingrédients actifs destinés & étre administrés par injection, infusion
ou implantation dans le corps. Ils sont conditionnés dans des contenants a dose unique ou
multi- doses dans des récipients clos et transparents. Ces préparations doivent étres [7]:

- Stériles : absence de tout microorganisme vivant ;

- Apyrogenes ;

- Isotoniques au plasma : osmolalité des solutions= 270 a 300 mosmol/kg. ;

- Limpides;

- La valeur de pH tolérée : doit étre comprise entre 3 et 9 afin d’assurer la stabilité du

principe actif, ainsi que 1’absence de la douleur a I’injection ;

- Laformulation doit étre stable pendant toute la durée de conservation.
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3.2.2. Préparations ophtalmiques multi-doses

Les préparations ophtalmiques sont des préparations liquides, semi-solides ou solides stériles
destinées a étre appliquées sur le globe oculaire et les conjonctives ou a étre introduites dans

le cul du sac conjonctival.

Le role des conservateurs dans les préparations ophtalmiques notamment les multi-doses est
d’éviter, sinon de limiter la contamination bactérienne des flacons. Ils peuvent étre aussi
employés pour stabiliser le principe actif. La contamination peut se produire soit par contact
de I’embout du flacon avec les paupicres, les cils, la conjonctive ou les larmes. Sans
conservateur, le contenu d’un flacon multi dose utilisé deux fois par jour est habituellement
contaminé en 1 a 2 semaines. Le risque de la transmission bactérienne croisée est multiplié
lors de I'utilisation d’un méme flacon par plusieurs personnes d’une méme famille ou en

milieu hospitalier[8].

3.3.  Contrdle de la qualité microbiologique des médicaments

La présence de certains microorganismes dans des préparations pharmaceutiques peut réduire
voire annuler son activité, et constituer un danger potentiel pour la santé du patient. Afin
d’assurer la qualité microbiologique des produits, des mesures appropriées doivent étre prises
tout au long de la fabrication, du conditionnement, de la conservation et de la distribution des

préparations pharmaceutiques.

La pharmacopée européenne 6°™ éditions définit la qualité microbiologique des préparations
pharmaceutiques ainsi[9] :

- Pour les préparations obligatoirement stériles il faut faire un essai de stérilité en
vérifiant 1’absence de tout micro-organisme (levures, moisissures, bactéries) mais aussi
d’endotoxine ;

- Pour les préparations non obligatoirement stériles (Tableau II), il faut faire un
dénombrement de germes indicateurs de la qualité globale a savoir les germes totaux, les
levures et moisissures ainsi qu’une recherche des microorganismes spécifiques pour certains

produits, exemple : E.coli , Salmonella , Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus.
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Tableau Il : Critéres d’acceptation de la qualité microbiologique des substances pour usage
pharmaceutique des préparations non obligatoirement stérile [9].

DGAT DMLT
(UFC /g ou UFC /ml) (UFC/g ou UFC/mI)

Substances pour usage
pharmaceutique 10° 10
DGAT : dénombrement des germes aérobies totaux.
DMLT : dénombrement des moisissures et levures totales.

3.4.  Origine de contamination microbienne des médicaments

Il existe deux origines majeures de contamination :

Les contaminations primaires qui peuvent survenir lors de la fabrication et les contaminations

secondaires qui surviennent au cours du stockage ou de I’utilisation du produit.

Les contaminations primaires peuvent étre la conséquence des matiéres premieres utilisées,

des locaux, du matériel ou encore du personnel chargé de la fabrication.
Les contaminations secondaires résultent de 1’utilisation du produit par le consommateur[10].

Tout produit mis sur le marché doit comporter aussi bien sur son conditionnement primaire
gue sur son conditionnement secondaire une date limite de consommation (DLC), et une
période apres ouverture (PAO), indiquant la date jusqu'a laquelle le produit peut étre utilisé
avec toute seécurité. Cette disposition permet d’éviter tout danger infectieux pour le

consommateur[10].

3.5. Test d’efficacité de la conservation antimicrobienne

Le test d’efficacité de la conservation antimicrobienne est une technique expérimentale
suivant un protocole précis, qui permet de démontrer 1’efficacité du systéme conservateur
présent dans la formulation. Ce test consiste en I’inoculation volontaire d’une concentration
connue de micro-organismes de référence dans des conditions bien définies et a température
contrlée. Ce test utilise comme micro-organismes ; les souches pathogeénes pour 1’étre
humain a savoir [9]:

- Pseudomonas aeruginosa ;

- Staphylococcus aureus ;

- Candida albicans ;

- Aspergillus niger/brasiliensis ;
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Aprés la contamination, les bactéries, les levures et les moisissures sont dénombrées par
analyse microbiologique a différents intervalles de temps (Tableau 1) ; qui sont en général la
sixieme heure, la vingt quatriémes heures, le septiéme jour ainsi que le vingt-huitieme jour ;

- Il doit y avoir une reduction de 2 unité sur une échelle logarithmique des
concentrations bactérienne a six heures et de 3 unité a vingt-quatre heures, sans survivants le
vingt huitieme jour ;

- Pour les levures et moisissure, il doit y avoir une réduction d’une unité logarithmique
en vingt-quatre heures, et de 2 unités le septieme jour sans prolifération des champignons

entre la premiere et la quatriéme semaine.

Cela permet de déterminer si le produit mis a la disposition du consommateur ne présente
aucun risque.

Pour évaluer la réduction des germes, on établit la formule de calcul suivante :

Log du nombre de micro-organismes de I’inoculum initial introduit (CFU /ml) - Log

du nombre de micro-organisme au moment du prélévement (CFU/ml)

Tableau I11 : Les exigences de la pharmacopée européenne concernant 1’évaluation de
’activité antimicrobienne[9].
Réduction logarithmique

6h 24h 2j 7] 14j 28j
Preparations Bactéries 2 3 NR
parentérales et -
ophtalmiques Champignons 2 NI
Préparation pour | Bactéries 2 3 NI
applications locales | champignons 2 NI
Préparations Bactéries 3 NI
orales -
Champignons 1 NI
NR : non retrouve NI : pas d’augmentation

Il existe différentes normes définissant les tests d’efficacité de la conservation
antimicrobienne en fonction du domaine d’application, la pharmacopée européenne et I’'USP
représentent la référence pour le domaine pharmaceutique, néanmoins il existe quelques

différences d’exigence entre ces pharmacopées comme il est illustré dans le( tableau V) [11].
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Tableau IV: Exigences des pharmacopées européenne et américaine concernant le test
d’efficacité de la conservation antimicrobienne[12].

Le temps Pharmacopées américaine | Pharmacopées européenne
Exigences pour une réduction logarithmique bactérienne

6h / (non applicable) 2

24h / (non applicable) 3

7] 1 / (non applicable)

14j 3 / (non applicable)

28j Aucune augmentation Pas de survivant
Exigences pour une réduction logarithmique des champignons

7] Aucune augmentation 2

14j Aucune augmentation Aucune augmentation
28] Aucune augmentation Aucune augmentation

4. Les agents antimicrobiens utilisés pour la conservation des médicaments

La préparation d’un produit pharmaceutique passe par plusieurs étapes a savoir la
formulation, le conditionnement et le stockage, ou il est exposé aux différentes
contaminations microbiennes. Cette contamination peut le rendre dangereux pour le
consommateur d’ou la nécessité d’utilisation d’agents antimicrobiens permettant de lutter

contre les dégradations d’origine bactérienne ou fongique apportées lors d’une contamination.

4.1. Traitement par des moyens physiques a action antibactérienne
4.1.1. Traitement thermique

Le traitement par le froid permet de ralentir la croissance des micro-organismes et
d’augmenter la durée de conservation du produit, soit par réfrigération ou congélation.
Néanmoins les micro-organismes psychrophiles et psychotrophes peuvent se développer au
froid.

Le traitement par la chaleur permet de tuer les micro-organismes par différents procédes

thermiques :

- Lachaleur séche : le traitement se fait & 180 C pendant 1H.
- La chaleur humide: le traitement se fait & 121" C pendant 20mn par plusieurs

méthodes : pasteurisation, ébullition, autoclave, appertisation, tyndallisation[13].

10
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4.1.2. Lafiltration

La filtration est un procédé applicable aux fluides liquides ou gaz. Elle est basee sur la
rétention des particules et micro-organismes aprés passage a travers un réseau filtrant de
porosités variables. La rétention se fait soit par criblage ou par adsorption.
Ce procédé est applicable aux médicaments fragiles, thermosensibles, qui ne peuvent

supporter des traitements thermiques a haute température[13].

4.1.3. Les rayonnements
4.1.3.1. Ultraviolets

Les radiations ultraviolettes (UV) proches de 260 nm sont tres létales. En pharmacie, ce mode
de stérilisation ne peut étre appliqué aux préparations en ampoules ou flacons car les rayons
UV ne peuvent franchir les parois de verre (La stérilisation UV est un phénomene de contact,

seules les surfaces en contact direct avec les rayonnements sont stérilisées[13].

4.1.3.2. Radiations X et Y

Leur pouvoir de pénétration est plus important. Les radiations Y sont utilisées dans la

stérilisation a froid des antibiotiques, des hormones ou des objets thermosensibles[13].

4.2.  Traitement par ajout de conservateurs antimicrobiens

Il existe un grand nombre de conservateurs utilisés en association avec un ou plusieurs
principes actifs dans les différentes préparations pharmaceutiques. Ces conservateurs ont été
classés en deux groupes de substances : les conservateurs antioxydants, qui sont capables de
s’opposer aux phénomenes d’oxydations et a [’apparition de radicaux libres, et les

conservateurs antimicrobiens, qui agissent sur les micro-organismes.

5. Les conservateurs antimicrobiens
5.1. Définition d’un conservateur antimicrobien

Les conservateurs antimicrobiens sont des substances chimiques, d’origine naturelle ou
synthétique, qui sont ajoutées aux produits pharmaceutique et cosmétique finis, afin de les
mettre a I’abri de prolifération microbienne ou d’inhiber leur développement , assurant ainsi
la sécurité du produit pour une longue période et, en conséquence celle des

consommateurs[14].

11
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5.2. Classification et mécanisme d’actions des différents conservateurs antimicrobiens
5.2.1. Les ammoniums quaternaires

Les sels d’ammoniums quaternaires sont des composés chimiques constitués en général d’un
atome d’azote substitué par quatre groupements comportant entre huitet 35 atomes de
carbone. Parmi les ammoniums quaternaires, le chlorure de benzalkonium est le plus
couramment utilisé. On trouve également dans les préparations ophtalmiques le bromure de
cétrimonium (cétrimide), le bromure de benzododécinium et le chlorure de cétylpyridinium.
Ce sont des composés bipolaires, tres hydrosolubles, ayant des propriétés tensioactives
(surfactants)[15].

» Mécanisme d’action des ammoniums quaternaires

Ils agissent principalement par leur activité détergente plus ou moins puissante conduisant a la
dissolution des parois et membranes bactériennes, a la destruction de la couche semi-
perméable cytoplasmique et au relargage du contenu intracellulaire. Leur pouvoir bactéricide

est rapide et maximal a 37°C en milieu alcalin[15].

5.2.2. Les dérivés organo-mercuriels

Ce sont le phénylmercure sous forme d’acétate de borate ou de nitrate, le mercurobutol et le
mercurothiolate sodique (thiomersal ou thimerosal). Le thimerosal reste le seul utilisé

actuellement car il a moins d’effets secondaires[15].
=  Meécanisme d’action des dérivés organo-mercuriels

Ils sont efficaces grace aux propriétés thioloprives de 1’ion mercuriel. Ils agissent par
combinaison avec les groupements sulfhydryles des proteines formant des précipités de

protéinates de mercure[15].

5.2.3. Les amidines

Le principal agent utilisé est la chlorhexidine, agent cationique appartenant a la famille des
biguanides. Elle est utilisée sous forme de digluconate soluble dans 1’eau, active dans un
milieu neutre ou légérement alcalin (pH 8). Le gluconate de chlorhexidine est incompatible

avec des savons, des détergents et des composes anioniques qui annulent son action[15].

12
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= Mécanisme d’action des amidines

Elle agit en détruisant la couche semi-perméable des membranes cytoplasmiques. Elle inhibe
le transport transmembranaire des cations et I’hydrolyse de I’ATP membranaire. En outre, elle

retarde la germination des spores des bactéries[15].

5.2.4. Les esters de ’acide parahydroxybenzoique

Les parabénes sont des esters de I’acide parahydroxybenzoique. On distingue le
méthylparaben, 1’éthylparaben, le propylparaben , 1’isopropylparaben, le butylparaben et
I’isobutylparaben[15].

=  Mécanisme d’action des parabenes

Les parabenes sont actifs vis-a-vis d’un grand nombre de micro-organismes. lls interagissent
avec les voies métaboliques clés, I’efficacité étant plus importante vis-a-vis des levures et

moisissures que vis-a-vis des bactéries [85].

Ils présentent de multiples actions biologiques, mais il est généralement admis que les effets
sur le transport a travers la membrane cellulaire et la paroi cellulosique, et sur le

fonctionnement des mitochondries, sont la clé de leur action.

IIs se fixent a la surface de la membrane cytoplasmique des bactéries ce qui provoque son
altération. 1l en résulte une fuite extra-cellulaire des électrolytes et des constituants vitaux qui

induit la destruction de la bactérie[15].

Au niveau du cytoplasme, les parabenes agissent en provoquant une perturbation de la
respiration cellulaire (effet inhibiteur sur la consommation d’oxygene), du transport des
¢lectrons et des systémes enzymatique d’oxydation. [85].

5.2.5. Les alcools

Tels que le chlorobutanol et le phényléthanol et le phénylméthanol (1’alcool benzylique).
=  M¢écanisme d’action des alcools

Le chlorobutanol possede une activité bactériostatique et antifongique. Son activité est basée
sur sa capacité a traverser la couche lipidique bactérienne, en augmentant la solubilité

lipidique gréce a son effet détergeant [15].
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5.3.  Spectre d’activité des conservateurs antimicrobiens

Tableau V: Structure chimique et spectre d’activité des conservateurs antimicrobiens[16].

Bactéries Chamoi
Conservateurs | Structure Gram | Gram gnonsp Spores | Virus
+ =
Ammonium |l|f\ 4
quaternaires R\ _R |+ + - -
R2
Dérivés T
organo- Ejfj\oo Na
mercuriels $ ++ ++ + - -
(thiomersal) Ho
I\GH3
NR'
Amidines R)J\N’R it | 4+ + . +/-
3
R
O\ O\R
Parabens
++ + +4++ ++ +/-
OH
cl ClI
Alcools OH
(chlorobutanol) | CI +H+ | | + +/-
HsC CHs
Activité létale forte : +++ moyenne : ++ faible : + lente : +/- absente : -

5.3.1. Détermination de la CMI et la CMB

Ces deux parametres caractérisent le pouvoir antimicrobien d’un agent conservateur, ils

sont définis comme suit [17] :

5.3.2. Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Elle est définie comme la plus petite concentration d’un conservateur antimicrobien ou

d'antibiotique qui inhibe toute culture visible d'une souche bactérienne aprés 18-24 h de

culture a 37°C.

14
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Cette valeur caractérise l'effet bactériostatique d’un conservateur antimicrobien ou de
I'antibiotique. Plus la CMI d'un antibiotique est faible, plus son effet antimicrobien est

prononce.

5.3.3. Concentration Minimale Bactéricide (CMB)

Elle se définit comme la plus petite concentration d’un conservateur antimicrobien ou
d'antibiotique capable de laisser 0,01% de survivants aprés 18-24 h de culture a 37°C. Cette

valeur caractérise I'effet bactéricide d’un conservateur antimicrobien ou de l'antibiotique.

- Antimicrobien bactériostatique : CMB/CMI= 8-16.
- Antimicrobien bactéricide : CMB/CMI = 4

Tableau VI: La concentration minimal inhibitrice de quelques conservateurs antimicrobiens
utilisés dans les préparations pharmaceutique [12].
La concentration minimale inhibitrice d’un conservateur

Conservateurs | [C] antimicrobien en pg/ml
antimicrobiens | usuelles | Bactérie Bactérie Levure Moisissure
Gram + Gram -
0.3-
Chlorobutanol 0.5% 650 1000 2500 5000
Méthylparaben | 0.2% 2000 1000-4000 2000 1000
Phénoxyéthanol | 1% 8500 3600 5400 3300
Propylparaben | 0.2% 500 100-500 250 200-500
: 0.002-
Thiomersal 0.01% 0.2 4-8 32 128

5.4. Critéres de choix d’un conservateur antimicrobien

En pratique aucun conservateur ne remplit tous les critéres d’un systéme idéal. Pour cela on a
recours dans la majorité des cas a utiliser une association de conservateurs afin de limiter

leurs effets secondaires. Un conservateur doit remplir les critéres suivants [18] :

= La solubilité : Les micro-organismes se multiplient essentiellement en phase aqueuse, il
est donc important que les conservateurs se maintiennent a une concentration efficace
dans la phase hydrophile du produit, d’ou I’'importance de la solubilit¢ du conservateur
dans cette phase. Idéalement, un conservateur doit avoir une grande solubilité en phase
aqueuse et une solubilité moindre en phase grasse, donnant ainsi un coefficient de partage
huile/eau faible (K).

15
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= |nnocuité : un conservateur utilisé a court et a long terme a la concentration adéquate pour

la conservation doit étre dénué de tout effet toxique, irritant, sensibilisant au niveau de la

peau, les muqueuses ou les organes.

= Le spectre d’activité : un conservateur doit posséder un large spectre d’activité incluant les

bactéries Gram+ et Gram-, les champignons et les moisissures.

= Le pH: le conservateur doit étre actif sur une large marge de pH, incluant celui de la

stabilité de la formulation et celui de la prolifération des micro-organismes (tableau V11I).

= Compatibilité avec la formulation : il faut considérer la compatibilité du conservateur avec

le ou les principes actifs, les excipients présents dans la formulation mais aussi avec le

processus de fabrication et les articles de conditionnements (tableau V1I).

Tableau VII: Les valeurs de pH optimum de certains conservateurs antimicrobien et leurs

Classe
chimique du
conservateur

Ammoniums
quaternaires

Organo-
mercuriels

Les alcools

Phénols

Amidines

incompatibilités avec d’autres produits chimiques [16].

Les
conservateurs
-Chlorure de
benzalkonium
-Cétrimide
-Bromure de
benzododécinium
-Chlorure de

cétylpyridinium

-Nitrate/ acétate/
borate de
phénylmercure
-Thiomersal

-Chlorobutanol
-Phényléthanol

-Alcool
benzylique

-Méthyl/  propyl
parabens

-Digluconate de
chlorhexidine

pH
optimum

4-10

515

Incompatibilité  avec
d’autres produits
chimiques

-Les agents tensioactifs
-nitrate

de phénylmercure

-les savons

-Halogénures
métallique

- Acide borique
-EDTA
-benzalkonium

-Polysorbate 80
Carboxymethylcellulose
-Agents oxydants

-Les agents surfactants
non ionique

-Les savons anioniques
-Carbonate

-Phosphate

-Citrate

Conditionnement,
stockage

-Thermostables

-Thermostables
-Sensible  a la
lumiere absorbée
par les fermetures
en caoutchoucs.

-Thermolabiles
-Volatiles

-Thermostables

-Instable au-dessus
de 70 °C
-hydrolysable a -4
°C

16
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= Propriétés physiques : le conservateur idéal doit étre incolore, indolore, insipide dans le

produit fini. En outre, il doit étre facile a utiliser et & incorporer.

= Volatilité : les conservateurs ne doivent pas étre volatiles pour éviter une perte d’activité
si le produit est sujet a des élévations de température, que ce soit pendant la fabrication ou

durant son usage.

= Efficacité a long terme : un conservateur doit garantir son efficacité durant toute la vie du
produit. Il doit avoir une efficacité constante et ne doit pas étre dégradable.

= Co0t: un conservateur doit répondre aux exigences des pharmacopées et du marché en

respectant le rapport qualité-prix.

6. Toxicité des conservateurs
6.1. Ammoniums quaternaires : chlorure de benzalkonium

Leurs utilisations dans les préparations ophtalmiques provoquent :

- Des dommages sur les tissus de 1’ceil a savoir la cornée, la conjonctive, et les cellules
épithéliales ;

- Réaction immuno-allergique ;

- L’utilisation des ammoniums quaternaires a des concentrations de 0.001 a 0.01%,
provoque une diminution de 1’intégrité membranaire et une dissolution du film lacrymal ;

- Cytotoxicité et apoptose cellulaires[19].

6.2. Parabenes

- Selon les études disponibles, les méthyl et éthyl parabenes ne provoquent aucun effet
sur la fertilité masculine, quant au propyl et butyl parabenes les résultats sont controverses
malgré leurs effets néfastes sur la qualité spermatique.

- Différentes études utilisant des modéles in vitro et in vivo, ont supposé que les
parabénes possédent une activité de perturbateur endocrinien en raison de leur action
osteogeénique, qui se traduit par un effet utérotrophique, qui croit avec la longueur de la chaine

alkyle.

17
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- Des parabénes ont été retrouvés dans les cellules tumorales mammaires, d’ou
I’hypothése du lien possible entre les parabénes et le cancer du sein. Cependant il n’est pas
encore possible d’affirmer 1’effet carcinogéne des parabénes.

- Des allergies cutanées ont été observées lors d’application des parabenes sur la
peau[20].

6.3.  Les alcools (Chlorobutanol)

Cette partie sera détaillé dans le chapitre Il [21].

6.4. Dérivés organo-mercuriels (thiomersal)

Le thiomersal peut engendrer :
- Trouble neuropsychigue notamment chez les nouveau-nés et les prématurés (autisme) ;
- Atteintes cérébrales, sclérose en plaque ;
- Réactions allergiques de type eczéma, asthme ;
- Atteinte rénal : tubulonéphrite [22].

6.5. Les amidines (chlorhexidine)

Les principaux effets toxiques observés avec les amidines sont :

- Réactions d’hypersensibilité : urticaires, bronchospasmes, cedéme de Quincke, choc
anaphylactique ont été rapportés suite a I’application cutanée ou muqueuse de chlorhexidine.

- Toxicite oculaire :
La chlorhexidine posséde une toxicité dose dépendante sur les cellules épithéliales de la
cornée, les cellules endothéliales et les fibroblastes ;
Des conjonctivites et des irritations de la muqueuse oculaire ont été observées a des

concentrations égales ou inferieur & 0.02%[23].
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1. Définition

Le chlorobutanol est un conservateur antimicrobien et sédatif aux propriétés anesthésiantes
proche de I'hydrate de chloral. Il entre notamment dans la composition de certains
médicaments indiques dans le traitement des rhinites, des infections buccales, des irritations
oculaires ou pour des soins postopératoires. 1l est commercialisé sous plusieurs noms,

notamment Balsamorhinol, Alodont, Givalex ou Optrex. |l s'obtient par une addition

nucléophile du chloroforme sur I'acétone[24].

2. Historique

Le chlorobutanol ou trichlorobutanol fut Synthétisé pour la premiere fois en 1881 par
I’Allemand Dr Willegerodt. Il a été utilisé comme conservateur antimicrobien pour la
premiére fois en 1889 par Park Davis et al, dans une solution d’adrénaline injectable. En
1919 le Dr T.ALDRICHE a réussi a conserver des organes d’animaux dans de 1’eau de
chloretone (chlorobutanol). Il écrit au Dr Oliver FARWELLI (botaniste) lui suggérant
d’utiliser cette molécule pour y conserver des végétaux et du matériel de laboratoire. Ce
dernier constata l'effet fixateur et conservateur sur les végétaux, il publia a son tour,
recommandant au monde scientifique, notamment aux chercheurs toxicologues d’approfondir

les recherches sur cette molécule.

Par la suite, son effet narcotique doux et anesthésique local ont été repérés par analogie
structurale au métabolite actif de 1’hydrate de chloral. Ses emplois médicaux furent
diversifiés : sédatif, hypnotique, anesthésique local, antiémétique, antiseptique, prévention du
mal de mer et dans la maladie de chorée, sous différentes formes galéniques.

En 1981 ; des chercheurs pharmacologues australiens ont étudié sa pharmacocinétique. Ils
constatérent que son métabolisme est beaucoup plus lent que I’hydrate chloral, avec effet

cumulatif trés important dans les organes adipeux.

Dans les années qui ont suivi, la majorité de ses utilisations médicales furent délaissés, a
cause de sa grande toxicité, notamment neurologique. Actuellement il est utilisé comme
antiseptique en association avec d’autres principes actifs et comme conservateur

antimicrobien dans les formulations pharmaceutiques et cosmétiques.
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3. Nomenclature et structure

3.1.  Chlorobutanol anhydre

Nom :IUPAC: 1,1,1-trichloro-2-methylpropan-2-ol

Nom en Latin : Chlorobutanolum

Formule brute : C, H; Cl; O

N° CAS : 57-15-8

Formule développée et tridimensionnelle : la figures 3 représente les formule développée

et la vue tridimensionnelle du chlorobutanol.

CHy C
H,C-C—C—Cl
L\

OH Cl

Figure 3 : Formule développée et vue tridimensionnelle du chlorobutanol anhydre

= Autre appellations: Acéton-chloroforme, Chlorbutol, Chloreton, Trichlorbutanol
Trichlorisobutylalcool [25,26,27].

3.2.  Chlorobutanol hémihydraté

Nom : IUPAC: 1,1,1-trichloro-2-methylpropan-2-ol;hemihydrate

Ou :1,1,1-Trichloro-2-méthylpropan-2-ol ; %2 H, O

Nom Latin : chlorobutanolum Hemihydricum

Formule brute: C4, H; Cl; 0. 2H, O

N° CAS : 6001-64-5
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= ATC : A04ADO4 [28]

= Formule développée: la figure ci-dessous représente la formule développée du
chlorobutanol hémihydraté [25,26,27].

CH3 ClI

/

H3C

C C\ Cl .x2H20

OH Cl

Figure 4 : Formule développé du chlorobutanol hémihydraté

4. Propriétés physiques, chimiques du chlorobutanol

Le tableau suivant résume les propriétés physicochimiques du chlorobutanol anhydre et

hydraté [25,26,27].

Tableau VIII : Propriétés physiques et chimiques du chlorobutanol

Chlorobutanol anhydre | Chlorobutanol hémihydraté

Masse moléculaire 177.449 g/mol 186.449 g/mol
Log p (octanol/eau) 2
Pouvoir rotatoire 0

Aspect

Poudre cristalline blanche ou sensiblement blanche, se
sublimant facilement.

Gout et odeur

Camphrés ; avec un arriere gout astringent qui peut persister
pendant un certain temps et un engourdissement doux sur la
langue.

78°C
Point de fusion 97 °C (substance non desséchee au
préalable)
Température d’ébullition 167 °C

-Insoluble dans I’eau froide, peu soluble dans 1’eau chaude
(1g dans 125ml).

Solubilité -Trés soluble dans les alcools (1g dans 1ml d’alcool).

-Assez soluble dans le glycérol (1 g dans 10 ml).

- soluble dans : 1’éther, chloroforme, acétone, acide acétique.
Stabilité Stable dans les milieux acides (pH < 5)
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= Propriétés spectrales du chlorobutanol
- Spectrophotométrie d’absorption dans I’UV-Visible

Le chlorobutanol ne présente aucune absorption significative dans le domaine de
I’UV-Visible allant de 230nm a 700nm [29].

- Spectrophotométrie d’absorption Infrarouge
Le spectre infrarouge du chlorobutanol est représenté dans la figure ci-apres [30].

Les nombres d’ondes des pics principaux du chlorobutanol sont : 790 cm™, 833 cm™, 1145
cm™, 1186 cm™, 917 cm™, 980 cm™ [29].

HIT-HD=1490 [SCORE= L 1 [SDBS—MO0=1479 [IR-NIDA-04285 : MBR DISC
1.1 .1-TRICHLORO-Z-METHYL-Z-PROPAMOL

C4H-CL 50K He0

50—

TRANSHITTRNCE 41

T T T T T T T
4000 0o 2000 1500 Looo 500
HAVENUHBER! -11

EECEEET 1386 BD ale &3

2997 53 | 1373 43 31 15 Gl oH
945 A5 | 1337 &% 795 4 | |

zael 79 | Llea 4z BG4 EZ Cl— G O CH4
1635 74 | 1143 44 a9z 74

Laso Ao | 1oo7 77
Ld4al 7T ECERL =l CHg

Figure 5 : Spectre infrarouge du chlorobutanol hémihydraté

- Spectrophotométrie de Masse SM et de Résonnance Magnétique Nucléaire
SRMN

Le spectre de masse et les spectres de résonnance magnétique nucléaire avec le proton et le

carbone 14, propres au chlorobutanol sont représentés dans les figures 6,7et 8.
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Figure 6: Spectre de résonnance magnétique nucléaire (**C RMN) [30].
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5.

5.1.

Synthese chimique du chlorobutanol

Procédé de synthese

Le chlorobutanol est formé par une simple addition nucléophile du chloroforme sur I'acétone.

Cette réaction est catalysée par I'hydroxyde de sodium ou de potassium a froid.

Le chlorobutanol a été préparé la premiere fois en 1881 par 1’Allemand Willgerodt.,
d’abord par condensation du chloroforme et 1’acétone en présence d’un catalyseur
complexe (hydroxyde de potassium et méthylal = diméthoxymethane).et plus tard

uniquement avec 1’hydroxyde de sodium aqueux comme catalyseur.

Il a été préparé aussi par action du tétrachlorure de carbone sur 1’acétone en présence

d’hydroxyde de potassium en poudre [31-33].

Plusieurs essais ont été effectués pour trouver les meilleures conditions pour un meilleur

rendement de cette réaction, en faisant varier la température, les quantités de catalyseurs, et

les réactifs (Tableau 1X).

Le meilleur rendement a été obtenu lorsque la proportion acétone/chloroforme est égale a
10/1 avec un gramme de catalyseur en poudre a -5 degré C pendant deux heures
(rendement=71.0%).

L’hydroxyde de potassium est préféré a I’hydroxyde de sodium pour sa meilleure

solubilité.

Le chlorobutanol se sublime si facilement, que son odeur de camphre est hautement
détectable dans des zones fermées, d’ou la nécessité de le sécher sous vide et de le garder
dans un réecipient en verre ferme (Cette odeur peut étre détectéee au moins une heure apres
sa synthese)[31-33].

Tableau IX : Les taux de rendement selon les quantités de réactifs et conditions
expérimentales [31].

Exp | Acetone | Chloroform | Acet/chlo | KOH | Temps | Tempetature | Rendement

NO
1

gl wnN

ml ml (mol) G (h) °C %
24.0 26.0 1:1 2 2 -5 14.1
24.0 26.0 1:1 4 2 -5 13.3
16.0 34.0 1:2 2 2 -5 59
32.5 17.5 2:1 2 2 -5 16.3
36.5 13.5 3:1 2 2 -5 26.9
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6 |390 11.0 41 2 2 5 32.7
7 423 7.7 61 2 2 5 52.2
8 | 44.0 6.0 81 2 2 5 64.2
9 | 450 50 1011 1 2 5 69.3
10 | 45.0 50 101 1 2 5 71.0
11 | 45.0 50 101 05 |2 5 51.9
12 | 45.0 50 101 1 1 5 68.4
13 | 450 50 101 1 2 0 63.2

5.2. Meécanisme de synthése

Il y’aura une attaque nucléophile par le carbanion formé dans le milieu alcalin (hydroxyde de
potassium) sur le carbone partiellement chargé positivement du groupement carbonyle de
I’acétone (Figure 9).

CH, Cl
0 cl . Iy
- CHC-H K HO |, HCGCa
/ N\
HiC  CH, Cl 5°C OH Cl
acetone chloroform 1,1,1-trichloro-2-methylpropan-2-ol

Figure 9 : Schéma de la réaction de synthese du chlorobutanol.

6. Relation structure activité

= Fonction alcool : la fonction alcool est responsable de la solubilisation des membranes
lipidiques des microorganismes (chapitre 1)

= Substitution chlorale : La trichloration est nécessaire pour 1’action inhibitrice des canaux

sodiques voltage-dépendants [43].

7. Propriétés pharmacologiques et usages du chlorobutanol
7.1.  Usages en médecine humaine

- Effet narcotique doux, rapide et long, assimilable a ’hydrate de chloral ; autrefois
utilise a des dose 0.3 a 1.2 g [29], dans les états d’anxiété lié au sevrage d’alcool,
insomnie, et la maladie de chorée chez les enfants [34,35] ;

- Antiémétique et anti nauséeux, utilisé pour les vomissements dus aux gastrites, et pour

la Prévention du mal de mer [35,36] ;
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- Anesthésique local et faible antalgique : dans les odontalgies en bain de bouche,
hémorroides en suppositoires [37] ;

- Antiseptique buccal dans la prise en charge des infections buccopharyngées et des
soins poste opératoires en stomatologie, et aussi 1’antisepsie oculaire et auriculaire ;

- Anti inflammatoire : en association dans des aérosols pour le traitement de certaines
inflammations chroniques de la sphére ORL ; comme les rhinites chroniques post-

traumatiques.

7.2.  Usages en médecine vétérinaire

- Sédatif ;

- Anesthésique local ;

- Antiémétique ;

- Antiseptique et Antiprurite [25].

7.3.  Usages en industrie pharmaceutique et cosmétologie

Utilisé comme Conservateur antimicrobien dans :

- Les préparations multidoses : collyre et gouttes auriculaires ;

- Dans les préparations injectables [38,39] a une concentration de 0.25% a 0.5%. Le
chlorobutanol confére aussi un effet anesthésique local au niveau des points
d’injections ;

Utilisé aussi comme Plastifiants et conservateurs en cosmétologie [38].
La FDA énumeére 13 produits a usage parentérale contenant des concentrations de 0.01 a 0.5%
et 15 produits ophtalmiques contenants de 0.2 a 0.5 % du chlorobutanol [39].

8. Effets et mécanismes d’action du chlorobutanol

8.1. Chez ’homme

Les études expérimentales sur cette molécule ont permis d’élucider quelques-uns de ces

mécanismes d’action.

= Pour expliquer son effet narcotique, plusieurs chercheurs; parmi eux; J.Mager et
Y.Avodor qui ont pu conclure que le chlorobutanol inhibe la respiration mitochondriale au
niveau du cerveau, cervelet et le coeur (effet beaucoup plus prononcé sur le cervelet), et ce

en bloquant une étape située entre le transfert d’électron et la phosphorylation de
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I’adénosine di-phosphate. Rosenberg et al ont aussi démontré que le chlorobutanol

diminue de 50% la consommation de 1’oxygene par le cerveau [41,42].

G.Kracke, A.Landrum ont montré que le chlorobutanol maintient ; les canaux sodiques
voltage dépendant type Nay1/, du cerveau sous forme fermeée ou inactivée ce qui augmente

donc leur période réfractaire [43,44].

Cet effet est réversible, dose-dépendant, et peut apparaitre a des concentrations inferieures a

celle utilisées en conservation, ce qui lui permet d’ajouter une composante antalgique et

anesthésique aux solutions parentérales qu’il conserve.

M.Fisher a trouvé que le chlorobutanol induit aussi une hyperpolarisation au niveau des
terminaisons primaires et secondaires du fuseau neuromusculaire des muscles striés, en
activant les pompes Na'/K* ATPg (cet effet est inhibé par la OUBAINE) [44].

Un effet antispasmodique sur les intestins comparable au benzylalcool a été également noté
par L.W.ROWE en 1924 [45].

Habara et Kana aprés avoir testé des solutions de chlorobutanol in vitro sur des acini
pancréatiques isolées, ils ont constaté que le chlorobutanol inhibe la sécrétion
pancréatique induite par la CCK8 ont avancé plusieurs théories pour expliquer ce
phénomene comme : I’antagonisme des récepteurs CCKS, 1’inhibition de la conduction du
signal intracellulaire par blocage de 1’activation de la protéine G, ou par perturbation de la

dynamique du calcium (diminution du calcium intracellulaire) [46].

D’autres chercheurs ont aussi lié 1’effet de la désynchronisation du rythme cardiaque et
I’hypotension engendrés par de grandes concentrations de chlorobutanol a cet effet de

perturbation de la dynamique du calcium intracellulaire [46,47].

J. Sequira et T.mckenna ont prouvé in vitro ; que ’effet inhibiteur de la production de
I’aldostérone constaté lors des administrations d’héparine est dii plutét au chlorobutanol
présent comme conservateur dans ces solutions. En inhibant deux étapes importantes de
la production endogéne de 1’aldostérone [48]. En plus de cet effet, ils ont montré que le

chlorobutanol est doté d’un effet antiagrégant plaquettaire [49,50].
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8.2.  Meécanisme d’action sur les microorganismes

- Le chlorobutanol agit par un effet détergeant en provoguant des dommages sur la paroi
cellulaire des micro-organismes, par la denaturation des membranes lipidique et une
coagulation des protéines, provoquant ainsi la lyse des cellules microbiennes. Cette activité
antimicrobienne est basée sur sa capacité a traverser la couche lipidique bactérienne. Aux
concentrations usuelles (0,2—0,5 %), il posséde une activité bactériostatique et antifongique.
Il est actif a la fois sur les Gram positifs et Gram négatifs (P. Aeruginosa) et C.
Albicans[51,52] ;

- Il est également capable de potentialiser I’effet bacteriostatique d’autres antiseptiques.
Dans I’étude préclinique faite sur Eludril” (chlorhexidine+chlorobutanol), ils ont constaté que
le chlorobutanol diminuait de 1000 fois la CMI de la chlorhexidine[53].

Tableau X : Les valeurs des CMI du chlorobutanol [54]

Microoraanisme Les bactéries | Les bactéries | Levures Moisissures
g gram + gram - (candida.a) (Aspergillus.n)
CMl en pg/ml 650 1000 2500 5000

9. Pharmacocinétique du chlorobutanol

Ce n’est qu’en 1981 qu’une équipe australienne de pharmacologues a détaillé la
pharmacocinétique du chlorobutanol dans I’objectif d'évaluer son effet sédatif et hypnotique
et cela suite a un cas d’intoxication par dépendance au Sedaform®, ol ils ont constaté des

effets graves qui ont durés plus de deux mois [55,29].

9.1. Absorption

L'absorption du chlorobutanol est tres rapide, les concentrations plasmatiques maximales sont
Observées entre 15 et 60 min apres lI'administration orale. Les concentrations plasmatiques
Ensuite baissent de fagon bi-phasique. La premiere phase dure environ 24 h, au cours de
laquelle les concentrations plasmatiques diminuent d'environ 50 pour cent. Par la suite, le
déclin des Concentrations plasmatiques est log-linaire.

Sa clairance plasmatique par rapport au débit sanguin hépatique est trés faible, ne dépasse pas
17 ml/min [55,29].
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9.2. Distribution

- Haute solubilite lipidique surtout au niveau du cerveau, du cervelet, des reins, et du
foie ;
- Grand volume de distribution environ 230 litres (3L/Kg) ;

- La liaison du chlorobutanol aux protéines plasmatiques est d’environ 57% [55,29].

9.3. Métabolisme

Un faible pourcentage de chlorobutanol absorbé est métabolisé dans le foie en dérivés plus
hydrophiles (glucorono-canjugué et sulfo-conjugué).

Cependant, alors que le TCE (métabolite actif de 1’hydrate chlorale) peut étre oxydé a un
métabolite inactif qui I'acide trichloroacétique TCA, Le chlorobutanol est un alcool tertiaire
et par conséquent ne peut pas étre oxydé par l'alcool déshydrogénase ADH. En partie, cela
peut expliquer I'élimination beaucoup plus lente du chlorobutanol (par rapport au TCE qui a
une demi-vie d'environ 8 h)[55,29].

9.4. Elimination

- Demi-vie plasmatique est de 9,3 a 14,2 jours ;

- 10% de la dose totale du chlorobutanol sont éliminées en 17 jours (environ 2 demi-
vies) ;

- L’excrétion rénale du Chlorobutanol est majoritairement sous forme inchangée (les
métabolites conjugués sont rares dans les urines) ;

- D'autres voies d’élimination sont possibles mais, trés mineurs comprenant les voies

biliaires et pulmonaires [55,29].

10. Effets indésirables

Les effets les plus observes sont :

= Par voie orale : Ataxie, Somnolence, confusion, Cauchemar...

= Par voie oculaire: Irritation oculaire, kératite épithéliale inconfortable, sensation de corps
étranger, trouble de vision avec halo de lumiere [25,56] ;

Il a été signalé que 'usage occasionnel (deux fois par jour jusqu’a 12 jours) des collyres

conservés par le chlorobutanol donnent lieu a des exfoliations modestes des cellules

épithéliales de la cornée. Cet effet est réversible et 1’ceil pourrait s’adapter a une utilisation

répétée de ces collyres.

= Autres : Irritation cutanée et respiratoire [35].
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11. Contre indications et précautions d’emploi

- Hypersensibilité au chlorobutanol

- Grossesse, allaitement : Les préparations contenant du Chlorobutanol doivent étre
utilisées avec précaution Pendant la grossesse, en particulier lorsque la posologie est répétee
entrainant I'accumulation du chlorobutanol a des niveaux potentiellement embryotoxiques
[57,58].

12. Toxicité du chlorobutanol

La dose létale 50 du chlorobutanol par voie orale est de : 50-500 Mg/Kg [59].

12.1. Toxicité par administration orale

Le tableau clinique de I’intoxication au chlorobutanol par voie orale a été rapporté dans la

littérature dans plusieurs cas d’intoxications (volontaires ou par surdosage) [35,50,60-62].

= Neurotoxicité :
- Coma calme hypertonique,
- Convulsions cloniques irréguliéres ;
- Trouble de parole et incohérence dans la pensée (peu durer jusqu’a deux semaines).

= Cardiotoxicité :
- Trouble du rythme avec diminution de la contractilité isométrique cardiaque et

perturbation de 1’automaticité.

= Hypotension.

= Perturbation du bilan biologique

= Hémoconcentration en sodium, calcium, potassium, chlorure, et bicarbonate. Elévation
des concentrations des gamma glutamyl transférase, alanine transaminase, aspartate
transaminase.

= Accumulation de cette drogue dans les organes lipophiles, notamment au niveau du
cerveau, cervelet, rein et foie.

= Les concentrations tissulaires dosées chez un sujet intoxiqué par le chlorobutanol en post-
partum étaient comme suit : -Sang : 64mg/L -Urine : 31lmg/L  -Bile: 123mg/L-
Cerveau : 161pg/g -Rein: 87 ug/lg -Foie : 141 pg/ml - Rate : 120ug/g.
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12.2. Toxicité par administration parentérale

La toxicité du chlorobutanol par voie parentérale semble rare a faibles concentrations et a une
utilisation limitée mais, en cas d’exposition prolongée a des produits contenants cette

molécule, certains effets toxiques parfois mortels pourraient étre induits.

= Des chercheurs neurologues de 1’université de Nante ont démontré sur des lapins de
laboratoire que I’injection de Kétamine par voies intrathécale induisait des lésions
neurologiques trés graves dues au chlorobutanol présent comme conservateur
antimicrobien dans cette solution (depuis ils ont interdit 1’utilisation de ce conservateur

dans les produit destiné a cette voie d’administration) [63].

» Une réaction d’hypersensibilité retardée avec des indurations au site d’injection, et une
éruption érythémateuse observée sur les deux cuisses ont été signalées chez une femme de

26 ans en post-partum recevant de 1’héparine conservé par le chlorobutanol [64].

= Une éruption maculopapuleuse prurigineuse a été attribuée au chlorobutanol utilisé
comme conservateur dans une solution nasale de DDAVP chez une femme de 54 ans
atteinte de diabete insipide. Le prurit a été reproduit avec une solution saline de
chlorobutanol et non pas par une solution de DDAVP administré sans conservateur [65].

= Un choc anaphylactique grave ; confirmé par scratch test positif ; a été signalé chez une

femme de 34 ans suite a I’injection de I’ocytocine conservée par le chlorobutanol [66].

= Une baisse de tension artérielle systolique a été documentée chez 20 patients ayant recu
des injections d’héparine conservée par le chlorobutanol (a 2.5 mg/ Kg) dans une étude
randomisée a double aveugle. L’héparine sans chlorobutanol n’a pas donné d’effets

significatifs [67]

13. Dégradation du chlorobutanol dans les préparations pharmaceutiques aqueuses

En plus des pertes dues a la volatilisation (grande capacité de sublimation méme a
température ambiante), le chlorobutanol subit sous 1’effet de la chaleur (figures 10), durée de

conservation et du pH alcalin; une dégradation considérable [68,69].
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Figure 10 : VVoies de dégradation du chlorobutanol

La cinétiqgue de cette dégradation a été étudiée par plusieurs chimistes; parmi eux

A.Damodaran Nair et John L.Lach qui aboutirent aux résultats suivants :

- La dégradation est due a une réaction spécifique d’hydrolyse catalysée par 1’ion OH’,

son taux se calcule avec la formule suivante :

Avec :

K’: constante spécifique de réaction (coefficient de vitesse), elle dépend de la température, du

T = K'[CLB]®

pH, du temps, et de 1’énergie d’activation de cette réaction.

a: Ordre partiel de réaction en rapport avec le chlorobutanol.
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13.1. Facteurs influencant la dégradation du chlorobutanol

= Le pH du milieu
Le chlorobutanol n’est stable que dans des milieux acides a pH inferieur a 5, au-dela de ce
pH le chlorobutanol subit une hydrolyse forte, rapide et dépendante de la concentration de

I’ion hydroxyle OH".

= Latempérature

- Des températures supérieures a 65°C accélérent fortement la réaction de
décomposition du chlorobutanol ;

- Le temps de demi-vie calculé a 25°C dans les solutions tamponnées a pH=3 est de
90ans alors qu’il est de 0.23ans dans les solutions tamponnées a pH=7.5;

- Le taux de dégradation a 105°C pendant 30 minutes a des pH de 5 et de 6, sont de
13% et 58% respectivement.

Il est donc a noter que :

- Pendant la formulation du chlorobutanol dans les préparations pharmaceutiques, il est
souhaitable de maintenir le pH inferieur a 4, puisque le taux de sa dégradation en pH 2 et 4 est
tres faible et constant.

- Si le milieu de formulation doit avoir un pH supérieur a 4: le pourcentage du
Chlorobutanol qui sera dégradé dans ces conditions (pH, température, durée de stockage) ;
peut étre calculé avec la formule précédente, ce pourcentage calculé peut étre ajouté en exces
initialement dans la mesure de possible, pour compenser les pertes dues a cette dégradation.

13.2. Les produits de dégradation du chlorobutanol

- Les principaux produits de dégradation du chlorobutanol en milieu aqueux sont :
acétone, monoxyde de carbone, H*, CI” et des traces de I’acide -hydroxy-butyrique ;

- La formation de I’acide -hydroxy-butyrique est due a une réaction compétitive tres
favorable en milieu alcalin alcoolique non aqueux (figurel2) :

- Plusieurs mécanismes réactionnels ont été proposés, le plus probable est celui proposé
donné par BRESSANIN et SERGE (figurell).
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Figure 11 : Mécanisme de dégradation du chlorobutanol en milieu alcoolique non aqueux. .
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Figure 12 : Mécanisme de degradation dans le milieu alcalin.

14. Détermination de la teneur en chlorobutanol dans les produits finis

Plusieurs methodes sont connues pour le dosage de ce composé, basées sur I’hydrolyse
alcaline du chlorobutanol, suivie d’un titrage des produits de dégradation ou de I’excés de la
base aprés hydrolyse compléte. Ces méthodes bien que relativement exactes, sont plutét
longues et inadaptées pour 1’utilisation de routine dans les préparations pharmaceutiques. Par

la suite plusieurs méthodes plus spécifiques et plus exactes ont été developpées, notamment

les méthodes spectrales et chromatographiques (Tableau Annexe I1) [70-74].
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Nous nous somme intéressees, dans un premier temps a la synthese et la caractérisation du

chlorobutanol hémihydraté ;

- La synthe¢se ainsi qu’une partie des analyses physicochimiques ont été réalisées au
niveau du laboratoire de chimie thérapeutique du département de pharmacie de la
faculté de médecine de ’université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou ;

- La détermination de la teneur en principe actif réalisée au niveau, du laboratoire de
chimie analytique, du departement de pharmacie de la faculté de Médecine T-O ;

- L’analyse par spectroscopie infrarouge a été réalisée au niveau du laboratoire de
toxicologie du département de la pharmacie de la faculté de médecine T-O ;

- L’analyse du produit synthétisé par microscope électronique a balayage a été faite au
niveau du laboratoire de chimie de la faculté de chimie de I’universit¢ Mouloud
Mammeri T-O ;

- La détermination de la teneur en eau de notre produit a été réalisée au niveau du CRD
SAIDAL ;

1. Matériel et méthodes
1.1. Matériel
1.1.1. Appareillage

Tableau XI : appareils utilisés pour la synthése, la caractérisation et 1’identification du
chlorobutanol hémihydraté

Appareil Spécifications

Balance analytique ABT 220-5DM, KERN

Machine a glace Machine a glace

Plaque  chauffante  +  Agitateur | qr)ARTHEAT-Stir /SB162
magnétique

Hotte a vapeur KOTTERMANN.

Rotavapeur ROTARY EVAPORATOR, HS- 2005V
Thermometre

Pompe a vide
Microscope électronique a balayage

Point de fusion Auto melting point MP120 HANON

Appareil Ultra-sons Fisher Brand
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Spectrophotometre UV-Visible

balayage
Spectrophotometre infrarouge

Distillateur d’eau

Appareil Karl Fisher Mellter Teldo

1.1.2. Verrerie et autres

UV-VIS SPECTRUM, PERKIN-ELMER

SPECTRUM-TWO PERKIN-ELMER
LAB-TECH WD.2004F

Tableau XII : Verrerie et autres matériels utilisés pour la synthese et caractérisation du
chlorobutanol héemihydraté.

VERRERIE

Ballon bicol de 250ml
Eprouvettes

Verre de montre
Cristallisoirs

Béchers

Fioles

Erlenmeyers
Entonnoir de Biichner et entonnoir
Tubes a essai

Pipettes
Micropipettes
Burettes

1.2. Méthodes

1.2.1. Synthése du chlorobutanol
1.2.1.1. Réactifs utilisés

- Acétone

- Chloroforme
- Hydroxyde de potassium
- Ethanol

- Eau distillée

1.2.1.2. Protocol de synthese

AUTRES

Pissette

Barreau aimanté

Spatules

Papier filtre

Poire

Portoirs

Statifs

Pince en bois, pince a ballon et pince a
burette.

Porte-ballon

= Dans un ballon bicol de 250 ml équipé d’un barreau aimanté et d’un thermométre, placé
dans un bain de glace sur un agitateur magnétique. Introduire 45 ml d’acétone et 5 ml de
chloroforme ;

» ajouter par la suite 1g d’hydroxyde de potassium quand la température du mélange
réactionnel se stabilise a 0° C;

= Maintenir la réaction sous une agitation permanente pendant deux heures (figure 13).
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Figure 13 : Les réactifs de synthése et mélange reactionnel sous hotte

Réaliser une filtration sous vide au bout de deux heures, afin d’éliminer le précipité

d’hydroxyde de potassium, et récupérer le filtrat contenant le chlorobutanol (figurel4).

Figure 14 : Précipité d’hydroxyde de potassium, et la filtration sous-vide.
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» Elimination de ’excés d’acétone par le ROTAVAPEUR :

- Programmer la température du bain marie a 65°C et la vitesse a 95 tours par minute ;

- Introduire le filtrat obtenu, dans un ballon adapté au Rotavapeur (il doit étre propre et
exempt d’eau) ;

- Lancer la distillation et 1’arréter quand il n ya aucune goutte qui distille et le volume
du filtrat réduit de moitié ;

- Le résidu obtenu est un liquide huileux de couleur jaunatre ; (figurel5)

I’acétone recueillie dans le ballon de récupération, peut étre utilisée pour une synthése

ultérieure.

Figure 15 : Elimination de I’excés d’acétone par le Rotavapeur

= Cristallisation du chlorobutanol :

- Dans un erlenmeyer verser environ 200 ml d’eau glaciale sur le résidu huileux

récupéré de la distillation tout en remuant avec une spatule en verre. Le chlorobutanol

hémihydraté précipite progressivement sous forme de solides blancs légerement cristallins ;

- Procéder par la suite a une filtration sous vide, et récupérer les cristaux du

chlorobutanol hémihydraté impurs. (figures 16).
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Figure 16 : Cristallisation du produit synthétisé dans I’eau glaciale.

= Purification du chlorobutanol hémihydraté :

- Solubiliser les cristaux impurs dans environ 10 cc d’éthanol a 96%, puis recristalliser
dans 200 ml d’eau glaciale ;

- Procéder par la suite a une ultime filtration et récupérer les cristaux purs du

chlorobutanol hémihydraté.

» Elimination de I’excés de 1’eau dans le Chlorobutanol hémihydraté :

- Solubiliser dans un cristallisoir les cristaux du chlorobutanol hémihydraté dans un
petit volume d’éthanol, puis laisser I’éthanol s’évaporer complétement ;

- Récupérer par la suite le chlorobutanol hémihydraté cristallisé avec une spatule plate;
(figure 17).

- Peser le produit final. Etabli le bilan de la réaction et calculer le rendement de cette

synthese.

Figure 17 : Elimination de I’excés d’eau du produit final
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1.2.1.3. Meécanisme réactionnel

a. Formation de ’entité nucléophile
Cl N Cl
CI_(::’——\H s ~ CI—C‘/ +  H20
Cl \CI

b. L’attaque nucléophile sur le carbone du carbonyl

/CI o> (|:| o
/\ |
Cl—C\ IC! > C|—C—(|:—CH3
HqC” ~CH
Cl 3 3 Cl, CH3
H
p
OH
Y
C|3| (l)H
Cl—C——C—CHg +K-
AR
Cl  CH3

1.2.1.4. Calcul du rendement de la réaction

Le rendement d’une réaction est le rapport de masse expérimentale sur la masse théorique. Il

est exprimé en pourcentage (%):

Masse expérimentale
R% = — x 100
Masse théorique
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= Calcul de la masse théorique du chlorobutanol hémihydraté :
Le déroulement de la réaction de synthese est représenté dans le tableau suivant :

Tableau XIII : Tableau d’avancement de la réaction de synthése du chlorobutanol
hémihydraté

Réactifs Produit
KOH , 0°C

Réaction CHCl; + CzH¢O —» CsH;Cl;0.1/2H, O
Début de réaction Ny N, 0
Avancement de la Ny - X N, — X; Xi
réaction
Fin de la réaction N1 — Xmax N2 — Xmax Kmax
(2 heures)

Ny : n chloroforme
n, : n acétone

Selon la réaction mise en jeu, nous avons une mole de chloroforme qui réagit avec une mole
d’acétone pour donner une mole de chlorobutanol hémihydraté, les coefficients
steechiométriques étant égaux a 1 ; le réactif limitant est celui qui a la plus petite quantité
initiale. Par conséquence, le Xmax représente le nombre de moles initial de ce réactif limitant.

La formule de calcul de la masse théorique du chlorobutanol hémihydraté est la suivante :
N cibh = Xmax = Meibh / Mrcipn

Meioh =XmaxX MTcipn
Donc la formule de calcul du rendement de la réaction de synthese du chlorobutanol

hémihydraté s’écrit comme suit :

__ Masse expérimetale

R= Xmax X Mrclbh X100
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1.2.2. Caractérisation et identification du chlorobutanol hémihydraté synthétisé
1.2.2.1. Caractéres organoleptiques et solubilité
a. Aspect et odeur

Nous avons vérifié ’aspect par simple observation visuelle du produit final ; et nous avons

aussi Vvérifié ’odeur de ce dernier.

b. Test de solubilité

La solubilit¢ d’un composé¢ dans un solvant est la quantité maximale pouvant passer en
solution dans un volume donné. Au-dela, la solution est saturée et le composé ne se dissout

plus .Elle est exprimée en g/l ou en mol/l [16]. Comme I’illustre le tableau XIV.

Tableau XIV : Classification des solubilités des composés selon la pharmacopée européenne.

Volumes approximatifs de solvant en ml /g

Les termes descriptifs de substance 4 25 °C

Tres soluble Inférieur a 1
Facilement Soluble De 1a10
Soluble De 10a 30
Assez soluble De 30 a 100
Peu soluble De 100 a 1000
Tres peu soluble 1000 a 10000
Pratiquement insoluble Plus de 10000

» Réactifs utilises :
- Glycérol
- Ethanol
- Eaudistillée

= Technique proprement dite :

- Tester la solubilité de 0.1g de du produit synthétisé dans 8ml, 9ml, 12.5ml et 15 ml
d’eau distillée ;

- Tester la solubilité de 1g du produit synthétisé dans 1ml d’éthanol 96% ; 5ml et 10 ml
de glycérol.

1.2.2.2. Analyse par microscopie électronique a balayage.

- Déposer I’échantillon du produit synthétisé sur le porte objet du MEB couplé a un
systéeme complet de microanalyse EDS;

- Recueillir les images.

42



PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE Il : SYNTHESE ET CARACTERISATION
DU CHLOROBUTANOL %2 H20

1.2.2.3. Détermination de la température de fusion

La température de fusion d’une espéce chimique correspond a la température a laquelle la
derniére particule solide de la substance passe a 1’état liquide. C’est une constante physique,
dont la détermination pourra permettre a la fois 1’identification et la vérification de 1’absence

de substances étrangeres.

= Meéthode proprement dite :

- Préchauffer I’appareille a moins 5°C de la température de fusion du chlorobutanol
hémihydraté c'est-a-dire a 73°C ;

- Remplir le tube capillaire avec le produit synthétisé a environ 3 mm puis le renverser
tout en tapotant faire chuter le produit au fond (figure 18) ;

- Une fois I’appareil préchauffé, au bip sonore, introduire le tube dans 1’appareil et

chauffer. Au deuxieme bip sonore, noter la température de début et de fin de fusion.

Figure 18 : Test de point de fusion
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1.2.2.4. Identification par réactions colorimétriques
a. Reéaction avec la pyridine

= Réactifs utilisés :
- Hydroxyde de sodium
- Pyridine

- Eaudistillée

» Préparation des réactifs :
- Préparation de la solution d’hydroxyde de sodium concentrée

Faire dissoudre aux ultra-sons, 4,2 g d’hydroxyde de sodium dans 10 ml d’eau distillée.

= Méthode

- A un mélange de 1 ml de pyridine et de 2 ml de solution concentrée d’hydroxyde de
Sodium, ajouter environ 20 mg de chlorobutanol hémihydraté ;

- Chauffer au bain-marie, agiter et laisser reposer ;

- Noter ’observation.

b. Réaction avec le nitrate d’argent ammoniacal
g

» Réactifs utilises :
- Nitrate d’argent
- Ammoniaque concentré

- Eau distille

» Préparation des reéactifs :

- Préparation de la solution de nitrate d’argent ammoniacal :
Faire dissoudre 2.5 g de nitrate d’argent dans 80 ml d’eau ; ajouter, goutte a goutte en agitant,
de ’ammoniaque diluée jusqu'a dissolution du précipité.

- Préparation de la solution d’ammoniaque diluée :

Prélever 45 ml d’ammoniaque concentré, puis compléter a 100 ml avec de I’eau.

= Meéthode :
- A 5 ml de solution ammoniacale de nitrate d’argent, ajouter environ 20 mg du produit
synthétisé et chauffer légerement ;

- Noter ’observation.
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c. Reéaction avec I’iodure de potassium iodé

= Reéactifs utilisés :
- lode
- lodure de potassium
- Hydroxyde de sodium

- Eau distillée

» Préparation des réactifs :

- Préparation de I’hydroxyde de sodium 1M :

Faire dissoudre 42 g d’hydroxyde de sodium dans 1’eau exempt de dioxyde de carbone et
compléter jusqu’a 1000 ml.

- Préparation de la solution d’iodure de potassium iodée :

Faire dissoudre 500 mg d’iode et 1.5 g d’iodure de potassium, dans de 1’eau et compléter a 25

ml avec le méme solvant.

= Méthode :

- Faire dissoudre par agitation environ 20 mg de chlorobutanol hémihydraté dans 3 ml
d’hydroxyde de sodium 1 M ;

- Ajouter par la suite 5 ml d’eau ,2 ml de solution d’iodure de potassium iodée lentement ;

- Noter ’observation.
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1.2.2.5. Identification spectrale du chlorobutanol synthétisé

a. Spectroscopie d’absorption UV-VISIBLE

i

-1muun||uiiiiiﬁiiiiiiiiiiiiiiiii

e

g

Figure 19 : Spectrophotometre UV-VISIBLE a Balayage PerkinElmer Lambda 25.

= Meéthode :

- Préparation de la solution échantillon de chlorobutanol hémihydrateé :
Solubiliser 0.1 g du produit synthétisé dans une fiole de 100 ml contenant environ 50 ml
d’eau chaude. Mettre aux ultra-sons pendant 30 minutes, puis compléter jusqu’au trait de
jauge avec le méme solvant;
Faire passer un blanc d’eau distillée et éliminer son absorbance;
Réaliser 03 balayages de 200 a 700 nm, et noter 1’absorbance du produit synthétisé (figure
19).
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b. Spectroscopie d’absorption dans I’infrarouge

Figure 20 : Spectrophotometer Infrarouge SPECTRUM TWO PerkinElmer
= Réactif : Bromure de potassium pur et sec (KBr)

= Meéthode :
- Dans un mortier, broyer quelques milligrammes de cristaux du produit synthétisé avec

une quantité suffisante de bromure de potassium;
- Placer ensuit le mélange dans le moule adapté, I’introduire dans la pastilleuse et

appliquer une pression de 10 tonne pour former une pastille fine et compacte (figure21);

- La pastille formée est ensuite introduite dans 1’automate, pour effectuer la lecture.

Figure 21 : Pastilleuse
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1.2.3. Essais sur le chlorobutanol hémihydraté

Dans cette partie nous réalisons les tests concernant le degré d’opalescence, le degré de
coloration, 1’acidité ainsi que la teneur en eau du chlorobutanol hémihydraté synthétise ;

= Préparation de la solution S a examiner :

Faire dissoudre 5 g de produit synthétisé dans de 1’éthanol a 96%, puis compléter a 10 ml

avec le méme solvant.

1.2.3.1. Aspect de la solution du chlorobutanol hémihydraté synthétisé
a. Degré d’opalescence

» Reéactifs utilisés :
- Sulfate d’hydrazine
- Héxaméthylenetétramine
- Ethanol

- Eau distillée

» Préparation des solutions :

- Préparation de la solution de Sulfate d’hydrazine :

Faire dissoudre 1 g de sulfate d’hydrazine dans de 1’eau, puis compléter & 100 ml avec le
méme solvant. Laisser reposer pendant 5h.

- Préparation de la solution d’héxaméthylénetétramine :

Dans une fiole de 100 ml & bouchon rodé, dissoudre 2.5 g de I’hexaméthylénetétramine dans
25 ml d’eau.

- Préparation de la suspension-mere d’opalescence (suspension de fromazine) :
Introduire 25 ml de la solution de sulfate d’hydrazine dans la fiole contenant la solution
d’héxaméthylénetétramine, puis mélanger et laisser reposer pendant 24 heures.

- Préparation de I’étalon d’opalescence :

Prélever 15 ml de la suspension-meére d’opalescence et compléter a 1000 ml avec de ’eau.
Cette solution est préparée au moment de I'utilisation.
- Préparation des solutions témoins :

Les solutions témoins d’opalescence sont préparées comme le montre le tableau ci-dessous
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Tableau XV : Préparation des solutions témoins d’opalescence.

Témoin Témoin | Témoin 11 Témoin 111 Témoin IV
Etalon

d’opalescence |5 10 30 50

(mt)

Eau (ml) 95 90 70 50

=  Meéthode :

- Comparer par la suite I’opalescence de la solution a examiner S aux cing témoins préparés a

lumiere diffuse du jour (Figure.22).

Figure 22 : Les solutions témoins d’opalescences
b. Degré de coloration

» Reéactifs utilisés :
- Chlorure ferrique
- Chlorure de cobalt
- Sulfate de cuire
- Acide chlorhydrique
- Eaudistillée

» Préparation des solutions :
- Préparation de la Solution jaune :
Faire 4,6 g de chlorure ferrique dans 90 ml environ d’un mélange de 2.5 ml d’acide

chlorhydrique et de 97.5 ml d’eau, puis compléter a 100 ml avec le méme mélange.
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- Préparation de la solution rouge :
Faire dissoudre12 g de chlorure de cobalt dans 180 ml environ d’un mélange de 5 ml d’acide
chlorhydrique et de 195 ml d’eau, puis compléter a 200 ml avec le méme mélange.

- Préparation de la solution bleue :
Faire dissoudrel5.75 g de sulfate de cuivre dans 225 ml environ d’un mélange de 6.25 ml

d’acide chlorhydrique et de 243.75 ml d’eau, puis compléter a 250 ml avec le méme mélange.

- Préparation de la solution jaune-Brune :
Nous avons mélangé 2.4 ml de la solution jaune, 1 ml de la solution rouge, 0.4 ml de la
solution bleu et 6.2 de ’acide chlorhydrique.

- Préparation des solutions témoins (figure 23) :

Les solutions témoins de colorations sont préparées comme le montre le tableau suivant ;

Tableau XVI : Préparation des solutions témoins de coloration

Témoin JB1 JB2 JB3 JB4 JB5 JB6 JB7
Solution JB

(ml)
Acide
chlorhydrique | 0 25 50 75 87.5 95 97.5

(ml)

= Méthode :
- Dans des tubes a essai identiques, de verre neutre, incolore et transparent, a fond plat,

100 75 50 25 12.5 5 2.5

comparer la solution S aux solutions témoins de coloration ;
- Apprécier les nuances a la lumiére diffuse du jour par examen dans 1’axe du tube et sur fond

blanc.
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Figure 23 : Solutions témoins du degré de coloration.

1.2.3.2. Test d’acidité
=  Réactifs utilisés :

- Carbonate de sodium

- Hydroxyde de sodium
- Bleu de bromothymol
- Acide chlorhydrique

- Méthylorange

- Eaudistillée

- Ethanol

» Préparation des réactifs :

- Préparation de méthylorange :
Faire dissoudre 0.1 g de méthylorange dans 80 ml d’eau, puis compléter a 100 ml avec
I’éthanol ;

- Préparation de la solution d’hydroxyde de sodium 0.02 M :
Introduire 2 ml de la solution d’hydroxyde de sodium 1M dans une fiole de 100 ml, puis

compléter au trait de jauge avec de 1’eau distillée.
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- Préparation de la solution de bleu de bromothymol :

Faire dissoudre 50 mg de bleu bromothymol dans un mélange de 4 ml d’hydroxyde de sodium
0.02 M et 20 ml d’éthanol, puis compléter a 100 avec de I’eau ;

- Préparation de I’acide chlorhydrique a 0.1M :
Introduire 1.8 ml d’acide chlorhydrique concentré dans une fiole de 100 ml contenant environ
30 ml d’eau puis compléter au trait de jauge avec de le méme solvant.

- Détermination du titre le ’acide chlorhydrique 2 0.1 M :
Dissoudre 53 mg de carbonate de sodium dans 10 ml d’eau ; ajouter 0,1ml de solution de
méthylorange puis titrer par I’acide chlorhydrique jusqu’au début du virage au rouge-jaune ;
- Chauffer ensuite a ébullition pendant 2 min. La solution devient jaune. Refroidir et titrer
jusqu’a coloration rouge-jaune ;

- Formule de calcule du titre de HCI :

1 ml d’acide chlorhydrique 1 M » 53,00 mg de Na, CO:s.
Veq d’acide chlorhydrique C M — m (mg) de Na, CO3
M (Mg)= Veq Hel X Chci X 53
Donc :
_ PE (Na2 CO3)mg
~ 53X VeqHCl
Avec :

C : concentration de 1’acide chlorhydrique en mole/I
PE = m : masse du carbonate de sodium en mg

Veq (ml) : volume de chute de burette en HCI.

- Préparation de la solution d’hydroxyde de sodium a 0.01M :
Prélever 10,0 ml d’hydroxyde de sodium 1 M et compléter a 1000 ml avec de I’eau.

- Verification du titre de ’hydroxyde de sodium & 0.01M :
Titrer 20,0 ml de la solution d’hydroxyde de sodium par I’acide chlorhydrique préalablement
prépare, en présence du bleu de bromothymol. Le point d’équivalence correspond au virage
de la couleur du bleu vers le jaune.

Effectuer trois dosages et prendre la moyenne des volumes d’équivalence.
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- Formule de la détermination du titre de NaOH :

1 mole HCI >1 mole NaOH
[HCI] XVl — [NaOH] xVeq
Donc:

[HCl] x V HC]
Veq

[NaOH] =

Avec :
Ve : volume de HCI titré en ml (20 ml).
Veq : volume de chute de burette en NaOH en ml.

= Méthode :

- A 4 ml de solution S, ajouter 15 ml d’éthanol a 96% et 0,1 ml de solution de bleu de
bromothymol. Titrer par la solution I’hydroxyde de sodium préalablement préparée et titrée.

- Le point d’équivalence est déterminé par le virage de la couleur de I’indicateur du jaune au

bleu.

1.2.3.3. Détermination de la teneur en eau

- Remplir la burette avec le titrant en positionnant le flacon du réactif dans son emplacement
prévu ;

- Introduire environ 30 a 40 ml de solvant dans la cellule a I’aide de la touche « solvant » situé
sur la face avant de I’appareil ;

- Effectuer un preé-titrage qui nous permet d’éliminer toute trace d’eau amené par le solvant ;

- Lorsque I’appareil indique « introduire échantillon », Introduire 0.300 g du chlorobutanol
hémihydraté synthétise ;

- Le résultat est ensuite calculé et affiché (Figure 24).

Figure 24 : Appareil de Karl Fisher Mettler Toledo
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1.2.4. Détermination de la teneur en chlorobutanol

= Réactifs utilisés :
- Acide nitrique
- Hydroxyde de sodium
- Nitrate d’argent
- Thiocyanate d’ammonium
- Sulfate ferrique et d’ammonium

- Eau distillée.

* Principe

Il s’agit d’une méthode de dosage argentimétrique en milieu acide (indirect et par retour) des
ions chlorures issus de la dégradation du chlorobutanol (méthode de Charpentier VVolhard)
(figure 25)

» Préparation des reéactifs :
- Préparation d’une solution d’hydroxyde de sodium a 0.IN :
Dans une fiole de 100ml préalablement remplie d’environ 30 ml d’eau distillée, ajouter une
masse 0.4g de NaOH.
Mettre la fiole aux ultra-sons pendant 5minutes puis laisser la solution se refroidir. Ajuster

ensuite le volume de la fiole jusqu’au trait de jauge avec de I’eau distillée.

- Préparation d’une solution d’acide nitrique a 0.1N :
Dans une fiole de 100 ml préalablement remplie d’environ 30ml d’eau distillée, ajouter un
volume de 0.7 ml d’acide nitrique. Puis compléter le volume de la fiole jusqu’au trait de

jauge avec I’eau distillée.

- Préparation d’une solution de nitrate d’argent a 0.1N :
Dans une fiole de 100 ml préalablement remplie d’environ 30 ml d’eau distillée, ajouter une
masse 1.693 g de nitrate d’argent AQNOs ;
Mettre aux ultra-sons pendant 5Sminutes. Puis ajuster le volume de la fiole jusqu’au trait de

jauge avec de I’eau distillée.
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- Préparation de la solution de thiocyanate d’ammonium a 0.1N :
-Dans une fiole de 100ml préalablement remplie d’environ 30ml d’eau distillée, ajouter une
masse de 0.761 g de thiocyanate d’ammonium ;
Mettre aux ultra-sons pendant 5 minutes, puis ajuster jusqu’au trait de jauge avec de 1’eau
distillée.

- Verification du titre de la solution de thiocyanate d’ammonium :
-Dans un erlenmeyer de 50 ml mettre un volume de 10 ml de nitrate d’argent 0.1N puis
ajouter 2ml d’acide nitrique concentrée et environ 2ml d’indicateurs de précipitation ; 1’alun
de fer ammoniacal.

Titrer ensuite par la solution de thiocyanate d’ammonium préparée ;

Le point de fin de titrage est apprécié par le virage de la coloration au jaune rougeatre.

Reépéter I’opération trois fois, noter les volumes et calculer le volume équivalent moyen.

- Formule de calcul de la teneur en SCN™:

1 mole de thiocyanate d’ammonium —————— > 1 mole de nitrate d’argent

Veq x [SCNT] ——— >  V X [AgNO4]
Donc:
[AgNO3] x V
Avec :

V : volume titré de nitrate d’argent en ml (10ml)

Veq : volume de chute de burette en thiocyanate de sodium en ml

= Dosage du chlorobutanol

- Dans un erlenmeyer, solubiliser aux ultra-sons une prise d’essai (environ 0.1g) du produit
synthétisé dans 15ml d’eau distillée ;

- Ajouter 10ml de la solution d’hydroxyde de sodium 0.1N, chauffer au bain marie pendant
5minutes puis laisser refroidir ;

- Ajouter successivement un volume de 20 ml d’acide nitrique dilué et 25ml de nitrate
d’argent 0.1 N. Il se forme un précipité blanc ; chauffer a ebullition et laisser refroidir.

- Filtrer ensuite, pour éliminer le précipité formé ;

- Ajouter 2ml de la solution d’alun de fer ammoniacal au filtrat récupéré, puis titrer par le

thiocyanate d’ammonium préparé et titré, jusqu’au virage a I’orange ;
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Figure 25 : Schéma de dosage du chlorobutanol

- Nous avons effectué cing dosages, et nous avons calculé les teneurs avec la Formule
suivante :

Ncib= Nci-/3

Nc-= N agnos — N sen = [AGNOs]x V1 - [SCN]x Veq

[AgNO3] x V1-[SCN—]x Veq

Clb =
" 3
Mcp=ncpX Mr= [AgNO 3]x V1 -gc SCN —] x Veq < Mr
_ _MCb  _ [AgNO 3] X V1-[SCN—] x Veq
" PE (1-Te) - 3 (PE(1-Te)) X Mr x 100
T = [ANOsIxV1-CSCN—xVeq 1265 % 100
3 (PE(1-Te))
T = LRER0alX VIS X T« 59.2 x 100
(PE(1-Te))
Donc :
V1[AgNO;] — veq[SCN—]) x 59.2
1o, = (V1[AgNOs] — veq[SCN—]) 100

PE(1 — Te)
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Avec :

T% : teneur en pourcentage du chlorobutanol (substance anhydre) ;

V1 : volume de nitrate d’argent en ml (25ml) ;

Veq : Volume de chute de burette en thiocyanate d’ammonium en ml ;
[AgNOs] : concentration du nitrate d’argent en mole/l ;

[SCNT : concentration du thiocyanate d’ammonium en mole/l ;

PE : prise d’essai de 1’échantillon du chlorobutanol hémihydraté en mg ;

Teau : teneur en eau du chlorobutanol hémihydraté synthétisé en %.

2. Reésultats et discussion
2.1.  Calcul du rendement de la réaction de synthese
2.1.1. Détermination du réactif limitant

= Calcul du nombre de mole du chloroforme nj -

N = dixvl _ 149 x5
Y7 M1 T 119.378

AVec :

d; : densité du chloroforme = 1.49

M1: masse molaire du chloroforme =119.378 g/mole
V1 : volume du chloroforme =5 ml

niy = 0.0624 mole

=  Calcul du nombre de mole de I’acétone n; -

o d2xvz _ 0791x45
27 M2 T 5808

Avec :

d2 : densité de 1’acétone= 0.791

M2 : masse molaire de I’acétone = 58.08 g/mole
V2 : volume du chloroforme= 45 ml

n, = 0.612 mole

n, > n; : Le chloroforme est le facteur limitant dans cette réaction, donc :
Xmax = N1 = 0.0624 mole
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Tableau XVII : Bilan de la réaction de synthese du chlorobutanol hémihydraté

Réactifs | Produit
Réaction _,KOH

CHClI; + C3Hg O CsH;Cl30.1/2H, O
Début de reaction | 4 yao1mole 0.612mole 0
Avancement de la
réaction 0.062 — X; 0.612 — X; Xt
Fin de la réaction
2 heures 0 0.612 - 0.062 0.062

2.1.2. Calcul de la masse théorique du chlorobutanol

Neibh = Xmax = 0.0624 mole
Meph = 0.0624 x 186.5
Mclbh = 11.637 g

2.1.3. Calcul du rendement de la synthése (R)

Nous avons calculé le rendement des trois synthéses avec la formule suivante, et établi le

rendement moyen (tableau XVIII)

m éxperimentale

R% =
11,637

x 100

Tableau XVIII : Calcul du rendement de la synthése du chlorobutanol hémihydraté

N° de lasynthese | Famasseréelle () | oo joment (96) (I;;andement moyen
Synthése 01 5,772 .

Synthése 02 6.590 5660 53,03

Synthese 03 6.15 .

Le rendement moyen de nos syntheses du chlorobutanol hémihydraté est de 53,03 %.
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2.2.  Caractérisation et identification du chlorobutanol hémihydraté synthétisé
2.2.1. Aspect et odeur

Le produit que nous avons synthétisé est une poudre cristalline, de couleur blanche, avec une
odeur camphrée trés forte. Ce qui est conforme aux spécifications exigées par la Pharmacopée

Européenne (Figure 26).

Figure 26 : Aspect final du produit synthétisé
2.2.2. Analyse par microscopie électronique a balayage

Les images obtenues de I’examen au microscope électronique a balayage du produit
synthétisé, ont montre des formes d’aspect tubulaire avec une surface lisse, ce qui confirme la

forme cristalline du produit synthétisé. (Figure 27)
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Spot Magl W WD ——F—
146 agsl: 2 0.9 Torr ESEM UMMTO

AccV Spot Magn —%——— 59 um
20.0.kM. 4.0 500x G 1 0.9 Torr ESEM UMMTO

Figure 27 : Image prises au microscope électronigque a balayage aux grossissements
250 et 500
2.2.3. Solubilité

- Le produit synthétisé est insoluble dans I’eau froide, et peu soluble dans 1’eau

chaude : nous avons pu solubiliser 0.1g dans un volume de 12.5 ml d’eau (Figure 28).

- 1l est trés soluble dans 1’éthanol a 96 pour cent : nous avons pu solubiliser 1g dans 1ml
d’éthanol 96% et il est Soluble dans le glycérol a 85 pour cent: 1g dans 10 ml de glycérol
(Figure 28).

- Ces résultats sont conformes aux exigences de la pharmacopée européenne.
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Figure 28 : Test de solubilité du produit synthétisé dans 1I’eau, éthanol et
glycérol.

2.2.4. Température de fusion

Les températures de fusions obtenues avec le chlorobutanol synthétisé sont :

Premier essai : 77.8 °C

Deuxiéme essai : 78.0 °C (Figure 29).

Ces valeurs obtenues répondent a celle exigée par la pharmacopée européenne, qui fixe la
température de fusion du chlorobutanol a 78 °C.
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;/1‘! i -"}I.
2. Heating'-- Till it reaches

/i preheating teaperat\n"e,.l‘utfm;.._'
Actual Temperature:075. 6 °C sample in and press Heating key

Preheating Temperature :073. 0 °C &
Heating Rate: 001. 0 °C /min 1 077.37°C 0708 & 3
Initial melting: 075.8 C 2 075.8 C 078-0"‘?_

Final melting: 078.0 -¢ 3 c
Average Value 076.5 C 077.9

Figure 29 : Résultats du test de point de fusion

2.2.5. ldentification par des réactions colorimeétriques

2.2.5.1. Réaction avec la pyridine

La réaction de la pyridine avec notre produit a donné lieu a une couche rouge a la surface
aprées le chauffage, ce qui répond aux exigences de la pharmacopée européenne. (Figure 30)
Cette couche rouge correspond a la réaction de Fujiwara-Ross qui oriente vers le carbone
trichloré du chlorobutanol hémihydraté. (Figure 31)

Figure 30 : Réaction du chlorobutanol avec la pyridine
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\ CH3C| /
N | | I NaOH \
HyC—C—C—C
N/ | | N=——CH CH—O pNa*

OH CI
CHj

OH CI

/

—

o HC—oO Na'

dérivé rouge

Figure 31 : Réaction de Fujiwara-Ross entre le chlorobutanol et la pyridine
2.2.5.2. Réaction avec le nitrate d’argent ammoniacal

- Laréaction du produit synthétisé avec le nitrate d’argent ammoniacal a donné lieu a un
précipité noir, ce qui est conforme aux exigences de la pharmacopée européenne (figure 32).

- Ce précipité correspond a I’hydroxyde d’argent, formé en milieu alcalin a partir de
1’AgCl ; issu de la réaction entre les ions chlorure (libérés de la dégradation du chlorobutanol)

avec le nitrate d’argent (figure34).

2.2.5.3. Réaction avec I’iodure de potassium iodé

- La réaction du produit synthétisé avec 1’iodure de potassium a donné lieu a un
précipité jaunatre, qui correspond a 1’exigence de la pharmacopée européenne (figure 33).

- Ce precipité correspond a la formation de 1’iodoforme a partir d’iodure de potassium
et ’acétone issue de la dégradation de la fonction alcool du chlorobutanol en milieu alcalin
(figure 34).

Figure 32 : Formation d’un précipité noir Figure 33 : Précipité jaune de la réaction
avec le nitrate d’argent ammoniacal avec I’iodure de potassium.
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Figure 34 : Réaction du chlorobutanol avec I’iodure de potassium et le nitrate d’argent.

2.2.6. ldentification par des méthodes spectrales

2.2.6.1. Identification par spectrophotométrie d’absorption dans ’UV-VISIBLE

Le produit ne présente aucune absorbance de 200 jusqu’a 700 nm ; ce qui est conforme aux

données de la littérature sur cette molécule (Figure 35).

3.0

28

200 300 400 500 600 700
nm

Nom
»——échantillon dans l'eau 25.

Description

Figure35 : Spectre d’absorption dans UV-Visible du chlorobutanol synthétisé
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2.2.6.2.

Analyse par spectroscopie d’absorption dans I’infrarouge

La figure ci-apres représente le spectre d’absorption infrarouge du chlorobutanol synthétisé

63897k T
Tl

8S'679T

Nombre d'onde (cm-1)

¥S'SE6¢
v2'1662

1%

Figure 36 : Spectre d’absorption dans 1’infrarouge du chlorobutanol Synthétisé
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Le tableau ci-aprés montre les nombres d’ondes, 1’attribution de chaque bande du spectre IR

obtenu avec le chlorobutanol synthétisé [75].

Tableau XIX : Les bandes d’absorption de I’infrarouge

Nombre d’onde (cm-) | Attributions Vibration
Alcon) Elongation
3360.88 O-H Libre Liaison oo
. , . symétrique
intermoléculaire
e
CH3 Alcane E%on at?on
2945.02 Méthyle 98
symétrique
1651.74 Cc=C Phényl Elongation
1459.26 Cisaillement
1440 87 CH3 Alcane
1385.39 CH3 Rotation
C-O Alcool tertiaire Elongation
1370.33 O-H Alcool Déformation
C-C .
1188.95 + CH3 Elongation
1099.68 O-H+ C-C +CH3
1008.43 CH3 Torsion
CH3 Alcane Torsion
983.16 +C-C Elongation
+C-O Alcool Elongation
CH3 Méthyl Balancement
IR +C-C Alcane Elongation
C-Cl Elongation
833.3 +C-C Elongation
+C-C-O Elongation
C-Cl Elongation
fekLe + C-C Déformation
_ Benzéne
704.05 c=C monosubstitué
C-ClI .
612.69 Carbone trichloré Elongation
C-C-0 , .
565.17 +CH3-C-CH3 Déformation
C-C-0 , .
492.40 +CH3-C-CH3 Déformation
442 .3 O-H Torsion

» Interprétation du spectre

Pour interpréter le spectre d’absorption dans 1’infrarouge du chlorobutanol synthétisé, nous le

scindons en deux régions principales :
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- Larégion des groupements fonctionnels de 4000 cm™ & 1500 cm™ :

Dans cette région nous trouvons les principaux groupements fonctionnels du Chlorobutanol a

savoir :

Le groupement alcool (OH) qui est caractérisé par une bande large & 3369,88 cm™ due a

I’élongation de la liaison O-H libre, et les groupements methyls CH3 caractérisée par des

bandes & 2995.99 cm™ et 2945.02 cm™ dues aux élongations symétriques des liaisons C-H.

- Larégion de I’empreinte digitale de 1500 cm™ & 400 cm™ :

Dans cette région nous retrouvons toutes les bandes des liaisons caractéristiques du

chlorobutanol

>

Les bandes 1459,26 cm™ ; 1440,87 cm™ ; 1385.39 cm™ et 917,83 cm™ dues a
différentes déformations des liaisons C-H des méthyls ;

Nous avons pu confirmer avec les bandes 1370.33 cm™ ,983.16 cm™, 565.17 cm™, 442,3
cm™ la présence d’un alcool tertiaire liée a un alcane, substitué par des radicaux méthyls
dans la structure de notre produit.

Les bandes 791.18 cm™ et 612.69 cm™ confirme la présence d’un carbone trichloré;

Par ailleurs la bande de 833.30 cm™ confirme que I’alcool tertiaire et le carbone trichloré
appartiennent au méme compose.

Toutefois, on souligne la présence de deux bandes étrangeres a la structure du
chlorobutanol, & savoir la bande de 704.05 cm™ et la 1651.74 cm™ qui orientent vers un
benzyl monosubstitué, qui seraient dues probablement & la présence des substances

apparentés du chlorobutanol a savoir le phénoxyéthanol ou le phényléthanol.

Comparaison spectre obtenu avec le spectre de référence du chlorobutanol :

Le tableau ci-aprés montre la comparaison entre les nombres d’ondes des bandes obtenues par

le produit synthétisé et celles du spectre de référence.
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Tableau XX : Tableau de comparaison entre les nombres d’onde des bandes du spectre
d’absorption infrarouge de référence et du chlorobutanol synthétisé.

Positions des bandes IR du spectre de | Positions des bandes IR de I’échantillon
référence (cm™ ) (cm™)
3406 3369.88
2997 2995.99
2945 2945.02
2881 /

1635 1651.74
1460 1459.26
1441 1440.87
1386 1385.39
1373 1370.33
1337 /

1188 1188.95
1148 1099.68
1007 1008.42
983 983.16
916 917.83
831 833.30
793 791.18
664 612.94
492 492.40

La figure ci-dessous montre le spectre d’absorption infrarouge de référence du chlorobutanol
selon SDBS-DATA BASE [76].

HIT-HO=1490 [ECoRE= C 1 [ SDES—HNO=1479 [TR—NIDA—-04289 : KBR DISC
1.1 .1 - TRICHLORO-Z-—METHYL-Z—-FROFRANOL

C4H-CL 0K HoO

TRRMSHITTANCE 5

55555
999999
555555
999999
111111
nnnnnn
111111

44444

Figure 37 : Spectre d’absorption infrarouge du chlorobutanol hémihydraté
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En conclusion, I’analyse du spectre d’absorption infrarouge de notre produit a montré la
présence de toute les bandes caractéristiques liées a la structure du chlorobutanol (790 cm™ |
833cm™ |, 1145cm™ | 1186 cm™ |, 917 cm™ ,980 cm™ )[29], et sa comparaison au spectre
de référence a montré une trés grande similitude.

2.3.  Essai sur le chlorobutanol hémihydraté
2.3.1. Aspect de la solution
2.3.1.1. Degré d’opalescence

Aprés comparaison visuelle de la solution S du chlorobutanol synthétisé avec les solutions
témoins d’opalescences préparées, nous avons constaté quela solution S est moins
opalescente que le témoin |1, ce qui est conforme a I’exigence de la pharmacopée européenne
(Figure 38).

2.3.1.2. Degré de coloration

Aprés comparaison visuelle entre la solution témoin S et les témoins de coloration, nous
avons constaté que, La solution S est plus colorée que la solution témoin JB4 mais moins
colorée que la solution témoin JB5. Ce qui correspond a 1’exigence de la pharmacopée

européenne. (Figure 39).

Figure 38 : Résultat du test d’opalescence.



PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE Il : SYNTHESE ET CARACTERISATION
DU CHLOROBUTANOL %2 H20

Figure 39 : Résultat du test de degré de coloration

2.3.2. Test d’acidité

= Vérification du titre de la d’acide chlorhydrique 0.1 M :
Nous avons utilisé la formule préétablie pour le calcul du titre de I’acide chlorhydrique ;

Vel Eq= 10 ml

[HClp = =2

53x10
[HCI] = 0.1M

Donc e titre de la solution d’HCI préparée avec laquelle nous avons Vérifié le titre de la

solution de I’hydroxyde de sodium est a 0.1 M.

»  Vérification du titre de I’hydroxyde de sodium 0.01 M :
Les résultats de la vérification du titre du NaOH sont résumés dans le tableau suivant :
Tableau XXI : Résultats de la vérification du titre d’hydroxyde de sodium.

Essals Volume de NaOH | ;o0 o HeL (ml) | Veq Moyen (mi)
X (ml)
i 2.00
02 20 2.10 2.033
53 2.00

Nous avons utilisé la formule préétabli pour le calcul de la teneur en NaOH ;

_ 0.1 x2.033
[NaOH] = 0

[NaOH] = 0.01 M




PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE Il : SYNTHESE ET CARACTERISATION
DU CHLOROBUTANOL %2 H20

Donc le titre de la solution de 1I’hydroxyde de sodium avec laquelle, nous avons titré 1’acidité
du chlorobutanol est 4 0.01 M.
» Reésultats du dosage de 1’acidité du chlorobutanol hémihydraté synthétisé
Les résultats des quatre dosages sont résumés dans le tableau suivant :
Tableau XXII : Résultats du test d’acidité.

Volume
. d’essai en | Veq en | Volume Moyen | Ecart :

ﬁisal solution naoh (ml) type :gtervalle de confiance
S (ml) X)
(ml)

1 1.0

2 0.7 )

3 4 0.8 0.825 0,125 [0.64 ; 1.00]

4 0.8

Nous avons calculé I’écart type o et I’intervalle de confiance puis comparé chaque volume a
cet intervalle. Et ce afin d’estimer la précision des différentes mesures effectuées.
Il faut, au moins, que 95% des quatre volumes (c’est a dire les 4essais) soit compris dans cet

intervalle de confiance.

_ 4
g2V
n
1407408408
X = = 0.825
4
X = 0.825 ml
_[S(®-v)2 (1 -0.825)% + (0.7 — 0.825)% + (0.8 — 0.825)% + (0.8 — 0.825)?
7= Tn-1 T 3
o =0.125
IC= X +1tx -Z=0.825+ 3.18 x 2222-0.825 + 0.17
Vn V4
IC =[0.64 :1.00]
Avec :

-n : nombre d’essai = 4

-tddl;% - Quantile de distribution de student pour ddl (degré de liberté) ; et a(la probabilité du
risque attendu du contenu de 1’intervalle de confiance

-Dddl =n-1=5=4-1=3

-a=5%

-1=3.18
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Nous constatons que toutes les teneurs des quatre essais sont comprises dans 1’intervalle de
confiance qui est de [0.64 ; 1.00].
Le volume moyen obtenu était de 0.84 ml, ce qui est conforme a I’exigence de la

pharmacopée qui fixe ce volume a moins de 1 ml.

2.3.3. Détermination de la teneur en eau dans le produit synthétisé

Le résultat de la teneur en eau du produit synthétise est de 5.7 %.
Cette teneur est proche de I’intervalle fixé par la pharmacopée européenne a [4.5, 5.5]. Tout

de méme il faut insister sur I’étape de 1’élimination de I’excés d’eau par 1’éthanol.

2.4.  Détermination de la teneur en chlorobutanol
= Vérification du titre de la solution du thiocyanate de sodium 0.1M :

Les résultats de ce dosage sont résumés dans le tableau suivant

Tableau XXII1 : Résultats du titrage de la solution du thiocyanate de sodium
Volume du nitrate | Veq en thiocyanate

Essal N* d’argent de sodium E/n?ﬁ) Moyen
(ml) (ml)

01 10.1

02 10 10.3 10.2

03 10.2

Nous avons utilisé la formule établie pour calcul la concentration molaire du thiocyanate

d’ammonium :
[AgNO 3]xV 0.1x10.2
[SCN-] = —Z =
VeqMoySCN — 10

[SCN-] =0.098 M
Le titre de la solution du thiocyanate utilisée pour le dosage du chlorobutanol est a 0.098M.

= Détermination de la teneur en chlorobutanol (substance anhydre) dans le produit
synthétise :

Nous avons utilisé la formule de calcul préétablie pour le calcul de la teneur en chlorobutanol

(substance anhydre) ;

Les résultats des 5 dosages effectués sont résumés dans le tableau dans le tableau XXIV ;

Nous avons calculé 1’écart type o et D’intervalle de confiance puis comparer chaque

rendement a cet intervalle ; afin d’estimer la précision des différentes mesures effectuées.
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Il faut, au moins, que 95% des teneurs trouvees dans les cing essais (c'est-a-dire toutes les
teneurs) ; soient comprises dans cet intervalle de confiance.

Tableau XXIV : Tableau des résultats du dosage du chlorobutanol.

Prise Veq en Teneur Teneur Ecart Intervalle de
Essai | d’essai | thiocyanate en clpn | movenne .o confiance
N° PE de sodium % en _clbh pr IC
mg (ml) % (X)
01 100.53 11.6 84.96
02 101.00 11.8 83.29
03 99.80 11.2 88.21 85.15 2.57 [81.95 ; 88.34]
04 102.00 11.9 82.09
05 99.20 11.4 87.2
_ T
g 27
n
_ 8496 +83.29 +88.21 +82.09 +87.2
X = = = 85.15%
X = 85.15%
2K -T)?
N n—1

_ \/(85.15 — 84.96)2 + (85.15 — 83,29)2 + (85.15 — 88.21)2 + (85.15 — 82.09)2 + (85.15 — 87.2)2

4
o =257T%
- v o _ 2.57 _
IC= X +tX \/_ﬁ_ 85.15+2.77 X T_ 85.15 + 3.19
IC = [81.95 ; 88.34]
Avec :

-n : nombre d’essai = 5

-tddl;% - Quantile de distribution de student pour ddl (degré de liberté) ; et a(la probabilté du
risque attendu du contenu de I’intervalle de confiance)

-Dddl =n-1=5-1=4

-a=5%

-t=2.77
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Nous constatons que toutes les teneurs des cing essais sont comprises dans I’intervalle de
confiance qui est de [81.95 ; 88.34].

Selon la pharmacopée européenne la teneur en chlorobutanol (substance anhydre) doit étre
incluse dans I’intervalle de [98-100.5]. Notre produit est donc sous dosé, il faut insister sur

I’étape de purification pour éliminer le maximum d’impuretés.
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PARTIE EXPERIMENTALE

CHAPITRE Il : EVALUATION DE
L’ACTIVITE ANTIMICROBIENNE
DU CHLOROBUTANOL %2 H20

Le chlorobutanol synthétisé au niveau du laboratoire de chimie thérapeutique de la faculté de
médecine de Tizi-Ouzou est soumis aux tests bactériologiques au niveau du laboratoire de
microbiologie de la méme faculté, afin d’étudier son activité antimicrobienne. Pour cela nous
avons utilisés des souches bactériennes de réference (ATCC= American type culture

collection), et des levures et moisissures fournies par le la centre hospitalo-universitaire Nedir

Mohamed de Tizi-Ouzou.

1. Matériel et méthodes

1.1.  Matériel utilisé

Tableau XXV : Matériel utilisé pour 1’évaluation de I’activité antimicrobienne.

Matériels
= Spatule

»= Verre a montre

» Tubes en verre stériles
» Pipettes pasteurs

= Anse de platine

= Embouts propres

= Portoirs

= Boites pétries

1.2. Meéthodes

Nous avons évalué D’activité antimicrobienne du chlorobutanol hémihydraté synthétisé

par [77]:

= La méthode de macro-dilution sur milieu liquide pour déterminer la concentration

minimale inhibitrice (CMI).

Appareillages

Balance analytique | *
KERN ABT 220-5DM

Ultrason FISHER
BRAND FB 15052

Agitateur vortex ~ ZX?
VELP SCIENTIFICA "

Bec benzéne
Etuve MEMMERT

Micropipette SMART

Milieux de cultures

Bouillon glucosé
tamponné BGT liquide

Bouillons nutritifs BN

liquide
Gélose nutritive

Gélose sabouraud sans

antibiotiques

= Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB).
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1.2.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice
1.2.1.1. Les especes microbiennes testees

Nous avons testé 1’activité antimicrobienne du chlorobutanol hémihydraté synthétisé sur les
espéces microbiennes (tableau XXV1) préconisés par la pharmacopée européenne 8™
édition (souches différentes) , pour 1’évaluation de I’efficacité de la conservation
antimicrobienne des préparations pharmaceutiques [78].

Tableau XXVI : Les souches des micro-organismes testes

Espéces

Regne testées Souches testées Origine
Escherichia coli
Gram - (ATCC 25 922) S%lgches de
- Pseudomonas aeruginosa FErerences
Bactéries (ATCC 27 853) American type
culture collection
Staphylococcus aureus (ATCC)
Gram + (ATCC 25 923)
Levure Candida albicans
Laboratoire de
Champignons parasitologie du CHU
Moisissure Aspergillus niger de Tizi-Ouzou

= |Lamise en culture des souches :

a. Activation des souches bactériennes de référence

Effectuer des isolements en strie (méthode des quatre quadrants) directement a partir des
lyophilisats des souches de référence sur les milieux sélectifs a chaque bactérie (Figure 40) :
-Milieu Chapman pour le staphylococcus aureus

-Milieu Hektoen pour le pseudomonas aeruginosa et E. coli

b. Les souches fongiques

Les souches fongiques testées sont des cultures de 15 jours fournies par le laboratoire de
parasitologie du Centre hospitalo-universitaire de Tizi-Ouzou sur milieu gelosé en tube
(Figure 40) :

- Milieu sabouraud-chloramphénicol-actidione pour le candida albicans

- Milieu sabouraud-chloramphénicol pour aspergillus niger.
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Figure 40 : Les souches microbiennes utilisées dans le contrdle de I’activité antimicrobienne
du chlorobutanol hémihydraté synthétisé

1.2.1.2. Préparation de la gamme de dilution du chlorobutanol synthétisé
a. Préparation de la solution mére a 5000 pug /ml (0.5%)

Peser a ’aide d’une balance analytique 58.82 mg du chlorobutanol hémihydraté synthétisé
qui correspond a 50mg de chlorobutanol pure (prise d’essai corrigée par rapport a la teneur
en principe actif qui est de 85%), solubiliser aux ultra-sons dans 10 ml de bouillon glucosé

tamponné ou du bouillon nutritif.

b. Préparation des diluions

- Effectuer des dilutions semi-logarithmiques de demi en demi du chlorobutanol
hémihydraté synthétisé pour une gamme de concentration allant de 5000ug/ml jusqu’a
312.5pg/ml) (XXVII)

- Préparer une gamme de dilution pour chaque souche testée a savoir Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, candida albicans, aspergillus niger

- Prévoir un tube témoin négatif et un tube témoin positif pour chaque série de dilution.
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Tableau XXVII : Gamme de dilution du chlorobutanol

Rapport de dilution 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32

[ClbH] %
05 025 0125 |0.0625 |0.03125

[CIbH] en pg/ml 5000 | 2500 | 1250 | 625 312.5

[CIbH] : concentration du chlorobutanol hémihydraté.

1.2.1.3. Préparation de I’inoculum microbien

La suspension meére microbienne doit avoir une turbidité de 0.5Mac Farland ce qui
correspond & 1.10° CFU/ml. Dans notre travail & défaut de densitométre, nous avons estimé
cette densité a 1 ou 2 colonies identiques et bien isolées qui causerait un léger trouble du
bouillon, cette densité est appréciée par dénombrement des colonies formé apreés incubation

des boites témoins (de contrdl).

a. Préparation de la suspension bactérienne

- A partir d’une culture jeune de 24heures et a I’aide d’une anse de platine, prélever une
a deux colonies bactérienne bien isolées et identique ;

- Introduire les colonies prélevées dans environ 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a
0.9% de NaCl, homogénéiser au vortex et vérifier I’apparition d’un léger trouble ;

- Prélever 100 pl de [D’inoculum bactérien, et Dintroduire dans 9.9ml d’eau

physiologique stérile pour avoir une dilution de 1/100°™.

b. Préparation de la suspension fongique

-A l’aide d’une anse stérile, préleverl a 2 colonies fongiques ;

- immerger les colonies prélevées dans environ 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile,
homogénéiser et vérifier I’apparition d’un léger trouble ;

- Prélever 100 pl de I’inoculum fongique, et 1’introduire dans 9.9 ml d’eau physiologique

stérile ;
1.2.1.4. Distribution de I’inoculum microbien

- La distribution de I’inoculum doit se faire dans les 15 mn suivant sa préparation.

Incorporer 100ul de suspension microbienne dans chaque tube de la gamme de dilution ;
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- Procéder a partir de la plus faible concentration jusqu’a la concentration la plus élevée

- préparer un tube témoin positif ; en incorporant 100ul de I’inoculum dans un tube
contenant 5ml de BGT sans chlorobutanol (Figure 41).

- Préparer une boite témoin (boite contrdle) en étalant a 1’aide d’un rateau 100ul de
chaque suspension sur une gélose nutritive pour les bactéries et sur un milieu Sabouraud sans
antibiotique pour les levures et moisissures, ce contrdle nous permet de vérifier la pureté de

chaque souche et d’estimer la densité microbienne (Figure 42).

Figure 42 : Boites des controles
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1.2.15. Incubation

- Incuber les bouillons ainsi que les témoins, dans des étuves programmeées selon les
conditions mentionnées dans le tableau suivant :

Tableau XXVIII : Les conditions d’incubation des micro-organismes testes

Micro-organisme Température d’incubation | Durée d’incubation
Escherichia coli 37°C 24 heures
Staphylococcus aureus 37°C 24 heures
Pseudomonas aeruginosa 37°C 24 heures

Candida albicans 37°C 48 heures
Aspergillus niger 25°C 48 heures

1.2.1.6. Lecture de la CMI

- La lecture de la CMI se fait visuellement, par I’observation de la présence ou de
I’absence de trouble dans les bouillons incubes ;

- La valeur de la CMI correspond a la plus petite concentration de 1’antimicrobien qui
inhibe toute croissance bactérienne visible a 1’ceil nu, ce qui correspond a la concentration du
premier tube clair dans la gamme de dilution.

- La valeur de la CMI caractérise l’effet bactériostatique et fongistatique d’un

antimicrobien [17].
1.2.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide CMB et de la
concentration minimale fongicide CMF

1.2.2.1. Détermination de la concentration minimale bactéricide CMB

La détermination de la CMB permet d’apprécier la nature de 1’activité antimicrobienne du

chlorobutanol hémihydraté synthétisé (bactériostatique ou bactéricide).

- Pour chaque germe, transférer et étaler a 1’aide d’un rateau 100 pl de chaque
suspension dont la concentration est supérieure ou égale a la CMI, sur des boites de la gélose
nutritive.

- Les boites sont incubées 24heures a 37°C.
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1.2.2.2. Détermination de la concentration minimale fongicide CMF

- Pour chaque germe, transférer et étaler a I’aide d’un rateau,100ul de chaque
suspension dont la concentration est supérieure ou égale a la CMI sur gélose sabouraud sans
antibiotique,

- Incuber les boites a 37 °C pour le candida albicans et a 25 °C pour Aspergillus niger

pendant 48heures.

1.2.2.3. Lecture des CMB et CMF

La CMB et CMF et correspondent aux plus petites concentrations en chlorobutanol, dont le
nombre de colonies des survivants est inférieur ou égale a 0.01% de I’inoculum initial
(comparées aux boites témoins) [17] .
La valeur de la CMB caractérise 1’effet bactéricide ou fongicide de I’antimicrobien.

- Effet bactéricide ou fongicide : CMB/CMI =4 ;

- Effet bactériostatique ou fongistatique : CMB/CMI = 8-16.

2. Reésultats
2.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

2.1.1. Les souches bactériennes

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices du chlorobutanol hémihydraté
synthétisé pour les souches bactériennes (tableau XXI1X), aprés une incubation de 24 heures a
37°C sont :

2.1.1.1. CMI d’Escherichia coli

Pour Escherichia coli nous avons observé un trouble dans le tube témoin positif, la dilution a
0.031% et la dilution a 0.062 % témoignant de la présence d’une poussée bactérienne.
Cependant aucun trouble n’a été observé dans le tube témoin négatif, la dilution a 0.125%, la
dilution & 0.25% et la dilution a 0.5% (figure 43).

La valeur de la CMI du chlorobutanol hémihydraté synthétisé sur la souche d’Escherichia
coli (ATCC 25 922) testée est donc de 0.125%

CMlchiorobutanol -E.coli (ATCC 25 922) = 1250 pg/ml
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Figure 43 : Le résultat de la CMI du chlorobutanol vis-a-vis d’Escherichia coli
2.1.1.2. La CMI du Pseudomonas aeruginosa

Pour Pseudomonas aeruginosa nous avons observé un trouble dans le tube témoin positif, la
dilution a 0.031% et la dilution a 0.062 % témoignant de la présence d’une poussée
bactérienne. Cependant, aucun trouble n’est observé dans le tube témoin négatif, la dilution a
0.125%, la dilution a 0.25% et la dilution a 0.5% (figure 44).

La valeur de la CMI du chlorobutanol hémihydraté synthétisé sur la souche de Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27 853) testée est donc de 0.125% :

[ CMIChIorobutanol-pseudomonas (ATCC 27 853) = 1250 ug/ml ]

Figure 44 : Le résultat de la CMI du chlorobutanol vis-a-vis de Pseudomonas
aeruginosa
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2.1.1.3. CMI de Staphylococcus aureus

Pour Staphylococcus aureus (ATCC 25 923) nous avons observé un trouble dans le tube
témoin positif, la dilution a 0.031% et la dilution a 0.062 % témoignant de la présence d’une
poussée bactérienne. Cependant, aucun trouble n’est observé dans le tube témoin négatif, la
dilution a 0.125%, la dilution a 0.25% et la dilution a 0.5%.(Figure 45)

La valeur de la CMI du chlorobutanol hémihydraté synthétisé sur la  souche de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) testée est de 0.125% :

[ CM|chIorobutanoI-staphylococcus(ATCC 25923)= 1250 ng/ ml ]

Figure 45 : Le résultat de la CMI du chlorobutanol vis-a-vis du
Staphylococcus aureus

2.1.2. Les souches fongiques
Les résultats des concentrations minimales inhibitrices du chlorobutanol hémihydraté

synthétisé, apres une incubation de 48 heures a 37°C pour le candida albicans et de 48 heures

a 25°C pour !’aspergillus niger sont (Tableau XXI1X):

2.1.2.1. La CMI du Candida albicans

Pour le Candida albicans, nous avons observé un trouble dans : le tube témoin positif, la
dilution a 0.031%, la dilution a 0.062 % et la dilution a 0.125% qui témoigne de la présence
d’une poussée bactérienne. Cependant, aucun trouble n’est observé dans le tube témoin
négatif, la dilution a 0.25% et la dilution a 0.5% (Figure 46).

La valeur de la CMI du chlorobutanol hémihydraté synthétisé sur la souche de candida
albicans testée est donc de 0.25% :
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[ CM lchiorobutanol-candida= 2500 pg/ml ]

Figure 46 : Le résultat de la CMI du chlorobutanol vis-a-vis du candida albicans

2.1.2.2. La CMI d’Aspergillus niger

Pour 1I’Aspergillus niger, nous avons observé un trouble dans : le tube témoin positif, la
dilution a 0.031%, la dilution a 0.062 % et la dilution a 0.125% qui témoigne de la présence
d’une poussée bactérienne. Cependant, aucun trouble n’est observé dans le tube témoin

négatif, la dilution a 0.25% et la dilution a 0.5% (Figure 47)
La valeur de la CMI du chlorobutanol hémihydraté synthétisé vis-a-vis de la souche

d’Aspergillus niger testé est donc de 0.5% :

[ CMchiorobutanol-aspergillus= 2500 pg/ml ]

=i

Figure 47 : Le résultat de la CMI du chlorobutanol vis-a-vis d’Aspergillus niger
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Tableau XXIX : Tableau des résultats de la CMI des souches testées.

312.5 625 1250 2500 5000
E.coli -

* * (CMI) i i
Pseudomonas | + - i i
aeruginosa (CMI)
Staphylococcus | + - i i
aureus (CMI)
Candida -
albicans * * * (CMI) i
Aspergillus - i
niger * " * (CMI)

2.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide CMB et de la
concentration minimale fongicide CMF

2.2.1. Détermination de la concentration minimale bactéricide

2.2.1.1. La CMB d’Escherichia coli

Pour Escherichia coli, nous avons observé des colonies isolées et uniformes sur la boite
témoin, aussi une présence de colonies de survivants supérieur a 0.01% dans la boite qui
correspond a la dilution 0.125%, et une absence de colonies dans les boites qui correspondent
aux dilutions 0.25% et 0.5% (Figure 48).

La valeur de la CMB du chlorobutanol hémihydraté synthétisé vis-a-vis de la souche

d’Escherichia coli testée est de :

CMBchiorobutanol-E.coli = 2500 pg/ml

CMB/CMI= 2500/1250= 2

Le chlorobutanol hémihydraté synthétisé posséde une activité bactéricide vis-a-vis de la

souche d’Escherichia coli testée.
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Figure 48 : La valeur de la CMB du chlorobutanol vis-a-vis d’Escherichia coli
2.2.1.2. La CMB du Pseudomonas aeruginosa

Pour Pseudomonas aeruginosa, nous avons observé des colonies isolées et uniformes sur la
boite témoin, ainsi une présence de colonies de survivants supérieur a 0.01% dans la boite qui
correspond a la dilution 0.125%, et une absence de colonies dans les boites qui correspondent
aux dilutions 0.25% et 0.5%.(Figure 49).

la valeur de la CMB du chlorobutanol hémihydraté synthétisé vis-a-vis de la souche de
Pseudomonas aeruginosa testée est de :

CM BchIorobutanoI-Pseudomonas = 2500 Ilg/ mi

CMB/CMI = 2500/1250 = 2

Le chlorobutanol hémihydraté synthétisé possede une activité bactéricide vis-a-vis de la

souche de Pseudomonas aeruginosa testée.

Figure 49 : La valeur de la CMB du chlorobutanol vis-a-vis du Pseudomonas aeruginosa.
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2.2.1.3. La CMB du Staphylococcus aureus

Pour le Staphylococcus aureus, nous avons observé des colonies isolées et uniformes sur la
boite témoin, aussi une présence de colonies de survivants supérieur & 0.01% dans la boite
qui correspond a la dilution 0.125%, et la dilution de 0.25%, et une absence de colonies dans

la boite qui correspond a la dilution 0.5%.(Figure 50).

La valeur de la CMB du chlorobutanol hémihydraté synthétisé vis-a-vis de la souche de

Staphylococcus aureus testée est de 0.125% :

CM BchIorobutanoI-staphylococcus = 5000 Hg/ ml

CMB/CMI=5000/1250 = 4

Le chlorobutanol hémihydraté synthétisé possede une activité bactéricide vis-a-vis de la

souche Staphylococcus aureus testée.

Figure 50 : La valeur de la CMB du chlorobutanol vis-a-vis de staphylococcus aureus

2.2.2. Détermination de la concentration minimale fongicide
2.2.2.1. CMF du Candida albicans

Pour le Candida albicans, nous avons observé des colonies isolées et uniformes sur la boite
témoin, mais absence de colonies de survivants dans la boite qui correspond a la dilution
0.25% et a la dilution 0.5%. (Figure 51)

La valeur de la CMF du chlorobutanol hémihydraté synthétisé vis-a-vis de la souche de

candida albicans testée est dond de 0.25%
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CMFchiorobutanol-candida = 2500 p-g/ml

CMF/CMI= 2500/2500 = 1

Le chlorobutanol hémihydraté synthétise possede une activité fongicide vis-a-vis de la souche

de candida albicans testée.

Figure 51 : La valeur de la CMF du chlorobutanol vis-a-vis du candida albicans
2.2.2.2. CMF d’Aspergillus niger

Pour I’Aspergillus niger, nous avons observé des colonies isolées et uniformes sur la boite
témoin, mais absence de colonies de survivants dans la boite qui correspond a la dilution
0.25% et la dilution 0.5%.(Figure 52)

La valeur de la CMF du chlorobutanol hémihydraté synthétisé vis-a-vis de la souche

d’aspergillus niger testée est donc de 0.25% :

CMFChIorobutanoI-aspergiIIus = 2500 Ug/ml
CMF/CMI = 2500/2500 = 1

Le chlorobutanol hémihydraté synthétisé possede une activité fongicide vis-a-vis de la souche

d’aspergillus niger testée.

Figure 52 : Les résultats de la CMF du chlorobutanol vis-a-vis de
["aspergillus niger
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Tableau XXX : Les résultats des CMB et CMF des souches testées

Les souches | Escherichia | Pseudomonas | Staphylococcus | Candida | Aspergillus

testées coli aeruginosa aureus albicans | niger
Les CMBs et

chal- du' | 5500 2500 5000 2500 | 2500
chlorobutanol

en pg/mi

CMB/CMI 2 2 4 1 1
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3. Discussion

L’activité antimicrobienne du chlorobutanol hémihydraté était variable d’une souche testée a

une autre[59].

- La CMI du chlorobutanol synthétisé sur la souche de Staphylococcus aureus testée est
proche de celle citée dans la littérature concernant les CMI du chlorobutanol sur les gram+
(650pg/ml).

- La CMI du chlorobutanol synthétisé sur les souches E.Coli et Pseudomonas
aeruginosa testées rejoint celle trouvée dans la littérature concernant les CMI du
chlorobutanol sur les gram- (1000ug/ml).

- La CMI du chlorobutanol synthétisé sur le Candida albicans testée rejoint celle
donnée dans la littérature concernant les CMI du chlorobutanol sur les levures (2500pg/ml).

- La CMI du chlorobutanol synthétise sur 1’Aspergillus niger testée est inférieure a

celle trouvée dans la littérature pour les CMI du chlorobutanol sur les moisissures (5000

pg/ml).

Le chlorobutanol hémihydraté synthétisé a donc montré un important effet inhibiteur sur les
bactéries, et un effet inhibiteur moins prononcé sur les champignons. Cette inhibition est

observée a des concentrations allant de 1250 pg/ml a 2500 pg/ml.

Cette différence de sensibilité entre les bactéries et les champignons, peut étre due a la
différence de la composition de la paroi bactérienne et fongique qui est la cible principale du

chlorobutanol.

- Nos resultats des concentrations minimales bactéricides ont montré un effet
bactericide du chlorobutanol synthétisé, a des concentrations de 2500-5000g/ml, sachant que
la littérature a classifié 1’effet antibactérien comme bactériostatique plus que bactéricide[59].

- Les concentrations minimales fongicides obtenues ont montré un effet fongicide du

chlorobutanol synthétisé, a une concentration de 2500ug/mi.
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4. Limites de I’étude

Les principales causes qui peuvent limiter nos résultats sont :

- L’indisponibilité des souches de référence fongiques ;

- L’imprécision de la densité¢ de I’inoculum microbien préparé par la méthode visuelle
(a défaut de densitometre) ;

- L’éventuelle présence de substances apparentées dans notre produit synthétisé, qui
posséde un effet antimicrobien notamment le phénoxyéthanol qui peut donner un effet
synergique avec 1’activité du chlorobutanol[79].

- Nous avons adapté une technique dédiée aux antibiotiques pour la détermination des
CMl et CMB.
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CONCLUSION

Le chlorobutanol synthétisé selon la réaction d’addition nucléophile du chloroforme sur
I’acétone était obtenu avec un rendement acceptable. Les tests de caractérisation du produit
obtenu ont montré un aspect blanc et cristallin (confirmé par 1’examen au microscope
électronique a balayage), des solubilités (dans 1’eau, éthanol et glycérol), et une température
de fusion (78°C), conformes aux exigences de la pharmacopée européenne.

Les réactions colorimétriques ont orienté vers la présence d’un carbone trihalogéné et d’une
fonction alcool. L’identification spectrale (IR, 1’UV-Visible) a montré la présence des pics

caractéristiques au chlorobutanol et confirmé la structure de ce dernier.

Le degré de coloration, I’opalescence et le taux d’acidité de solution du chlorobutanol sont
conformes aux exigences de la pharmacopée européenne, par contre la teneur en eau est 5.7 %
Iégerement supérieure a la norme exigée, tandis que la teneur en chlorobutanol (de 85 %) est

inferieure a ’intervalle fixé par la pharmacopée européenne.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne du chlorobutanol a révélé un effet antimicrobien
sur I’ensemble des souches testées ( sataphylococcus aureus, E.coli, Pseudomonas
aeroginosa, Candida albicans, Aspergillus niger ) avec des valeurs de CMI proches des

données de la littérature.

En perspective nous souhaitons :

= Améliorer le procédé de synthése et proposer des techniques fiables pour la purification
du chlorobutanol ;

= Tester ’activité antimicrobienne sur des souches fongiques de référence et des souches
bactériennes autres que celles testées ;

= Synthétiser le chlorobutanol anhydre, et comparer ces résultats aux résultats du présent

travail.
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1. Le Rotavapeur

Le principe de cet appareil est basé sur une distillation simple sous vide, qui permet
d'éliminer rapidement de grandes quantités de solvant dans lequel se trouve un soluté qui, une
fois le solvant évacué, pourra se présenter sous forme liquide ou solide.

- Pour ne pas perdre trop de produit, il faut que le solvant et le liquide gu'on veut
récupérer aient des températures d'ébullition tres différentes.

- Pour ne pas risquer de détruire le produit intéressant par un chauffage trop important,
on opére avec un chauffage léger et sous aspiration : la baisse de pression permet d'abaisser la

température d'ébullition du solvant[80].

anne de

fermeture - -
Entree d eau

I WVide

=

>

Sortie A eau

Balleon de
recuperaticon

v lachimie. &

—

L T 1

Figure 53 : Schéma du Rotavapeur

2. Microscopie électronique a balayage

Une sonde ¢lectronique fine (faisceau d’¢électrons) est projetée sur 1’échantillon a analyser.
L’interaction entre la sonde électronique et I’échantillon génére des électrons secondaires, de
basse énergie qui sont accélérés vers un détecteur d’électrons secondaires qui amplifie le
signal. A chague point d’impact correspond un signal électrique. L’intensité de ce signal
¢électrique dépend a la fois de la nature de I’échantillon au point d’impact qui détermine le
rendement en électrons secondaires et de la topographie de 1’échantillon au point considéré. Il
est ainsi possible, en balayant le faisceau sur I’échantillon, d’obtenir une cartographie de la
zone balayée(Figure 54)[81].
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Figure 54 : Schéma de principe du I’arrivée des électrons sur
I’échantillon dans un MEB
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3. Point de fusion

Le point de fusion ou la température de fusion d'un corps représente la température a laquelle
un élément pur ou un composé chimique fond c'est-a-dire passe de I'état solide a I'état liquide.
11 existe principalement deux types d’appareils qui permettent la mesure de la température de
fusion : I’appareil chauffant (Banc kofler) et I’appareil capillaire.

3.1.  Principe de ’appareil capillaire.

Le principe de fonctionnement de cet appareil est basé sur le fait que, a 1’état cristallin, les
substances réfléchissent la lumiére regue, alors qu’elles la laissent passer a 1’état fondu. Il est
alors possible de déterminer le point de fusion a partir du comportement optique. Ainsi au
cours de la fusion, I’intensité lumineuse mesurée par une cellule photoélectrique augmente et
le chauffage est arrété lorsque la transparence de 1’échantillon atteint un seuil donné
(Figure55). A cet instant, la température du four est retenue, corrigée et affichée comme la

température de fusion réelle [82].
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Figure 55 : Les différentes étapes de changements d’une substance pendant le cycle de
chauffage

4. Karl Fisher

La méthode de Karl Fisher est Basée sur I’oxydation du dioxyde de soufre par I’iode dans une
solution d’hydroxyde de méthane (méthanol et une base de type RN). En principe, la réaction
produite est :
H, O + I, + SO, + CH3 OH + 3RN = [RNH] SO4 CH3 + 2[RNH] |
La solution Karl Fisher utilisée est un mélange d’iode, dioxyde de soufre et imidazole, dissout
dans diéthyléneglycol monoéthyl éther.
Le titrage peut étre réalisé par volumétrie ou par coulorimétrie (Figure 56).

- Dans la méthode volumétrique, une solution Karl Fisher contenant de 1’iode est

ajoutée jusqu’a saturation. La quantité d’iode convertie est déterminée a partir du volume de
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la burette contenant la solution iodée Karl Fisher. Des électrodes en platine, permettent la
détection du point d’équivalence (brusque variation de tension aux bornes des €lectrodes).

- Dans le protocole coulométrique ; I'iode participant a la réaction est générée
directement dans la cellule de titrage par une oxydation électrochimique de 1’iodure jusqu’a ce

que de I’iode non réactive soit détectée[83].
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Figure 56 : Schéma comparatif des 2 méthodes de dosage de I’eau

par Karl Fisher
5. Spectroscopie UV-VISIBLE

Ce domaine spectral est divisé en trois plages de longueurs d’onde appelées proche UV
(185-400 nm), visible (400-700 nm) et tres proche infrarouge (700-1 100 nm).
5.1. Principe

Une transition UV-visible correspond a un saut d’un électron d’une orbitale moléculaire
fondamentale occupée a une orbitale moléculaire excitée vacante. La matiére absorbe alors un
photon dont I'énergie correspond a la différence d'énergie entre ces niveaux fondamental et
s’excite (Figure 57). Les spectrométres UV/Visible permettent d’obtenir le spectre des
composés examineés sous la forme d’un tracé de la transmittance, ou de 1’absorbance en

fonction des longueurs d’onde repérées en abscisses[84].
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Figure 57 : Les différents types de transition électronique
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5.2. Loide BEER- LAMBER

L'absorption de la lumiére est directement proportionnelle a la fois a la concentration du
milieu absorbant et a I'épaisseur de la cuve ou se trouve le milieu.

-La transmittance (T) est une mesure de [I’atténuation d’un faisceau lumineux
monochromatique basée sur la comparaison entre 1’intensité lumineuse transmise (I) et
I’intensité incidente (lp) selon que 1I’échantillon est placé ou non sur le trajet optique entre la
source et le détecteur.

T est exprimé par un nombre fractionnaire ou sous forme de pourcentage :

T=1/lyou T% =I/lp x 100

intensité intensité
incidente transmise

7, 7

cuve

L’absorbance est la grandeur définie par : A=¢.l.C=log lo/l =-log T

A : absorbance

| : longueur de la cuve traverse (cm)

C : concentration (mole.litre™)

& : coefficient d’absorption molaire (mole™.cm™ litre)

6. La spectroscopie infrarouge

Le domaine infrarouge s’étend de 0,8 um a 1000 pum. Il est arbitrairement divisé en 3
catégories : le proche infrarouge (0,8 a 2,5 pm soit 12500-4000 cm™ ), le moyen infrarouge
(2,5 425 pm soit 4000-400 cm™ ) et le lointain infrarouge (25 2 1000 pm soit 400-10 cm™ )
La spectrométrie infrarouge est principalement utilisée pour l'analyse qualitative d'une
molécule en mettant en évidence la présence de liaisons entre les atomes (fonctions et
groupements).

La majorité des applications se situe entre 2,5 et 15 um soit en nombre d'ondes de 4000 cm™
a670cm™ (IR moyen) [84].

6.1.  Principe

La spectrométrie infrarouge est la mesure de la diminution de I’intensité du rayonnement qui
traverse un échantillon en fonction de la longueur d’onde. Ce rayonnement dispense
suffisamment d’énergie pour stimuler les vibrations moléculaires a des niveaux d’énergie

supérieurs.
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6.2. Modes de vibrations moléculaires

L'absorption du rayonnement IR par les composeés organiques correspond a deux types
principaux de vibrations :
» vibration de valence ou d'élongation

» vibration de déformation angulaire

6.2.1. Vibration de valence ou d’élongation :

Une vibration de valence (d’allongement ou d’élongation) est un mouvement des atomes le
long de I’axe de la liaison. Ce mouvement implique une variation de la distance
interatomique. Elles sont représentées par « v ».

Ces vibrations se situent dans la région du spectre allant de 4000 a 1000 cm-1.

Vibrations de valence (streching)

Symeétrique (v.)

Asymetrique (v, ;)

v, = 2850 cm!

v, = 3652 cm!

v, _ = 2930 cm-!

A
e s _H /H
- N \H - C\ 0\
'\ kY wH wH

v, = 3756 cm

6.2.2. Vibration de déformation angulaire

Une vibration de déformation est un mouvement des atomes en dehors de 1’axe de la

liaison. Lors de ce mouvement, la distance interatomique reste constante. Elles peuvent

se réaliser dans le plan ou perpendiculairement au plan. Ces vibrations sont

représentées par « 0 ».

Les vibrations de déformations sont d’intensité plus faible que celle des vibrations de

valence. Elles constituent la région du spectre dite «empreinte digitale» (1000 a 600

cm-1).

Vibrations de déformation (bending)

Dans le plan

Perpendiculaire au plan

Cisaillement (3)
(scissoring)

Rotation plane (p)
(rocking)

Balancement (w)
(wagging)

Torsion ()
(twisting)

8 =1596 cm™’

p = variable

G @
H__H
o

-

w = variable

&

H

H

Py

o

T=3756 cm-

Vi
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Tableau XXXI : Méthodes analytiques utilisées pour le dosage du chlorobutanol
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REACTIFS UTILISES

Réactifs

Provenan
ce

Données physico-chmiques

Précaution

Réactifs utilis

és pour la synthése et la purification du chlo

robutanol hémihydraté

Formule brute : C3 Hg O
N° CAS : 67-64-1

SIGMA- | Mr:58.08 g/mol
Acétone ALDRIC | PF:-94.6°C
H PE : 56.05 °C
p: 078g/cm?
Formule brute : CHClI3
N° CAS : 67-66-3
RIEDEL- | \jr:119.38 g/mol
Chloroforme | DE : o
LAEN PF: -64 °C
PE: 62 °C
p: 148g/cm?
Formule brute : KOH
N° CAS : 1310-73-2
Hydroxyde de Mr : 40 g/mol
potassium PF:318°C
PE : 1390 °C
p:21g/cm?
Formule brute : C, Hg O
N° CAS : 64-17-5
Ethanol ilﬁ:l)\g?‘c Mr : 46.07 g/mol
UIETE . PF: -114 °C
PE: 79 °C
p:079g/cm?
Préparé Formule brute : H, O
L PAIEe o | N° CAS : 7732-18-5
T . Mr : 18 g/mol
Eau distillée distillateur PE:0°C a1 bar
LAB- PE : 100 °C
TECH

p:lg/cm?
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Réactifs utilisés pour le test de solubilite.

Réactifs

Données physicochmique

Précautions

Glyceérol

Formule brute : C3 Hg O3
N° CAS : 56-81-5

Mr : 92g/mol

PF: 318 °C

PE : 1390 °C
p:21g/cm?

Réactifs utilises pour la réaction avec la pyridine.

Hydroxyde de
sodium
(pastille de soude)

Formule brute : NaOH
N° CAS : 1310-73-2
Mr : 40 g/mol

PF: 318 °C

PE : 1390 °C
p:2lg/cm?

3

Pyridine

Formule brute : Cs Hs N

N° CAS : 110-86-1
Mr : 79 g/ mol
PF:-41.15°C
PE:115.35°C

p:0.98 g/cm’

Réactifs utilisés pour la réaction avec

le nitrate d’argent.

Nitrate d’argent

Formule brute : AgNO3
N° CAS : 7761-88-8
Mr : 169.87 g/mol

PF: 212 °C

PE : 444 °C
p:4352g/cm?

&S

Ammoniaque
concentreé

Formule brute : NH, OH
N° CAS : 1336-21-6

Mr : 35.04 g/mol
PF:-58°C

PE:38 °C
p:0.892-0.910g/cm?
Pka: 9.25a 25°C

OO

Réactifs

utilisés pour la réaction avec I’iodure de potassium

lode

Formule brute : I,
N° CAS : 7553-56-2
Mr : 234 g/mol
PF:113.7 °C

PE :184.4°C

O&

XI
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Formule brute : Kl

lod q N° CAS : 7681-11-0

odure € Mr:166 g/mol

potassium PE : 686 °C
PE : 1330 °C
p:3.13/cm?

Hydroxyde de

Formule brute : NaOH
N° CAS : 1310-73-2

sodium Mr : 40 g/mol

(pastille de soude) PF:318 °C
PE : 1390 °C
p:21g/cm?

Réactifs utilisés pour le test d’

opalescence.

Sulfate d’hydrazine

Formule brute : Hs N, O4 S
N° CAS : 10034-93-2

Mr :130.2 g/mol

PF: 254 °C

p=1.37 g/lem™

V&

Hexaméthylenetétr
amine
(Methénamine)

Formule brute : Ce Hia N4
N° CAS : 100-97-0

Mr : 140.17g/mol

PF:> 263 °C

PE : 260 °C
p:133/cm?

@

<>

Réactifs utilisés pour le test du degré de coloration

Chlorure ferrique

Formule brute : FeCl;
N° CAS : 7705-08-0
Mr : 162.2 g/mol

PF : 306 °C
PE:315°C

Chlorure de cobalt

Formule brute : COCI,
N° CAS : 7646-79-9
Mr : 129.84 g/mol
PF:>263°C

PE : 1049 °C
p:3.36/cm?

vl

Xl
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Sulfate du cuivre

Formule brute : CuSQOq
N° CAS : 7758-98-7
Mr : 159.6 g/mol

PF: 110 °C

PE : 650 °C

p:36 g/cm?®

Acide
chlorhydrique

Formule brute : HCI
N° CAS : 7647-01-0
Mr : 36.46 g/mol
PF:-30 °C

PE : 48 °C
p:119g/cm?

@&

Réactifs utilisés pour le test d’acidité.

Carbonate
sodium

de

Formule brute : Na, CO3
N° CAS : 497-19-8

Mr : 105.99g/mol
PF:851°C
p=253glcm’

Hydroxyde
sodium

de

Formule brute : NaOH
N° CAS : 1310-73-2
Mr : 40 g/mol

PF: 318 °C

PE : 1390 °C
p:21g/cm?

2
el

Bleu
bromothymol

de

Formule
C27H28Br205S
N° CAS : 76-59-5
Mr : 624.38g/mol
PF: 204 °C
p:125g/cm?

brute :

Acide
chlorhydrique

Formule brute : HCI
N° CAS : 7647-01-0
Mr : 36.46 g/mol
PF: -30 °C
PE:48°C
p:119g/cm?

>

Méthylorange

Formule brute :
Ci14 His N3 NaO3 S
N° CAS : 547-58-0
Mr : 305.35 g/mol

X1
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Réactifs utilisés pour le dosage du chlorobutanol.

PF:-41.6 °C
PE: 121 °C
d=14

Formule brute : HNO3 f‘:‘ﬂ"
N° CAS : 7697-37-2 =
Acide nitrique Mr : 63 g/mol %

Formule brute : NaOH

N° CAS : 1310-73-2
H)(/jc_lroxyde de Mr : 40 g/mol
sodium PF:318°C

PE : 1390 °C

p:21g/cm?

Formule brute : AgNO3
N° CAS : 7761-88-8
Nitrate d’argent Mr : 169.87 g/mol
PF:212°C
PE : 444 °C
p:4352g/cm?

Formule brute : CH4 N, S
N° CAS : 1762-95-4

T,hiOCyanff‘te Mr : 76.12 g/mol
d’ammonium. PF: 149.6 °C

PE :>170°C
p: 13g/cm?

Formule brute :

_ FeNH, (SO4).. 12H, O
Sulfate ferrique et N° CAS : 7783-83-7 .

d’ammonium

Mr : 482.19 g/mol
(Alun de fer). PE: 39-41 °C

PE : 230 °C

p: 1.71g/cm?

XV
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7. Pictogrammes de sécurité

Signification

Produit corrosif pour les mains et les yeux

Produit corrosif et irritant de la peau

Produit nocif

Produit dangereux par aspiration

Produit comburant

Produit inflammable

Produit toxique pour le milieu aquatique

Produit toxique

OO OROD

XVI
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ANNEXE V PROCEDURE DU CHLOROBUTANOL

8. Procédure d’analyse physicochimique du chlorobutanol hémihydraté
I. OBJECTIF

Cette proceédure a pour but de decrire les méthodes de contréle physico-chimique du
CHLOROBUTANOL HEMIHYDRATE matiére premiere.

II. DOMAINE D’APPLICATION

Cette procédure est spécifijue au CHLOROBUTANOL HEMIHYDRATE matiére

premiére de la pharmacopée européenne 8°™ édition.

I11. RESONSABILITES

SIDER Thili Malha et YASSA Zahoua

Encadrées par DR N.HADHOUM ; maitre assistante en chimie thérapeutique.

IV. DEFINITIONS :

1,1,1-Trichloro-2-méthylpropan-2-ol hémihydraté.

Teneur : 98,0 pour cent a 101,0 pour cent (substance anhydre).

V. APPLICATION :

1. Caracteéres :

- Aspect : poudre cristalline blanche ou sensiblement blanche, ou cristaux incolores, se
sublimant facilement.

- Solubilité :

Peu soluble dans I’eau ; Tres soluble dans 1’éthanol & 96 pour cent ; Soluble dans le glycérol a
85 pour cent.

-Température de fusion : 78°c.

2. Identification
A. A un mélange de 1 ml de pyridine et de 2 ml de solution concentrée d’hydroxyde de
sodium, ajouter environ 20 mg de chlorobutanol hémihydraté. Chauffer au bain-marie, agiter
et laisser reposer. La couche de pyridine devient rouge.

- Préparation de la solution concentrée d’hydroxyde de sodium :

Faire dissoudre aux ultra-sons, 4,2 g d’hydroxyde de sodium dans 10 ml d’eau distillée.
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B. A 5 ml de solution ammoniacale de nitrate d’argent, ajouter environ 20 mg de
chlorobutanol hémihydraté et chauffer 1égerement. Il se forme un précipité noir.

- Préparation du nitrate d’argent ammoniacale :
Dissoudre 2,5 g de nitrate d’argent dans 80 ml d’cau; ajouter, goutte a goutte en agitant, de
I’ammoniaque diluée jusqu’a dissolution du précipité. Compléter a 100 ml avec de 1’eau.
Préparer extemporanément.

Conservation: a I’abri de 1a lumiére.

C. Dissoudre par agitation environ 20 mg de chlorobutanol hémihydraté dans 3 ml
d’hydroxyde de sodium 1 M. Ajouter 5 ml d’eau et lentement 2 ml de solution d’iodure de
potassium iodée. Il se forme un précipité jaunatre.

- Préparation de I’hydroxyde sodium 1M :
Dissoudre 42 g d’hydroxyde de sodium dans de ’eau exempte de dioxyde de carbone et
compléter a 1000,0 ml avec le méme solvant.

- Préparation de la solution d’iodure de potassium iodée
Dissoudre 500 mg d’iode et 1.5 g d’iodure de potassium dans de I’eau et compléter a 25 ml

avec le méme solvant.
3. Essai

Préparation de la solution S : Dissoudre 5 g de chlorobutanol hémihydraté dans de 1’éthanol

a 96 pour cent et compléter a 10 ml avec le méme solvant.

3.1. Aspect de la solution :
» Degré d’opalescence :
La solution S n’est pas plus fortement opalescente que la suspension témoin II.
= Meéthode

- Suspension-mére d’opalescence (suspension de formazine) : Prélever 25,0 ml de
solution de sulfate d’hydrazine. Les introduire dans la fiole contenant la solution
d’hexaméthylénetétramine. Mélanger. Laisser reposer pendant 24 h. Cette suspension peut
étre conservée pendant 2 mois dans un récipient de verre exempt de défauts de surface. La
suspension ne doit pas adhérer aux parois du récipient et doit étre soigneusement mélangée

avant emploi.
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- Etalon d’opalescence: Prélever 15,0ml de suspension-mére d’opalescence et
compléter a 1000,0 ml avec de I’eau. Cette suspension est préparée au moment de 1’emploi et
peut étre conservée pendant au plus 24 h.

- Solution témoin Il : mélanger10 ml d’étalon d’opalescence avec 90 ml d’cau.

- Préparation de la solution de sulfate d’hydrazine
Dissoudre 1 g de sulfate d’hydrazine dans de 1’eau, puis compléter a 100 ml avec le méme
solvant. Laisser reposer pendant 5h.

- Préparation de la solution d’héxaméthylénetétramine
Dissoudre 2.5 g de I’hexaméthylénetétramine dans 25 ml d’eau compléter a 100 ml avec le

méme solvant.

> Degré de coloration :

N’est pas plus fortement colorée que la solution témoin JBs,

= Methode :

Dans des tubes a essai identiques, de verre neutre, incolore et transparent, d’un diamétre
intérieur de 15 mm a 25 mm et a fond plat, comparer la solution S a la solution témoinJBs,
I’épaisseur de la couche étant de 40 mm. Apprécier les nuances a la lumiere diffuse du jour

par examen dans I’axe du tube sur fond blanc.

- Préparation des solutions

- Solution jaune : Dissoudre 46 g de chlorure ferrique dans 900 ml environ d’un
mélange de 25 ml d’acide chlorhydrique et de 975 ml d’eau, puis compléter a 1000,0 ml avec
le méme mélange. Titrer et ajuster la solution a 45,0 mg de FeCls, 6H,O par millilitre, par
addition du méme mélange acide. Conserver a I’abri de la lumiére.
Titrage : Dans une fiole conique de 250 ml a bouchon rodé, introduire 10,0 ml de la solution,
15 ml d’eau, 5 ml d’acide chlorhydrique et 4 g d’iodure de potassium. Fermez la fiole, laisser
reposer a I’obscurité pendant 15 min, puis ajoutez 100 ml d’eau. Titrer 1’iode libéré par le
thiosulfate de sodium 0,1 M en présence de 0,5 ml de solution d’amidon ajouté en fin de
titrage. 1 ml de thiosulfate de sodium 0,1 M correspond a 27,03 mgde FeCls, 6H0.

- Solution rouge : Dissoudre 60 g de chlorure de cobalt dans 900 ml environ d’un
mélange de 25 ml d’acide chlorhydrique et de 975 ml d’eau, puis compléter & 1000,0 ml avec
le méme mélange. Titrer et ajuster la solution a 59,5 mg de CoCl,, 6H,O par millilitre, par

addition du méme mélange acide.
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Titrage : Dans une fiole conique de 250 ml a bouchon rodé, introduire 5,0 ml de la solution, 5
ml de solution diluée de peroxyde d’hydrogéne et 10 ml de solution d’hydroxyde de sodium a
300 g/l. Faites bouillir doucement pendant 10 min, laisser refroidir, puis ajouter 60 ml d’acide
sulfurique dilué et 2 g d’iodure de potassium. Fermer la fiole et dissoudre le précipité en
agitant doucement.

Titrez I’iode libéré par le thiosulfate de sodium 0,1 M jusqu’a coloration rose, en présence de
0,5 ml de solution d’amidon ajouté en fin de titrage.

1 ml de thiosulfate de sodium 0,1 M correspond a 23,79 mg de COCI, ,6H,0.

- Solution bleue : Dissoudre 63 g de sulfate de cuivre dans 900 ml environ d’un

mélange de 25 ml d’acide chlorhydrique et de 975 ml d’eau, puis compléter a 1000,0 ml avec
le méme mélange. Titrer et ajuster la solution a 62,4 mg de CuSQy, 5 H,O par millilitre, par
addition du méme mélange acide.
Titrage : Dans une fiole conique de 250 ml a bouchon rodé, introduire 10,0 ml de la solution,
50 ml d’eau, 12 ml d’acide acétique dilué et 3 g d’iodure de potassium. Titrer I’iode libéré par
le thiosulfate de sodium 0,1 M jusqu’a faible coloration brun clair en présence de 0,5 ml de
solution d’amidon ajouté en fin de titrage.

1 ml de thiosulfate de sodium 0,1 M correspond a 24,97 mg de CuSQy, 5H,0.

- Préparation de la solution thiosulfate de sodium 0.1M
Dissoudre 25 g de thiosulfate de sodium et 0,2 g de carbonate de sodium dans de 1’eau
exempte de dioxyde de carbone et compléter a 1000,0 ml avec le méme solvant.
Détermination du titre : Prélever 10,0 ml de bromate de potassium 0,033 M, ajouter 40mi
d’eau, 10 ml de solution d’iodure de potassium et 5 ml d’acide chlorhydrique. Titrer par la
solution de thiosulfate de sodium en présence de 1 ml de solution d’amidon ajouté en fin de

titrage

- Solution témoin JB : mélanger 2.4 ml de la solution jaune, 1 ml de la solution rouge,
0.4 ml de la solution bleu et 6.2 ml d’acide chlorhydrique a 10g/1.
- Solution témoin JBs: mélanger 12.5 ml de la solution JB avec 87.5 ml d’acide

chlorhydrique a 10g/I.

XX



ANNEXE V PROCEDURE DU CHLOROBUTANOL

3.2. Acidité :

A 4 ml de solution S, ajouter 15 ml d’éthanol a 96 pour cent et 0,1 ml de solution de bleu de
bromothymol.

Le virage au bleu de I’indicateur ne nécessite pas plus de 1,0 ml d’hydroxyde de sodium 0,01
M.

- Préparation de la solution d’hydroxyde de sodium & 0.01M :

Prélever 10,0 ml d’hydroxyde de sodium 1 M et compléter a 1000,0 ml avec de I’eau.
Détermination du titre. Titrez 20,0 ml de la solution d’hydroxyde de sodium par 1’acide

chlorhydrique 0,1 M en présence d’indicateur coloré.

[HCL] * VHCL

NaOH] =
[NaOH] Veq

Vuci : volume de HCI titré en ml (20 ml).
Veq : volume de chute de burette en NaOH en ml.

- Acide chlorhydrique 4 0.1M :
Prélever 10,30 g d’acide chlorhydrique et compléter a 1000,0 ml avec de I’eau.
Détermination du titre. Dissoudre 1,000 g de carbonate de sodium dans 50 ml d’eau. Ajouter
0,1ml de solution de méthylorange et titrer par 1’acide chlorhydrique jusqu’au début du virage
au rouge-jaune. Chauffer alors a ébullition pendant 2 min. La solution devient jaune.
Refroidisser et titrer jusqu’a coloration rouge-jaune.

1 ml d’acide chlorhydrique 1 M correspond a 53,00 mg de Na,COs.

_ PE (Na2CO3)mg

C
53 Veq HCI

C : concentration de 1’acide chlorhydrique en mole/l
PE : prise d’essai du carbonate de sodium en mg (53 mg)
Veq : volume de chute de burette en HCI.

3.3. Chlorures :
Au maximum 100 ppm.
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ANNEXE V PROCEDURE DU CHLOROBUTANOL

=  Méthode

A 1 ml de solution S, ajouter 4 ml d’éthanol a 96 pour cent et compléter & 15 ml avec de I’eau.
A 15 ml de cette solution, ajouter 1 ml d’acide nitrique dilué et verser ce mélange en une
seule fois dans un tube a essai contenant 1 ml de solution de nitrate d’argent.

Préparer le ttmoin dans les mémes conditions en utilisant un mélange de 10 ml de solution a 5
ppm de chlorure et de5 ml d’éthanol a 96 pour cent.

Examiner latéralement les tubes & essai sur fond noir.

Aprés 5 min a I’abri de la lumiére, si la solution a examiner présente une opalescence, celle-Ci

n’est pas plus prononcée que celle du témoin.
3.4. Eau:

4,5 pour cent a 5,5 pour cent, déterminé sur 0,300 g de chlorobutanol hémihydraté.
Meéthode :

- Procédé A. Dans la fiole de titrage, introduire soit du méthanol, soit le solvant
recommandé par le fournisseur du réactif titrant. Selon I’appareillage utilisé, réaliser le
séchage de la cellule de mesure ou réaliser un pré-titrage. Introduire rapidement 0.300 g de
chlorobutanol hémihydraté et effectuer le titrage en respectant le temps d’extraction

nécessaire.

3.5. Cendre sulfurique :
Au maximum 0,1 pour cent, déterminé sur 1,0 g de chlorobutanol hémihydrate.

= Meéthode :

Chauffer un creuset approprié (de silice, de platine, de porcelaine ou de quartz, par exemple) a
600 + 50 °C pendant 30 min. Laisser refroidir dans un dessiccateur sur du gel de silice ou
autre desséchant approprié puis peser. Dans le creuset, introduirelg de chlorobutanol puis
peser. Humectez la substance a examiner avec un peu d’acide sulfurique (généralement 1 ml)
et chauffer doucement, & une température aussi faible que possible, jusqu’a carbonisation
compléte de 1’échantillon. Apres refroidissement, humecter le résidu avec un peu d’acide
sulfurique (généralement 1 ml). Chauffer doucement jusqu’a ce qu’il n’y ait plus de
dégagement de fumées blanches, puis calciner a 600 + 50 °C jusqu’a incinération compléte du
résidu. Veiller a ce qu’il n’y ait aucune émission de flammes lors du procédé. Laisser refroidir

le creuset dans un dessiccateur sur du gel de silice ou autre desséchant approprié, puis peser a
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ANNEXE V PROCEDURE DU CHLOROBUTANOL

nouveau et calculer le pourcentage de résidu. Si la quantité du résidu ainsi obtenue dépasse la
limite indiquée, répéter 1’addition d’acide sulfurique, puis la calcination comme
précédemment pendant des périodes de30 min jusqu’a ce que 2 pesées ne different pas de plus

de 0,5 mg ou que le pourcentage de résidu soit conforme a la limite prescrite.

4. Dosage

Dissoudre 0,100 g de chlorobutanol hémihydraté dans 20 ml d’éthanol a 96 pour cent. Ajouter
10ml de solution diluée d’hydroxyde de sodium. Chauffer au bain-marie pendant 5 min, puis
refroidir. Ajouter 20 ml d’acide nitrique dilu¢, 25,0 ml de nitrate d’argent 0,1 M et 2 ml de
phtalate de dibutyle. Agiter énergiquement. Ajouter 2 ml de solution de sulfate ferrique et

d’ammonium. Titrez parle thiocyanate d’ammonium 0,1 M jusqu’a virage a I’orangé.

1 ml de nitrate d’argent 0,1 M correspond a 5,92 mg de C4 H7 Cl3 O.

_ (V1[AgNO3]-veq[SCN—]) x 59.2

0
% PE(1-Te)

x 100.

T% : teneur en pourcentage du chlorobutanol (substance anhydre) ;

V1 : volume de nitrate d’argent en ml (20ml) ;

Veq : Volume de chute de burette en thiocyanate d’ammonium en ml ;
[agno3d] : concentration du nitrate d’argent en mol/l ;

[SCN-] : concentration du thiocyanate d’ammonium en mol/l ;

PE : prise d’essai de I’échantillon du chlorobutanol hémihydraté en mg ;

Teau : teneur en eau du chlorobutanol hémihydraté synthétisé en %.

- Préparation de la solution de thiocyanate d’ammonium a 0.1M :
Dissoudre 7,612 g de thiocyanate d’ammonium dans de 1’eau et compléter a 1000,0 ml avec le
méme solvant.
Détermination du titre : Prélever 20,0 ml de nitrate d’argent 0,1 M. Ajouter 25 ml d’eau et 2
ml d’acide nitrique dilué; titrer par la solution de thiocyanate d’ammonium en présence de 2

ml de solution de sulfate ferrique et d’ammonium jusqu’a coloration jaune rougeatre.

[AgNO 3]V

[SCN'] =242
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ANNEXE V PROCEDURE DU CHLOROBUTANOL

V : volume titré de nitrate d’argent en ml (10ml)

Veq : volume de chute de burette en thiocyanate de sodium en ml
- Préparation de la solution de Nitrate d’argent 0.1M :

Dissoudre 17,0 g de nitrate d’argent dans de ’cau et compléter a 1000,0 ml avec le méme

solvant.
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ANNEXE IV

MONOGRAPHIE DU CHLOROBUTANOL

9. Monographie du chlorobutanol selon la pharmacopée européenne 8™ gdition

Chlorobutanol anhydre

PHARMACOPEE EUROPEENNE 8.0

01/2008:0382
corrigé 6.0

CHLOROBUTANOL ANHYDRE

Chlorobutanolum anhydricum

MG OH
HC” ol
C,H,CLO

[57-15-8]

DEFINITION
1,1,1-Trichlaro-2-méthylpropan-2-ol.
Teneur : 98,0 pour cent a 101,0 pour cent (substance anhydre).

CARACTERES
Aspect : poudre cristalline blanche ou sensiblement blanche,
ou cristaux incolores, se sublimant facilement.

Solubilité : peu soluble dans I'eau, trés soluble dans 'éthanol 4
96 pour cent, soluble dans le glycérol & 85 pour cent.
F : environ 95 °C (substance non desséchée au préalable).

M, 177,5

IDENTIFICATION

A, A un mélange de 1 mL de pyridine R et de 2 mL de solution
concentrie d hydroxyde de sodium R, ajoutez environ 20 mg
de chlorobutanol anhydre. Chauffez au bain-marie, agitez
et laissez reposer. La couche de pyridine devient rouge.

B. A 5 mL de solution ammoniacale de nitrate d'argent R,
ajoutez environ 20 mg de chlorobutanol anhydre et chauffez
doucement. 11 se forme un précipité noir.

C. Dissolvez par agitation environ 20 mg de chlorobutanol
anhydre dans 3 mL d'hydroxyde de sodium 1 M. Ajoutez

5mL d’eau R et lentement 2 mL de solution d'iodure de
potassium iodée R. 1l se forme un précipité jaune.

D. Eau (voir Essai).

ESSAI

Solution S. Dissolvez 5 g de chlorobutanol anhydre dans de
I'éthanol a 96 pour cent R et complétez a 10 mL avec le meme
solvant.

Aspect de la solution. La solution S n'est pas plus fortement
opalescente que la suspension témoin IT (2.2.1) et n'est pas

plus fortement colorée que la solution témoin |B, (2.2.2,
Procédé 11).

Acidité. A 4 mL de solution S, ajoutez 15 mL d’éthanol a

96 pour ceni R et 0,1 mL de solution de bleu de bromothymol R1.
Le virage au bleu de 'indicateur ne nécessite pas plus de

1,0 mL d'hydroxyde de sodium 0,01 M.

Chlorures (2.4.4) : au maximum 300 ppm.

Dissolvez 0,17 g de chlorobutanol anhydre dans 5 mL d’éthanol
@ 96 pour cent R et complétez a 15 mL avec de 'eau R. Préparez
le témoin en remplagant les 5 mL d’eau R par 5 mL d'éthanol
@ 96 pour cent R.

Eau (2.5.12) : au maximum 1,0 pour cent, déterminé sur
2,00 g de chlorobutanol anhydre.

Cendres sulfuriques (2.4.14) : au maximum 0,1 pour cent,
déterminé sur 1,0 g de chlorobutanol anhydre.

DOSAGE

Dissolvez 0,100 g de chlorobutanol anhydre dans 20 mL
d'éthanol & 96 pour cent R. Ajoutez 10 mL de solution diluée
d’'hydroxyde de sodium R. Chauffez au bain-marie pendant

5 min, puis refroidissex. Ajoutez 20 mL d'acide nitrique

dilué R, 25,0 mL de witrate d'argent 0,1 M et 2 mL de phialate
de dibutyle R, Agitez énergiquement. Ajoutez 2 mL de solution
de sulfate ferrique et d'ammonium R2. Titrez par le thiocyanate
d'ammonium 0,1 M jusqu'a virage i l'orangé.

L mL de nitrate d'argent 0,1 M correspond 4 5,92 mg
de C,H.CLL0.

CONSERVATION
En récipient étanche.

01/2008:0383
corrigé 6.0

CHLOROBUTANOL HEMIHYDRATE

Chlorobutanolum hemihydricum

HiC OH
. W HD
Hie™ Teol,
C,H.CLO%H,0 M, 186,5
[6001-64-5]
DEFINITION

1,1,1-Trichlora-2-méthylpropan-2-al hé mihydraté.
Teneur: 98,0 pour cent a 101,0 pour cent (substance anhydre).

CARACTERES

Aspect : poudre cristalline blanche ou sensiblement blanche,
ou cristaux incolores, se sublimant facilement.

Solubilité : peu soluble dans 'eau, trés soluble dans 'éthanol 4
96 pour cent, soluble dans le glycérol 4 85 pour cent.

F : environ 78 °C (substance non desséchée au préalable).

IDENTIFICATION

A. A un mélange de 1 mL de pyridine R et de 2 mL de solution
concentrée E{%I)’dm.\"fﬂ‘f de sodium R, ajoutez environ 20 mg
de chlorobutanel hémihydraté. Chauffez au bain-marie,
agitez ef laissez reposer, La couche de pyridine devient

rouge.

B. A 5 mL de solution ammoniacale de nitrate d'argent R,
ajoutez environ 20 mg de chlorobutanol hémihydraté et
chauffez légerement. Il se forme un précipité noir,

C. Dissolvez par agitation environ 20 mg de chlorobutanol
hémihydraté dans 3 mL d'hydroxyde de sodium 1 M.
Ajoutez 5 mL d'eau R et lentement 2 mL de solution d'iodure
de potassium jodée R. 1l se forme un précipité jaunitre.

D. Eau (voir Essai).

ESSAI

Solution 8. Dissolvez 5 g de chlorobutanol hémihydraté dans
de I'éthanol @ 96 pour cent R et complétez & 10 mL avec le
méme solvant.

Aspect de la solution. La solution S n'est pas plus fortement
opalescente que la suspension témoin I1 (2.2.1) et n'est pas
plus fortement colorée que Ia solution témoin )B; (2.2.2,
Procedé IT).

Acidité. A 4 mL de solution S, ajoutez 15 mL d'éthanol a

96 pour cent R et 0,1 mL de solution de bleu de bromothymol R1.

Le virage au bleu de I'indicateur ne nécessite pas plus de
1,0 mL d'hydroxyde de sodium 0,01 M.

Chlorures (2.4.4) : au maximum 100 ppm.
A 1 mL de solution S, ajoutez 4 mL d'éthanal a 96 pour cent R

et complétez & 15 mL avec de I'eau R. Préparez le témoin en
remplagant 5 mL d’eau R par 5 mL d'éthanol G 96 pour cent R.

Eau (2.5.12) : 4,5 pour cent 4 5,5 pour cent, déterminé sur
0,300 g de chlorobutanol hémihydraté.

Cendres sulfuriques (2.4.14) : au maximum 0,1 pour cent,
déterminé sur 1,0 g de chlorobutanol hémihydraté.
DOSAGE

Dissolvez 0,100 g de chlorobutanol hémihydraté dans 20 mL
d'éthanol a 96 pour cent R, Ajoutez 10 mL de solution diluée
d’hydroxyde de sodium R. Chauffez au bain-marie pendant
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Chloroquine (phosphate de)

5 min, puis refroidissez. Ajoutez 20 mL d’acide nitrique

dilué R, 25,0 mL de nitrate d'argent 0,1 M et 2 mL de phtalate
de dibutyle R. Agitez énergiquement. Ajoutez 2 mL de solution
de sulfate ferrique et d'ammonium R2. Titrez par le thiocyanate
d'ammonium 0,1 M jusqu’a virage a l'orange.

1 mL de nitrate d'argent 0,1 M correspond 4 5,92 mg

de C,H,CLO.

CONSERVATION
En récipient étanche.

01/2011:0384
CHLOROCRESOL
Chlorocresolum

OH
pe
CHy
C,H.Clo M, 142,6
(59-50-7]
DEFINITION

4-Chloro-3-méthylphénol.
Teneur : 98,0 pour cent & 101,0 pour cent.

CARACTERES

Aspect : poudre cristalline, blanche ou sensiblement blanche

ou masses cristallines blanches ou sensiblement blanches et
compactes, se présentant sous la forme de pastilles ou cristaux
incolores ou blancs.

Solubilité : peu soluble dans I'eau, trds soluble dans 'éthanol

4 96 pour cent, facilement soluble dans les huiles grasses.

Le chlorocrésol se dissout dans les solutions d’hydroxydes
alcalins.

[DENTIFICATION

A. Point de fusion (2.2.14) : 64 °C a 67 °C.

B. A 0,1 g de chlorocrésol, ajoutez 0,2 mL de chlorure de
benzoyle R et 0,5 mL de solution diluée d"hydroxyde de
sodium R. Agitez vigourcusement jusqu'a formation d'un
précipité cristallin blanc. Ajoutez 5 mL d'eau R et fltrez.
Faites cristalliser le précipité dans 5 mL de méthanol R et
séchez a 70 °C. Le point de fusion (2.2.14) des cristaux est
de85°Ca88°C,

C. A 5mlLdesolution S (voir Essai), ajoutez 0,1 mL de solution
de chiorure ferrique R1. 1l apparait une coloration bleuatre.

ESSAT

Solution §. Agitez 3,0 g de chloracrésol finement pulverisé
avec 60 mL d'cau exempte de dioxyde de carbone R pendant

2 min et filtrez.

Aspect de la solution. La solution est limpide (2.2.1) et n'est
pas plus fortement colorée que la solution témoin JB; (2.2.2,
Procédé 11).

Dissolvez 1,25 g de chlorocrésol dans de I'éthanol a 96 pour
cent R et complétez 4 25 mL avec le méme solvant.

Acidité. A 10 mL de solution S, ajoutez 0,1 mL de solution de
rouge de méﬂéylc R. La solution devient rouge ou orange. Le
virage de I'indicateur au jaune franc ne nécessite pas plus de
0,2 mL d'hydroxyde de sodium 0,01 M.

Substances apparentées. Chrumamg{aphie en phase gazeuse

(2.2.28) - utilisez le pro&édé de normalisation.

Solution a examiner. Dissolvez 1,0 g de chlorocrésol dans de

l'acétone R et complétez & 100 mL avec le méme solvant.
Solution témoin. Prélevez 1,0 mL de solution & examiner et

complétez & 100,0 mL avec de I'acétone R. Prélevez 5,0 mL de

cette solution et complétez a 100,0 mL avec de l'acétone R.

C,H;,CIN,O,P,
[50-63-5]

Colonne :

- malériau : verre,

- dimensions : 1 = 1,80 m, @ = 3-4 mm,

- phase stationnaire : terre d'infusoires silanisée pour
chromatographie en phase gazeuse R imprégnée de 3-5 pour
cent m/m de polyméthylphénylsiloxane R.

Gaz vecteur : azote pour chromatographie R.

Débit : 30 mL/min.

Température :

- colonne : 125 °C,

- chambre & injection : 210 °C,

- détecteur : 230 °C.

Détection : ionisation de flamme.

Enregistrement : 3 fois le temps de rétention du chlorocrésol.

Temps de rétention : chlorocrésol = environ 8 min.

Limites :

- impuretés non spécifiées : pour chaque impureté, au
maximum 0,10 pour cent,

- total : au maximum 1 pour cent,

- limite d'exclusion : la surface du pic principal du
chromatogramme obtenu avec la solution témoin
(0,05 pour cent).

Résidu a P'évaporation : au maximum 0,1 pour cent.
Evaporez a siccite au bain-marie 2,0 g de chloracrésol et
desséchez le résidu a 100-105 °C. La masse du résidu est au
maximum de 2 mg.

DOSAGE

Dans une fiole 3 bouchon rodé, dissolvez 70,0 mg de
chlorocrésol dans 30 mL dacide acétique glacial R. Ajoutez
25,0 mL de bromate de potassium 0,0167 M, 20 mL d'une
solution de bromiire de potassiunt R a 150 g/L et 10 mL d'acide
chlorhydrique R. Laissez reposer a Pabri de la lumiére pendant
15 min. Ajoutez 1 g d'iodure de potassium R et 100 mL

d’eau R. Titrez par le thiosulfate de sodium 0,1 M, en agitant
énergiquement, en présence de 1 mL de solution d'amidon R
ajouté en fin de titrage. Effectuez un titrage a blanc.

1 mL de bromate de potassium 0,0167 M correspond a

3,565 mg de C.H.CIO.

CONSERVATION
A Tabri de la lumiére.

01/2008:0544
corrigé 6.0

CHLOROQUINE (PHOSPHATE DE)
Chloroquini phosphas

M, 515,9

DEFINITION

Le phosphate de chloroquine contient au minimum 98,5 pour
cent et au maximum I'équivalent de 101,0 pour cent de
bis(dihydrogénophosphate) de N'-(7-chloroquinoléin-4-yl)-
N N!-diéthylpentane-1,4-diamine, calculé par rapport & la
substance desséchée.

Les Prescriptions Générales (1) sappliquent a toutes les monographies et autres textes

2003
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ANNEXE VII

MILIEUX DE CULTURE UTILISES
EN MICROBIOLOGIE

10. La composition des milieux de culture

Concentration en g/L

Composants

Bouillon nutritif (BN)
Peptone 10
Chlorure de sodium 5
Extrait de beeuf 10

PH final =7.3+0.2

BOUILLON GLUCOSE TEMPONNE (BGT)

Peptone 20
Extrait de viande 2
Glucose 4
Chlorure de sodium 2.5
Dihydrogenophosphate de potassium 0.7
Hydrogenophosphate de sodium 8.3

PH final = 7.4

GELOSE NUTRITIVE (GN)

Extrait de viande 1
Extrait de levure 2
Peptone trypsique 5
Chlorure de sodium 5
Agar-agar 15a20
PH final =7.4

GELOSE SABOURAUD
Digestion pancreatique de caseine 5
Digestion peptique du tissu animal 5)
Dextrose 40
Agar-agar 15

PH final =5-5.6
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EFFICACITE DE LA CONSERVATION
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cas, au lieu d’emplover des indicateurs biologiques, il est
possible de démontrer I'existence d'une réduction de 3 log
des endotoxines bactériennes résistant a la chaleur.

Stérilisation par irradiation. Les indicateurs biologiques
peuvent étre utilisés pour la surveillance des opérations de
routine, comme moven supplémentaire d’évaluer 'efficacité
de la dose d’irradiation choisie, particuliérement dans le
cas de la stérilisation par électrons accélérés. L'utilisation
de spores de Bacillus pumilus (par exemple ATCC 27.142,
NCTC 10327, NCIMB 10692 ou CIP 77.25) est recommandée.
Le nombre de spores viables par support est supérieur

1 x 107 et la valeur D est supérieure a 1,9 kGy. 1l est vérifié
qu'il n'y a pas de croissance des microorganismes témoins
apreés exposition des indicateurs biologiques & 25 kGy (dose
minimale absorbée).

Stérilisation par les gaz. L’utilisation d'indicateurs
biologiques est nécessaire pour tous les procédés de
stérilisation par les gaz, tant pour la validation des cvcles

que pour les opérations de routine. La stérilisation par

les gaz est communément utilisée pour les dispositifs
médicaux, les isolateurs, les locaux, etc. L'utilisation des

gaz dans ce contexte n'entre pas dans le champ d'activités
de la Pharmacopée Européenne. L’utilisation de spores

de Bacillis subtilis (par exemple var. niger ATCC 9372,
NCIMB 8058 ou CIP 77.18) est recommandée pour 'oxyde
d’éthvléne. Le nombre de spores viables par support est
supérieur a 5 x 10°. Les parametres de résistance sont les
suivants : la valeur D est supérieure & 2,5 min pour un cycle
d’essai mettant en jeu 600 mg/1 d’oxvde d’éthyléne, i 54 °C
et sous 60 pour cent d’humidité relative. 1l est vérifié qu’il
n’y a pas de croissance des microorganismes témoins apreés
exposition des indicateurs biologiques pendant 60 min

au cycle d’essai décrit ci-dessus, et que I'exposition des
indicateurs pendant 15 min & un cycle a température réduite
(600 mg/1, 30 °C et 60 pour cent d’humidité relative) laisse
des spores revivifiables. L’exposition des indicateurs a

600 mg/1 d’oxvde d'éthyléne, pendant 60 min, 4 54 °C et
sans humidification doit laisser des spores revivifiables, pour
assurer que I'indicateur biologique est capable de révéler
I'existence d’une humidification insuffisante.

01/2008:50103

5.1.3. EFFICACITE DE LA
CONSERVATION ANTIMICROBIENNE

Dans le cas ot les préparations pharmaceutiques elles-mémes
ne possédent pas de propriétés antimicrobiennes adéquates,
des agents de conservation antimicrobienne peuvent étre
ajoutés, spécialement aux préparations aqueuses, pour éviter
la prolifération ou limiter la contamination microbienne qui,
dans les conditions normales de conservation et d’emploi,
notamment pour des récipients multidoses, pourrait se
produire et entrainer un risque d’infection pour le malade
et une détérioration de la préparation. Les agents de
conservation antimicrobienne ne doivent pas remplacer des
bonnes pratiques de fabrication.

L’efficacité d'un agent de conservation antimicrobienne
peut étre accrue ou diminuée par le composant actif de

la préparation ou par la composition de la préparation

dans laquelle il est incorporé ou par le récipient et le mode
de fermeture adopté. L’activité antimicrobienne de la
préparation dans son récipient définitif est évaluée pour sa
durée de validité, afin de s’assurer que cette activité ne se
modifie pas au cours de la période de conservation. Ces
examens peuvent étre effectués sur des échantillons prélevés
a partir du récipient définitif immédiatement avant 'essai.

Au cours de la phase de développement d’une préparation
pharmaceutique, il doit étre démontré que I'activité
antimicrobienne de la préparation telle quelle ou, si
nécessaire, additionnée d'un ou de plusieurs agents de
conservation, assure une protection appropriée contre les
effets nocifs qui peuvent résulter d’'une contamination
microbienne ou d'une prolifération au cours de la
conservation et de l'usage de la préparation.

L’efficacité de I'activité antimicrobienne peut étre démontrée
4 l'aide de 'essai décrit ci-dessous. L'essai n'est pas destiné
au controle de routine.

ESSAI DE L'EFFICACITE DE LA CONSERVATION
ANTIMICROBIENNE

L’essai consiste en la contamination artificielle de la
préparation, si possible dans son récipient définitif, au moyen
d'un inoculum de microorganismes appropriés prescrit,

au maintien de la préparation inoculée a une température
prescrite, au prélévement d’échantillons a partir du récipient
& intervalles de temps donnés et au dénombrement des
organismes dans les échantillons ainsi prélevés.

" Les propiiefes de consérvation deé [a preparafion sont

adéquates si, dans les conditions de I'essai, une diminution
importante ou, selon le cas, 'absence d’augmentation du
nombre de microorganismes dans la préparation ensemencée
se produit aprés les temps et aux températures prescrits. Les
critéres d’acceptation, en terme de diminution du nombre
de microorganismes en fonction du temps, varient pour

les diverses catégories de préparations, selon le degré de
protection recherché (voir tableaux 5.1.3-1, 5.1.3.-2, 5.1.3.-3).

Microorganismes d’essai
ATCC 9027 ; NCIMB 8626 ;
CIP 82.118.

ATCC 6538 ; NCTC 10788 ;
NCIMB 9518 ; CIP 4.83.

ATCC 10231 ; NCPF 3179; IP 48.72.

Pseudomonas aeruginesa
Staphylococcus aureus

Candida albicans

ATCC 16404 ; IMI 149007 ;
TP 1431.83.

Aspergillus niger

Les essais sont effectués a I’aide de souches uniques. Aux
microorganismes prescrits peuvent étre ajoutées, dans les
cas appropriés, d’autres souches ou espéces qui peuvent
représenter des contaminants potentiels de la préparation.
1l est recommandé d’utiliser, par exemple, Escherichia
coli (ATCC 8739 ; NCIMB 8545 ; CIP 53.126) pour toutes
les préparations orales et Zygosaccharomyces rouxii
(NCYC 381 ; IP 2021.92) pour les préparations orales a
concentration élevée en sucre.

Préparation de I'inoculum

Avant I'essai, ensemencez la surface d’un milieu gélosé B
(2.6.12) pour les bactéries ou celle d’un milieu gélosé C
sans addition d’antibiotique (2.6.12) pour les champignons,
avec la culture meére récemment obtenue de chacun des
microorganismes spécifiés. Incubez les cultures bactériennes
a une température de 30-35 °C pendant 18-24 h, la culture
de C. albicans a une température de 20-25 °C pendant 48 h
et la culture de A. niger & une température de 20-25 °C
pendant 1 semaine ou jusqu’a obtention d’une sporulation
satisfaisante. Des subcultures peuvent étre nécessaires
apreés reprise des microorganismes, avant qu’ils n’atteignent
leur état optimal, mais il est recommandé de maintenir au
minimum le nombre de repiquages.

Pour récolter les cultures bactériennes et de C. albicans,
utilisez un liquide de suspension stérile contenant 9 g/1 de
chlorure de sodium R. Dispersez et transférez la culture
développée en surface dans un récipient approprié. Ajoutez
une quantité de liquide de suspension suffisante pour réduire
le nombre de microorganismes a environ 10° par millilitre.

566 Voir la section d’information sur les monographies générales (pages de garde)
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ANNEXE IX

LES MEDICAMENTS CONTENANTS LE CHLOROBUTANOL

11. .Les médicaments contenants le chlorobutanol

11.1.
Dénomination
commune
international
Cétylpiridinium
chlorure/
chlorobutanol/
eugénol.

Chlorobutanol/
Iévomenthol

Chlorhexidine/
Chlorobutanol

Chlorobutanol /
acide salicylique
/acide borique.

Héxétidine/salicylate
de choline/
chlorobutanol
hémihydraté
Chlorobutanol/
héxétidine/
propionique

acide

Desmopressine

Déxamethasone

11.2.
Dénomination
commune

internationale

Oxytocine

ketamine

Doxapram

. Liste des médicaments a usage humain contenant le chlorobutanol

[chloro- PA/ Forme galénique La Classe
. . pharmaco-
butanol] excipient | du produit ) i
thérapeutique
Stomatologie,
50 mg PA Solution pour bain tr_alltemer?t Io_cal a
de bouche visée antiseptique.
Solution POUr| br¢paration  nasal
70 mg PA instillation nasale P
pour usage local
Préparation
500 mg PA Solution pour bain stom_atologlque,
de bouche anti-infectieux pour
traitement oral local
38 mg PA Solution _pour Ant.lsepthu,e local/
lavage oculaire astringent léger.
250 mg PA Collutoire Antiseptique
Préparation a usage
500 mg PA Collutoire buccal,
oropharyngé
/ Excipient Solution Hormone
P endonasale antidiurétique
Corticostéroides et
. Pommade . .
/ Excipient . anti-infectieux en
ophtalmique .
combinaison

Espéces cible Forme galénique

Classe
thérapeutique

Liste des médicaments a usage animale contenant le chlorobutanol

pharmaco-

Chien, ovin, bovin, .. Hormone post-
Solution injectable .
porc hypophysaire
Chiens, chats, L
i . . Anesthésique
bovins, ovins, | Solution injectable "
L génerale.
caprins, équins,
Stimulation de la
Bo_vms, €qUINS, | solution injectable. rgspl_ratlo_n 3
chiens et chats réanimation post-
natale
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Le chlorobutanol est une matiere premiere, utilisé principalement comme antiseptique et conservateur

antimicrobien dans les préparations injectables et ophtalmiques.

L’objectif principal de notre étude était la synthése et 1’étude de 1’activité antimicrobienne du chlorobutanol

hémihydraté.

Le chlorobutanol hémihydraté a été obtenu avec un rendement satisfaisant. Les tests d’identification ont
révelé les fonctions principales ainsi que le carbone trichloré. La caractérisation ainsi que 1’ensemble des
essais effectués sur ce produit étaient conformes aux exigences de la pharmacopée européenne ; et la
teneur en principe actif inférieur aux normes exigées. Les examens microbiologiques ont confirmé

P’activité antimicrobienne du chlorobutanol synthétisé sur les souches bactérienne et fongique testées.

Donc dans I’ensemble, le chlorobutanol synthétisé répondait aux exigences de la Pharmacopée européenne,
et posséde une activité antibactérienne et antifongique, néanmoins il faut insister sur 1’étape de purification

du produit pour €¢liminer le maximum d’impuretés.

Mots clé : conservateurs antimicrobiens — chlorobutanol hémihydraté —pharmacopée européenne - activité

antimicrobienne.

Chlorobutanol is a raw material, mainly used as an antiseptic and antimicrobial preservative in injectable

and ophthalmic preparations.

The main objective of our study was the synthesis and evaluation of the antimicrobial activity of

chlorobutanol hemihydrate

The chlorobutanol hemihydrate has been obtained with satisfactory yield. Identification tests revealed the
main functions as well as trichloro carbon. The characterization and all the tests carried out on this product
were conform with the requirements of the European Pharmacopoeia, and the content of active principle
being lower than the required standards. Microbiological tests confirmed the antimicrobial activity of
chlorobutanol synthesized on the bacterial and fungal strains tested.

Thus, on the whole, the synthesized chlorobutanol satisfied the requirements of the European
Pharmacopoeia, and possesses antibacterial and antifungal activity; nevertheless it is necessary to insist on

the purification step of the product in order to eliminate the maximum impurities.

Key words: antimicrobial preservatives - chlorobutanol hemihydrate - European pharmacopoeia -

antimicrobial activity.



