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Résumé

L'importance thérapeutique des macrolides suscitent un grand intérét pour le développement de
méthodes appropriées pour leur détection et leur quantification dans les médicaments. Dans ce cadre,
la présente étude décrit le développement de deux méthodes en utilisant la méthode
spectrophotométrique et deux méthodes électrochimiques pour la détermination quantitative de la
clarithromycine en milieu pharmaceutique.

En premier, une méthode spectrophotométrique UV a été utilisée pour le dosage de ce macrolide dans
le médicament étudié sur la base de la formation de complexes de cet antibiotique avec le DHB-S en
milieu alcalin a 25 °C avec une détection a 380nm. La loi de Béer-Lambert a été respectée dans la
gamme de concentrations allant de 1,0 a 30 ug/mL.

Par la suite, deux méthodes électrochimiques ont été réalisées, en utilisant la voltamétrie cyclique de
potentiel de balayage imposée de : [-0,5 ; +0,6V] /Ag/AgCl, KCI et d’une vitesse de balayage 0,1 V s
'. Alors que, la voltammétrie impulsionnelle différenticlle a été appliquée au potentiel de balayage
imposée de : [0,0 ; +0,9V] /Ag/AgCl, KCl et d’une vitesse 0,1V s

Les méthodes proposées ont été appliquées pour l'analyse de clarithromycine sous forme
CLARITAL®. Les résultats sont en accord avec les valeurs mentionnées sur I’étiquette (rendement >
95,0%). Donc, on peut conclure que les méthodes développées ont une grande valeur pratique dans la
quantification de ce macrolide en milieu pharmaceutique.

Abstract

The therapeutic importance of macrolides arouses great interest in the development of appropriate
methods for their detection and quantification in drugs. In this context, the present study describes the
development of two methods using the spectrophotometric method and two electrochemical methods
for the quantitative determination of clarithromycin in a pharmaceutical medium.

First, a UV spectrophotometric method was used for the determination of this macrolide based on the
formation of complexes between this antibiotic and DHB-S in an alkaline medium at 25°C with UV
detection at 380nm. The Beer-Lambert law was respected in the concentration range from 1.0 to 30
ug/mL.

Subsequently, two electrochemical methods were carried out, using the cyclic voltammetry of imposed
scanning potential of: [-0.5; +0.6V] /Ag/AgCl, KCl and a sweep rate of 0.1 V s™'. Whereas, differential
pulse voltammetry was applied to the imposed scanning potential of: [0.0; +0.9V] /Ag/AgCl, KCI and
a speed of 0.1V s™.

The proposed methods were applied for the analysis of clarithromycin in CLARITAL® form. The
results were in agreement with the values mentioned on the label (yield > 95.0%). Therefore, it can be
concluded that the developed methods have a great practical value in the quantification of this
macrolide in pharmaceutical medium.
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Introduction Générale

Introduction Générale

Les infections ont été la principale cause de la plupart des maladies dans 1’histoire de
I’humanité. En particulier les infections bactériennes qui sont les plus fréquentes parmi celles-
ci. La procédure la plus commune connue pour combattre I’infection bactérienne est par

I’intermédiaire d’une thérapie antibiotique appliquée aux individus.

Le traitement de ces infections est basé sur l’utilisation des antibiotiques, qui doit
répondre a des regles précises d’utilisation. Le choix de D’antibiotique clinique est
habituellement reposé la sensibilit¢ des germes responsables aux antibiotique. En revanche,
les macrolides restent le premier choix dans le traitement des infections bactériennes. En

général, la clarithromycine est le médicament de macrolide le plus utilisé.

L’analyse des médicaments revét un grand intérét du point de vue qualité et sécurité
des traitements médicamenteux non seulement pour le patient mais aussi pour les personnes
manipulant ces médicaments. L’utilisation des méthodes spectrales (UV) et des méthodes
¢lectrochimiques (CV/DPV) représentent un intérét pour les chercheurs dans le domaine de

l'analyse pharmaceutique.

Dans ce contexte, on se propose, dans ce mémoire de Master en Electrochimie-
Corrosion, d’exploiter deux méthodes, méthode spectrophotométrique (UV) et méthode
¢lectrochimique (voltammétrie cyclique et la voltammétrie impulsionnelle différentielle), pour
le dosage de la clarithromycine, dont I’objectif de notre travail est de contrdler la quantité

d’un médicament commercialisé sous le nom générique de CLARITAL®, 500mg.
Le manuscrit que nous présentons se divise en quatre chapitres :

Le premier chapitre est consacré essentiellement aux généralités sur les médicaments

et les antibiotiques.

Le deuxieme chapitre contient des notions fondamentales sur les méthodes d’analyse

utilisées; méthode spectrale (UV) et méthodes électrochimiques (CV /DPV).

Le troisiéme chapitre est une description des produits et des instruments utilisés. Il
aborde ensuite les techniques expérimentales utilisées (spectrophotométrique UV et

¢lectrochimiques).

Page 1



Introduction Générale

Le quatriéme chapitre est consacré a la présentation des résultats expérimentaux et
leur interprétation, ainsi que I’application de ces méthodes d’analyse pour la détermination

quantitative declarithromycine en milieu pharmaceutique (CLARITAL®, 500mg).

Page 2
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Chapitre I Généralité sur les antibiotiques et les médicaments

I.1. Généralité sur les antibiotiques

I.1.1. Introduction

Dés sa naissance, ’homme est colonisé par de trés nombreuses maladies infectieuses, qu’elles
soient d’origine virale, bactérienne ou parasitaire, Ces maladies infectieuses ont eu un impact
non seulement au niveau de la génétique des individus eux-mémes, mais aussi sur des

populations entiéres en entravant diverses activités humaines.

Depuis la fin du XIXe siécle, des efforts énormes ont été entrepris pour lutter contre les agents
infectieux responsables de maladies humaines, avec un succes phénoménal, Pour faire face a
ces infections, I’homme a recours a des substances appelées « antibiotiques », capables
d’empécher le développement et la progression de ces agents bactériennes. Ils ont joué un role
crucial dans la lutte contre de nombreuses maladies et infections.

Leur développement a révolutionné le traitement des maladies infectieuses [1].
I.1.2.L'histoire des antibiotiques

En 1889, Paul Vuillemin introduit le terme ‘“antibiose” pour décrire le principe actif d’un
organisme vivant qui détruit la vie des autres pour protéger sa propre vie. En 1897, Ernest
Duchesne envisagea de faire une activité de moisissures a des fins thérapeutiques, mais son
idée ne se mettra en place qu’au XXeéme siecle a la suite de la découverte de Sir Alexander
Fleming. En 1929, il remarque qu’une de ses cultures de staphylocoques est en partie

décimée.

Les bactéries ont ét¢ contaminées par la moisissure Penicillumnotatum. Il constate aussi
qu’elles ne se développent  plus la ou la  moisissure  prolifere.
Il formule alors I’hypothése que cette-derniere synthétise une substance, la pénicilline, qui
bloque le développement de la bactérie. Il essaye alors d’extraire le principe actif des
moisissures, mais  toutes ses tentatives se  soldent par des  échecs.
Dix ans plus tard, le biochimiste américain René Dubos isole le premier antibiotique : la
gramicidine. Celle-ci, produite par des bactéries du sol, tue les pneumocoques. Pourtant, ce
premier antibiotique reste extrémement difficile a purifier et hautement toxique.
En 1940, deux hommes cultivent une souche de Penicillium et parviennent a isoler et a
Purifier un peu de pénicilline G. Apres les premiers essais chez des souris infectées ou le
résultat a été concluant, on administre cette substance a un policier atteint d’une septicémie.

L’état du malade s’améliore, mais le stock de pénicilline étant insuffisant, le traitement doit
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étre suspendu. Le policier déceéde donc, faute de quantité¢ suffisante d’antibiotique.
Pourtant, le premier antibiotique synthétis¢é a ¢été créé par Gerhard Domagk, un
biochimiste allemand. En 1932, il a découvert qu'un colorant, le sulfamidochrysoidine avait
un effet sur les streptocoques. Il I'a alors tout de suite breveté sous le nom de Prontosil. Il a
d'ailleurs regu le Prix Nobel pour sa découverte en 1939. En découvrant I'hémi synthése, il a

ouvert la voie a I’antibiothérapie moderne [2].
1.1.3.Définition des antibiotiques

Les antibiotiques (du grec anti : « contre », et bios : « la vie » [3]) sont des substances
naturelles d’origine biologique ¢laborées par un organisme vivant, substances chimiques
produites par synthése ou substances semi synthétiques obtenues par modification chimique
d’une molécule de base naturelle ayant une activité antibactérienne. Ils sont capables
d’inhiber spécifiquement la croissance des bactéries (effet bactériostatique)ou de les détruire

(effet bactéricide) sans nuire a 1’organisme [4—6].
I.1.4.Classification des antibiotiques

La classification des antibiotiques peut se faire selon les critéres suivants
L’origine : ¢laboré par un organisme (naturel) ou produit par synthése (synthétique ou semi
synthétique) ;

Mode d’action : plusieurs mécanismes d’action, on cite la paroi, membrane cytoplasmique,
synthesedes protéines, synthese des acides nucléiques [71;
Spectre d’activité :chaque antibiotique est caractéris€ par un spectre qui correspond a
I’éventail des germes qu’il peut toucher. On a ainsi des antibiotiques a spectre large, ou étroit
(8]

Nature chimique et mécanismes d’action : trés variable, elle est basée souvent sur une
structure de base (ex : cycle B lactame) sur laquelle il y a ensuite hémi synthése. La
classification selon la nature chimique nous permet de classer les antibiotiques en familles

(béta — lactamines, aminosides, tétracyclines ...)[9].
a) L’origine

» Les antibiotiques d’origine biologique : ils sont obtenus a partir d’autres micro-

organismes.
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» Les antibiotiques d’origine synthétique : ils sont obtenus par synthése pure ou en

association a des produits de synthése ou a des produits biologiquement obtenus (semi

synthétique) [10] ;
b)Spectre d’activité

Le spectre d’activité représente 1’ensemble des espéces bactériennes sur les quelles cet

antibiotique est actif ce qui permet de distinguer différentes famille d’antibiotiques :

> Les antibiotiques a spectre large : sont efficaces sur un grand nombre de types d'agents

pathogenes. Ils sont utilisés lorsque la bactérie n'est pas identifiée et que la pathologie
peut étre due a différents types d'agents pathogenes.

» Les antibiotiques a spectre étroit : sont efficaces sur un nombre limité d'agents

infectieux et permettant de cibler une pathologie en particulier [11].
¢) Mode d’action

L’action des antibiotiques sur les germes peut prendre deux aspects: bactériostase et
bactéricide. En réalité ces deux aspects sont complémentaires et ne sont que des degrés

différents d’une seule et unique espece bactérienne [12].

»  Bactériostase : Elle est définie comme une diminution de la croissance bactérienne
sans phase de destruction. Lorsqu'elle est maximale, le nombre de bactéries reste égal
a I’inoculum [12].

»  Bactéricide : Elle est définie comme l'activité d'un antibiotique qui entraine la mort
accélérée des bactéries. Elle est fonction de la concentration de l'antibiotique, du

temps d’action, mais aussi du type d'antibiotique [13].
d) Nature chimique et mécanismes d’action

On distingue cinq grands mécanismes d’action. Les antibiotiques peuvent étre classés en
fonction de leurs structures de bases en familles. Ces dernieres agissent sur les différents
constituants de la bactérie, telle la paroi, la membrane cytoplasmique, la synthése des

protéines ou la synthése des acides nucléiques [14].
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> Les Antibiotiques agissant sur la synthése du peptidoglycane :

Les classes les plus importantes dans ce type d’antibiotiques sont les Bétalactamines,
lesGlycopeptides ainsi que la Fosfomycine. Ils agissent en interférant avec la biosynthése

dupeptidoglycane.

> Les Antibiotiques actifs sur la membrane :

La colistine appartient au groupe des polypeptidiques, a spectre étroit qui agissent sur

les phospholipides des membranes bactériennes.

> Les Antibiotiques actifs sur PADN :

Les inhibiteurs de la réplication de ’ADN (Quinolones. Nitrofuranes) et les
inhibiteurs de la transcription de ’ADN (Rifamycines) constituant une cible d’action pour les

antibiotiques dont certains comme les Quinolones, sont largement utilisés en clinique.

> Les Antibiotiques agissant par inhibition compétitive :

Ce sont des antibiotiques bactériostatiques, synergiques et inhibiteurs de la synthése
folique. Exemples : cotrimoxazole, sulfadiazine, sulfaméthizol, sulfadoxine-pyriméthamine

[15].

> Les antibiotiques agissant sur la synthése protéique :

La synthése des protéines s’effectue dans le cytoplasme au niveau du ribosome
bactérien 70S par transcription de ’ARNm. Les antibiotiques de cette catégorie les plus
utilisés en médecine sont les Aminosides, Macrolides, Tétracyclines, Phénicolés et Acide

Fucidique.
I.1.5. Les Antibiotiques d'usage courant en milieux hospitalier
*B-lactamines
*Fluoroquinolones
*Aminosides
*Glycopeptides
*Tétracyclines

*Macrolides et apparentés [16].
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1.1.6. Les macrolides

a) Définition

Les macrolides sont des antibiotiques généralement bactériostatiques, utilisés en seconde
intention par voie orale. Leur spectre est grossierement celui de la pénicilline G. Leur
tropisme intracellulaire trés marqué leur accorde cependant des indications électives, en
particulier sur les germes dont la pathogénie s’est révélée chez I’immunodéprimé. La plupart
d’entre eux inhibent les cytochromes P450 et peuvent étre ainsi a 1’origine d’interactions
médicamenteuses significatives. Ils sont utilisés dans le cas des infections pulmonaires
atypiques (légionellose, infection a Chlamydia), de certaines infections a streptocoques,
staphylocoques métis, entérocoques. Cependant leur usage est délicat en raison de nombreux

effets secondaires et interactions médicamenteuses [17].
b) Propriété physicochimiques

Tous les macrolides doués d’une activité antibactérienne significative présentent une structure
chimique commune constituée d’un macrocycle lactonique (c.a.d. qu’il inclut une fonction
lactone constituée par un O réunissant d’une part un C réduit [-CH2-] et d’autre part un

carbone Oxydé [C=0]) comprenant un ensemble de 14, 15 ou 16 atomes.

Dans tous les macrolides, a 1’exception des kétolides, ce cycle est substitué¢ par un sucre

aminé d’une part et par un sucre neutre d’autre part.

La premicre grande famille que nous discuterons est celle constituée par les molécules
comprenant 14 ou 15 atomes dans le cycle et dont le chef de file est I’érythromycine elle-
méme (appelée érythromycine A pour la distinguer d’autres composés proches isolés de la

méme source naturelle [érythromycines B et C].

Outre le sucre aminé attaché en position 5 du macrocycle (est appelé¢ désosamine), toutes ces

molécules (sauf les kétolides), possédent un sucre neutre, le cladinose, attaché en position 3.

L’érythromycine posséde par ailleurs une fonction cétone en position 9 du macrocycle
(carbone oxydé [C=O0] placé entre deux carbones réduits [-CH2-]) fonction dont nous

discuterons la grande importance plus loin.

Les autres molécules de la famille, a ’exception de la clarithromycine, ne posseédent en effet
plus cette fonction. La deuxiéme famille est celle constituée des molécules a 16 atomes dans

le cycle macrolactonique. Ces molécules ne possédent pas de fonction cétone dans leur cycle

Page 9



Chapitre I Généralité sur les antibiotiques et les médicaments

et le sucre correspondant au cladinose n’est pas attaché directement au macrocycle mais est
lié¢ a la désosamine. Cette famille, dont le chef de file est la spiramycine, comprend plusieurs
molécules tres utilisées de par le monde, telles la josamycine (ou leucomycine A3) (largement
commercialisée en France) et la rokitamycine (commercialisée au Japon). La miocamycine
fait partie de cette famille et en est un dérivé semi synthétique obtenu a partir de la

midécamycine, dont la structure, proche de la josamycine [18].

Ce sont des bases faibles (pKa de 8-9) présentées sous forme de poudre ameére trés peu
soluble dans I'eau. Ces molécules présentent donc la possibilit¢ de former des sels
hydrosolubles. Du fait de la présence de fonctions alcools sur la génine et des oses possibilité

de former des esters.

A pH acide (c.a.d. milieu gastrique) on observe une instabilit¢ des macrocycles naturels a 14
chainons (clarithromycine) mais une stabilité des macrocycles naturels a 16 chainons et

surtout des macrolides hémi synthétiques a 14 ou 15 chainons [19].
¢) Structure et classification

Ce sont des hétérosides lipophiles de poids moléculaire élevé qui sont constitués d'une génine
qui est un macrocycle lactonique oxygéné comportant divers substituants (fonction alcool,
cétone, méthyle, éthyle) et d'une partie osidique consistée au minimum de 2 oses
déshydroxylés (des déoxyoses) : au moins un ose aminé (D-désosamine) et au moins un ose
neutre (de type cladinose) ou bien un disaccharide. Au moins un des oses et toujours

diméthylaminé, ce qui confére a ces molécules un caractére basique faible.

Classiquement on distingue trois groupes suivant le nombre de chainons de la génine

lactonique :

» Macrolides dont la génine posséde 14 chainons : substituée en 4 par un cladinose

(dérivé de L-mycarose) et en 6 par D-désosamine : c'est le cas de I'érythromycine, la

roxithromycine, clarithromycine, dirithromycine, télithromycine ;

» Macrolides dont la génine posséde 16 chainons : substituée en 6 par un disaccharide et
une double liaison en 11 et 13 : c'est le cas de la josamycine, midécamycine,
spiramycine

» Macrolides dont la génine posséde 15 chainons : correspond au groupe des azalides

avec un représentant ; azithromycine qui est un macrolide hémi synthétique dérivé de

I’érythromycine [20].
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d) Spectre d'action :

Les macrolides posseédent un spectre relativement étroit et proche de celui des pénicillines. Ils
peuvent donc étre une bonne alternative lorsqu'il y a des allergies aux pénicillines. Les
especes sensibles sont :

» Les cocci gram + : Staphylocoques (sauf Staphylococcus aureus
methicillinerésistant ; les staphylococcus ont une résistance acquise a
I'Erythromycine de 60 a 80%), streptocoques surtout Streptococcus pneumonie
: 40% sont devenus en France résistants aux macrolides.

» Les cocci gram - : Neisseriagonorhoae et N. meningitidis ;

» Bacilles gram + aérobies telles que : Listeria monocytogenes mais de plus en

plus de résistances acquises ;

» Quelques bacilles gram - : Pasteurella, Bordetella, Legionellapenumophila,
Haemophilusinfluenzae, Helicobacterpylori (responsables d'ulceres
gastroduodénales).

» Autres : certaines mycobactéries (Mycobacteriumavium), espéces atypiques
responsables d'infections respiratoires et génitales : Chlamydia pneumoniae,
Chlamydia trachomatis, Mycoplasmapneumoniae, Ureaplasmaurealyticum
(bactérie opportuniste responsable d'urétrites, pyé€lonéphrites), Treponema
pallidum (responsable de la siphylis), Rickettsies

» Parasites : Toxoplasmagondii : protozoaire responsable de la toxoplasmose et

Pneumocystiscarnii (champignon responsable de la pneumocystose) [21].

I.1.7. Clarithromycine

La clarithromycine est un antibiotique macrolide a large spectre ayant une activité
antibactérienne. La clarithromycine diffuse a travers la membrane cellulaire bactérienne et se

lie de maniére réversible a la sous-unité 50S du ribosome bactérien.

La clarithromycine est un antibiotique antibactérien qui appartient a la famille des macrolides.
Son mode d'action permet de détruire des germes en cause dans certaines inflammations et
infections, telles que des angines, des otites, des sinusites, des bronchites ou encore des

infections cutanées.
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La clarithromycine inhibe la synthése protéique en se liant a la sous-unité ribosomale 50S a
I’intérieur du microorganisme. Elle est habituellement bactériostatique mais peut é&tre
bactéricide dépendant de la sensibilit¢ et du nombre de microorganismes et de la

concentration du médicament. Son spectre d’activité est similaire a celui de la pénicilline G.

clarithromycine base poudre Matiére premicre, est un antibiotique a large spectre produit par
une souche de Streptomyceserythreus, administré par voie orale, parentérale et topique a la
peau ou a l'ceil, et efficace contre une grande variété d'organismes , y compris les bactéries

gram-négatives et gram-positives[22].

Figure 1.1 : Structure chimique du clarithromycine [22].
Nom de PTUPAC

(3R, 48, 58, 6R, 7R, 9R, 11R, 12R, 13S, 14R)-4-((2,6-Didéoxy-3-C-méthyl-3-O-méthyl-a-
Lribo- hexopyranosyl)-oxy)-14-éthyl-7,12,13-trihydroxy-3,5,7,9,11,13-hexa méthyl-6-((3,4,6-
trideoxy-3 (diméthylamino)-b-D-xylo- hexopyranosyl)oxy)oxacyclotétradécane-2,10-dione

[16].
a) Propriétés physicochimiques

La clarithromycine est instable en milieu acide (pH < 6.9) par formation d'un hémiacétal par
addition nucléophile de 1°‘hydroxyle en 7 sur la cétone en 10 qui par déshydratation aboutit a
la formation de I'anhydroerythromycine. Cette derniére subit une addition nucléophile de

I'hydroxyle en 13 sur la double liaison en 10 pour former un dérivé de type spirokétal.

Son amertume, son instabilit¢ dans I'eau et en milieu acide ont conduit a préparer divers

dérivés :
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» Des esters obtenus par substitution sélective de I'OH de l'ose : désosamine tels que
propionate, succinate d'éthyle.

» Formation de sels de type stéarate ou lactobionate.

Ces pro-drogues peu solubles dans 1'eau et vont étre plus stables en milieu acide. En effet ils

sont relargués et ainsi absorbés plus au niveau de la partie intestinale [21].

b) Utilisation

La clarithromycine est efficace contre une grande variété d'infections bactériennes. Il peut
¢galement €tre utilisé pour la prévention de certaines infections bactériennes. Connu comme
un antibiotique macrolide, poudre d'érythromycine base de matieéres premieres, fonctionne en
arrétant la croissance des bactéries. Cela ne marchera pas pour traiter les infections virales.
L'utilisation inutile ou la mauvaise utilisation de clarithromycine peut entrainer une

diminution de son efficacité [23].
¢) Effets indésirables

La clarithromycine peut occasionnellement provoquer des troubles gastro-intestinaux

vidange gastrique et stimulation de la motilité intestinale (diarrhée) [24].
I.2. Généralités sur les médicaments et présentation du CLARITAL®

1.2.1. Introduction

Depuis sa création I’é€tre humain cherche instinctivement a survivre a tout ce qui le menace.
C’est ainsi, qu’il poursuit toujours ses recherches dans tous les domaines pour se préserver
contre les aléas de la vie. La maladie forme ainsi I’une des plus grandes menaces a la survie
de I’étre humain ; c’est pour cela que ’homme a toujours cherché a s’en guérir. Ainsi les
sociétés, au fil de I’histoire de I’humanité ce sont intéressées au développement de 1’art de
guérir dont le noyau dur est le médicament. Ce dernier constitue un symbole de la médecine,
« le médiateur indispensable du pouvoir médical, le témoin de son efficacité et de sa force, la
preuve palpable que la médecine peut apporter une réponse aux souffrances vécues par

lI'individu. » [25].
1.2.2.Définition

Le médicament est défini par 1’Organisation Mondiale de la Santé « OMS » par: «On entend

par médicament toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés
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curatives ou préventives a 1'égard des maladies humaines ou animales, ainsi que tout produit
pouvant étre administré a I'homme ou a I'animal, en vue d'établir un diagnostic médical ou de
restaurer , corriger ou modifier leurs fonctions organiques en exercant une action

pharmacologique, immunologique ou métabolique »[26].
1.2.3.0rigine
e Origine végétale :

La phytothérapie est trés ancienne et connait actuellement un regain d’intérét aupres du public
soucieux de traitement naturel. Il est possible d’utiliser les plantes entiéres ou les produits

d’extraction qu’elles fournissent.
e Origine animale :

Leur emploi est aussi ancien que celui des plantes, on utilise actuellement en thérapeutique
des organes, glandes ou tissus humains ou animaux (sang et plasma humain) et des principes

actifs obtenus par extraction (des hormones et des enzymes).
e Origine minérale :

Certains minéraux qu’ils soient des produits naturels et purifiés ou obtenus par des réactions
de chimie minérale sont encore employés en qualité de principe actif ou d’excipients de

médicaments (eau, talc, bicarbonate de sodium...) [27].
e Origine microbiologique :

C’est le cas des vaccins obtenus a partir des bactéries ou de virus atténués ou tués, et les

antibiotiques découverts fondamentalement dans le traitement des maladies infectieuses.
e Origine synthétique :

La synthése de molécules complexes nécessite souvent d’importantes études de recherche et
de mise au point par étapes successives pour aboutir a la structure désirée. Il est possible dans
certains cas de partir de molécules déja connues, d’origine naturelle ou synthétique, les

transformer pour aboutir a de nouvelles molécules (hémi synthése).
¢ Origine biotechnologique :

Elle s’agit de méthodes de synthése trés élaborées faisant intervenir pour 1’essentiel des

techniques de génie génétique [28].
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1.2.4.Composition et conditionnement des médicaments
a) Composition

Le médicament est composé de deux parties : le contenu (principe actif et excipients) et le

contenant (conditionnement).
e Principe actif (substance active) :

C’est une substance susceptible de prévenir ou de faire cesser un trouble déterminé dans
I’organisme. En d’autres termes, c’est 1’élément possédant les propriétés curatives et/ou
préventives du médicament [29]. 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 a agir sur la structure ou les fonctions de
I’organisme humain ou animal par des moyens pharmacologiques. Un médicament peut

contenir plusieurs principes actifs Terme équivalent : substance active [30].
e Excipient ou adjuvant

L’excipient est un mélange de substances dites auxiliaires, inactives par elles-mémes sur la
maladie, qui facilitent la préparation et I’emploi du médicament. Celui-ci comporte en plus le
conditionnement qui en facilite la délivrance, 1’utilisation et en assure la conservation. Est le

support (ou le véhicule ou adjuvant) du principe actif. Il a un réle non thérapeutique et inactif:

» Facilite I’administration, la conservation et la mise en forme ;
» Permet d’exercer I’action thérapeutique dans les meilleures conditions et d’accélérer
ou ralentir la résorption d’un médicament

» Masque le gofit et protége contre ’acidité gastrique.

L’une des qualités principales recherchées pour un excipient est son inertie vis-a-vis des
principes actifs, des matériaux de conditionnement et de I’organisme. Néanmoins ; un
adjuvant peut modifier d’une fagon importante I’activité¢ d’un principe actif d’ou ; trés souvent
la nécessité¢ de refaire aprés un changement d’excipient des essais cliniques, des études

biodisponibilité, stabilité...etc.[27].
b) Conditionnement

Il excite deux types de conditionnement :
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® C(Conditionnement primaire

Indispensable pour le médicament, ayant un rdle de protection (isole et conserve le

médicament) et un role fonctionnel (facilite I’utilisation du médicament par le malade).
® Conditionnement secondaire

Permet la manipulation, le transport de médicament ainsi que son identification et information

pour le malade (assure la sécurité) [31].
1.2.5. La mise en forme d’un médicament

Un médicament se compose d’un ou de plusieurs principe actifs et d’excipients. L’ensemble

¢tant contenu dans un récipient.

Principe(s)+Excipients

............... Mise en forme galénique

Forme galénique+ Récipients

........... Conditionnement

Médicament

Figure 1.2 : Schéma Mise en forme d’un médicament [31].

» Le principe actif d’un médicament est une substance d’origine chimique ou naturelle
Caractérisée par un mécanisme d’action curatif ou préventif précis dans I’organisme.

» L’expient est une Substance associée au principe actif d'un médicament et dont la
fonction est de faciliter 1'administration, la conservation et le transport de ce principe
actif jusqu'a son site d'absorption (par opposition a principe actif) [32].

» Le récipient est destiné au conditionnement, le protégeant ainsi de 1’environnement

Extérieur.
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» L’ensemble est regroupé dans un emballage accompagne d’une notice explicative
[32].

» Le conditionnement c’est I’opération complémentaire de la mise en forme. Il consiste
a enfermer la préparation dans une enveloppe, de forme et de matiére treés variées, et a
donner ainsi au médicament son aspect définitif, facilement utilisable par le malade.
C’est ce qu’on a appelé le conditionnement primaire. Cette forme ainsi conditionnée
est protégée par un emballage (conditionnement secondaire), qui est généralement

constitué par un carton [33]

La forme galénique d’un médicament est ’aspect (comprimé, gélule, suppositoire, ...) sous
lequel est présenté celui-ci mais aussi le type d'absorption du médicament : libération
prolongée, gastro résistant, etc. Plus généralement, le galénique est l'é¢tude des formes

d'administration des médicaments [34].

I.2.6.Différents types de médicaments

e Médicaments princeps :

Un médicament princeps ou médicament d’origine est un médicament mis au point par un

laboratoire pharmaceutique qui en garde 1’exclusivité jusqu’a expiration du brevet.
e Médicaments génériques :
Le code francais de la santé publique définit le médicament générique comme suit :

« On entend par spécialité générique d’une autre spécialité, une spécialité qui a la méme
composition qualitative et quantitative en principe actif, la méme forme pharmaceutique et
dont la bioéquivalence avec 1’autre spécialité a été démontré par des études appropriées de

biodisponibilité. » [35].

En Algérie le décret exécutif n°92-284(JORADP) de 1992, définit dans son article 4 le
médicament générique comme toute spécialit¢ dont la composition est essentiellement
similaire a un produit pharmaceutique original, lorsqu’ il a la méme composition qualitative et
quantitative en principe (s) actif (s), qu’il est présenté sous la méme forme pharmaceutique et
que, lorsque nécessaire, la bioéquivalence avec le premier produit a été démontrée par des

¢tudes appropriées de biodisponibilité.
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1.2.7.Développement du médicament

Avant d'étre considéré « Médicament » et obtenir 1'Autorisation de Mise sur le marché

(A.M.M), un produit subit deux grandes étapes d’études, précliniques et cliniques.
a) Les étapes précliniques
Ensemble des étapes avant la premiére administration a I'hnomme.

> Découverte d’un médicament

La découverte d'une nouvelle molécule active se fait soit par : Hasard, Screening
systématique de molécules, Synthése chimique. Recherche dirigée a partir d'un médicament,

ou d'une substance naturelle.
>  Etudes pharmacologiques

Permettent de connaitre les caractéristiques de l'effet principal et des effets

indésirables éventuels et de positionner le produit en comparaison a ceux déja existants.
»  Etudes pharmacocinétiques

Ces ¢tudes permettent de préciser les modalités de résorption, de distribution, de
métabolisation et d'élimination du produit en déterminant les différents parametres

pharmacocinétiques.
>  Ktudes toxicologiques

Permettent de déterminer la Dose Létale 50 (DL50) dose capable de tuer 50% des animaux

d’expérimentation [36].
b) Les étapes cliniques

C’est I’ensemble des étapes d’études du médicament chez I'Homme. Les essais cliniques

Comportent quatre phases :

e trois phases avant la commercialisation notés phase I, phase II et phase III

e une phase apres la commercialisation noté phase IV.
e Phase I :

Premiére administration a 'Homme, se pratique chez le volontaire sain (Nombre deSujets :

100 a 200 personnes).Son but est de :
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- Déterminer la dose minimale active ;
- Déterminer les parameétres pharmacocinétiques ;
- Déterminer l'acceptabilité du futur médicament. La durée des essais est de 18 mois.

La collection d'informations sur le premier contact de 'Homme avec la substance étudiée. Elle

n'a pas pour but d'affirmer I'effet thérapeutique du produit.
e Phase Il :

Se pratique chez le patient souffrant de la Maladie Cible (Nombre de sujets : 100 a 500
Patients). Son but est de :

- Obtenir I'opinion des médecins sur 1’activité thérapeutique du produit ;

- Sonder les indications possibles, les effets indésirables, la durée de l'effet et la posologie

optimale ;

- Poser les hypothéses de travail pour la phase suivante. La Durée des essais est de 12-24
mois. Méthode ouverte, sans comparaison avec un placebo ou un médicament de référence
[35].

e Phase III :

Il s’agit d’une grande phase des essais cliniques. Qui comprend une méthodologie scientifique
rigoureuse (randomisée, en aveugle (simple ou double), contre un placebo ou une substance

de référence). Nombre de sujets : 1000 a 3000 Patients .Son but est de :
- Déterminer le profil thérapeutique et le devenir pharmacocinétique du produit.

La durée des essais est de quelques années. Cette phase décisive de 1'Autorisation de Mise sur

le Marché (AMM).
e Phase IV :

C’est une phase qui commence aprés commercialisation et qui concerne les études a tres

grandes échelles. Son but est de :
-Affiner les indications thérapeutiques ;
-Etablir l'innocuité du médicament ;

-Cibler des populations particuliéres ;
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-Vérifier I'absence d'interactions médicamenteuses [36].
1.2.8.Cycle de vie du médicament

De la recherche jusqu’au consommateur, la vie d’un médicament suit un cycle précis. Ce

dernier peut tre divisé en trois principales étapes :

» La premicre étape « préparation » concerne la recherche et le développement.
» La deuxiéme étape « autorisation » englobe les procédures administratives pour la
commercialisation du médicament.

» La derniére étape « utilisation » est la commercialisation.

CUC'.G de Uie dU médiCOmentr Life cycle of medicine

10000 100 10
molécules molécules candidats 1
criblées testées médicaments médicament
Procédures
Recherche Tests Recherche administratives Phase de commercialtsation
exploratoire  précliniques clinique AMM, prix, et pharmacovigilance

remboursement)

0 5ans 10 ans /). 15 ans /, 20 ans +5ans
maximum
10 ans de R&D 10rews o« 280 |
¢ Y

Lertficata

Figure 1.3 : Cycle de vie du médicament.
1.2.9.Dénomination des médicaments

Un médicament a un nom chimique, une dénomination internationale commune (DCI) et un
nom commercial [37].

e Nom chimique:

Le nom chimique ou le nom scientifique correspond a la formule chimique de la substance qui
compose le médicament.

e Dénomination Commune Internationale (DCI) :
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La Dénomination Commune Internationale DCI ou le nom générique est attribué par I’OMS.
Cette dénomination est composée a partir de segments-clés qui renseignent notamment sur

l'origine et le mode d'action pharmacologique du produit.
e Nom commercial :

Le nom commercial qualifié aussi de marque ou de pharmaceutique est choisi par le
producteur du médicament. Cette appellation est généralement courte et facile & mémoriser,

mais a la différence de la DCI, il pourra différer d'un pays a l'autre.
1.2.10. Généralité sur le médicament CLARITAL®, 500mg

Ce médicament (Figure 1.3) est indiqué dans le traitement et la prévention de certaines
infections bactériennes a germes sensibles [39].Le tableau suivant présent quelques

informations sur le médicament CLARITAL® (500mg).

Tableau I.1. Information général sur CLARITAL® [40].

Nom commercial CLARITAL®
Code DCI 13E215
Dosage 500MG
Forme COMP.PELLI
DCI Clarithromycine
Laboratoire SOPHAL
Classe thérapeutique Infectiologie
Classe pharmacologique MACROLIDES
Conditionnement B/14
Type Générique
Pays Algérie

regrare SO0 o

Crarr s

TP

Figure 1.4: Emballage du CLARITAL®, 500mg [40].




6\

CHAPITRE 7T

Apercu sur Ces méthodes
physico-chimigues d’ analyse




Chapitre I1 Apercu sur les méthodes physico-chimiques d’analyse

I1.1. Introduction

La spectroscopie ou spectrométriec est le domaine qui étudie la mesure de I'énergie
transportée par les rayonnements électromagnétiques. C’est un ensemble de méthodes
analytiques qui consistent & mesurer I’absorbance ou la densité optique d’une substance
chimique donnée en solution. La spectrophotométrie est utilisée dans divers domaines :

chimie, pharmacie, environnement, agroalimentaire, biologie etc.

La technique de spectrométrie d’absorption UV-visible est la plus utilis¢ dans les laboratoires

d’analyses biologiques.

L'¢lectrochimie se présente notamment comme une méthode d'analyse intéressante qui relie
des mesures ¢lectriques a des parametres chimiques. L'exploitation analytique des lois de
cinétique ¢électrochimique a trouvé écho dans un grand nombre de domaines, comme

I'environnent,

L’agroalimentaire, l'industrie et l'analyse biomédicale [41-43]. En effet, I’analyse en
laboratoire est souvent coliteuse et nécessite beaucoup de temps (prélévement, transport et
stockage des échantillons a analyser, colt du prétraitement et de 1’équipement, personnel
qualifié). Ces méthodes électrochimiques présentent de nombreux d’avantages comparées aux
méthodes spectrométriques, I’équipement étant moins coliteux et les mesures pouvant &tre
réalisées directement sur site [44]. De plus, les techniques spectroscopiques analysent la
quantité totale en métal tandis que les techniques voltampérométriques permettent d’analyser
les métaux sous différents nombre d’oxydation. Enfin, les techniques spectroscopiques ne
permettent I’analyse que des métaux, des sulfures et des composés du phosphore en solution
tandis que les techniques voltampérométriques permettent d’analyser aussi des anions, des

composés organiques et en général tout composé électroactif.
I1.2. Spectrophotométrie UV-Visible

La spectrophotométriec UV-visible est une technique analytique fondée sur 1’étude
du changement de I’intensité¢ de la lumiere traversant une solution colorée, dans un domaine
d’application comprise entre 200 et 800 nm, en effet pour pouvoir déterminer les
Concentrations des substances absorbantes [45].

Le résultat correspond a des spectres d’émission ou d’absorption [46], qui ressemble a des

Courbes de variation d’absorption en fonction de la longueur d’ondes est obtenu par un
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spectrophotométre a une lumiere sensiblement monochromatique, ou le chromophore est le
site dont la structure de 1’¢lément a étudier posseéde 1’aptitude a absorbé les photons UV ou
visible. Il est caractérisé par la longueur d’onde la plus absorbée (Amax), et I’aptitude la plus
importante a absorber les photons a cette longueur d’onde (Amax) [47].

La spectrophotométrie UV/Visible repose sur l'interaction du rayonnement électromagnétique
Et la mati¢re dans le domaine s'étendant du proche UV au trés proche IR soit entre 180 et
1100 nm. Cette partie du spectre est relativement pauvre en informations sur la structure des
Composés moléculaires. La Méthode s’applique non seulement aux composés qui présentent
une absorption mais également aux composés dont un dérivé obtenu par une réaction
chimique présente une telle absorption.

Le domaine spectral concerné est subdivisé en trois plages appelées proche UV, visible et tres
Proche IR (185 -400; 400 -800; 800 -1100 nm; (Figure II.1).La plupart des

spectrophotomeétres Commerciaux recouvrent la gamme allant de 190 a 950 nm.

Rayons Rayons X uv Infrarouge Radars. |eplrv| sw AM
micro-
gamma (IR) ondes

10" 10> 100 10*3_ I 180T 1= 1 10— 10"

Longueur d'onde (en métres) o

_— —

_,---'—'_~_'-_—___ _—_‘_""“——___ e
= i Domaine du visible S

400 nm 500 nm 600 Nnm 700 nm

Longueur d"onde [en nanométres |

Figure II.1 : Spectre ¢électromagnétique.
I1.2.1. Principe de fonctionnement

L’UV-visible s’applique a des produits contenant un groupement chromophore, surtout les
molécules contenant au moins noyau aromatique ou un radical, aussi sur les composés
hétérocyclique. Lorsqu’un faisceau de radiation monochromatique paralléle traverse sous
incidence normale un milieu absorbant homogeéne et constitué¢ d’une solution de N composés
dissous ne réagissent pas les uns sur les autres, I’absorbance de 1’ensemble est égale a la
somme des absorbances spécifiques. Lors de ce processus, la molécule passe de 1’état
fondamentale a 1’état excité.

La spectrophotométrie UV-visible s’occupe des ¢lectrons de valence, les transitions possibles

seront les électrons des orbitales moléculaires liante ou non liante et orbitale moléculaire anti-
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liante.

Le spectrophotomeétre est un appareil permettant de mesurer I’absorbance d’une  Solution,
pour différentes longueurs d’ondes. Pour cela, il fait passer un rayon d’une longueur d’onde
choisie a travers une cuve contenant la solution a étudier (Figure I1.2). Les molécules de la
solution absorbent plus ou moins le rayon lumineux, on définit alors 1’absorbance pour Cette

longueur d’onde [48].

Source de lumiére [
UV ouvisible (""" [Fenis diente )

| Diviseur
Echantillon de faisceau

e e

Figure I1.2 : Schéma présente le principe d’un spectrophotometre a double faisceau.
I1.2.2. Loi de Béer-Lambert

De nouvelles techniques basées sur la spectroscopie d’absorption ont commencé a se
développer depuis une dizaine d’année, et subissent aujourd’hui un regain d’intérét grace aux
Riches possibilités qu’elles offrent. Elles sont basées sur une loi toute simple appelée loi de
Béer-Lambert qui lie linéairement le taux d’absorption a la concentration de 1’espéce
Absorbante. Cependant, cette linéarité est conditionnée en pratique par la résolution du
Spectrométre ainsi que par le produit, de la concentration, et par la longueur d’absorption.
L’¢écart Par rapport a certaines valeurs de ces deux parametres conduit a la déviation de la loi
d’absorption par rapport a sa linéarité. Si un faisceau de photon d'intensité initiale I, traverse
une cuve de longueur L (généralement 1 cm) contenant une solution de concentration C

(mol.L-1).
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intensité intensite
incidente transmise
—
I, I
cuve

Figure II. 3 : Schéma d’une cellule d’absorption.

L’intensité I une fois la cuve traversée aura comme relation:

I =Ipe 2O

€ : Le coefficient molaire d'absorption.

L'intensité lumineuse n'est pas toujours l'information la plus intéressante a traiter, c'est
Pourquoi on définit la transmittance (T), souvent exprimée en pourcentage est définie comme

suite :

I=—

Iy

C’est la grandeur que 1’on retrouve en ordonnée des spectres.

On rencontre aussi I'absorbance, unité utilisée en spectrophotométrie UV-visible, Définie par :

|
A =log (I_> = logT
0

L'absorbance peut donc s'écrire sous la forme :
A=¢eL.C

Ou

A : I’extinction, I’absorbance ou densité optique,

L : épaisseur de la cuve toujours Exprimé en cm,

¢ : Le coefficient d'extinction molaire ou d'absorption molaire,
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C'est une grandeur intrinséque d'un composé dans des conditions données, dépend de la nature
du corps absorbant, de la longueur d'onde, de la température et indépendant du Solvant il

s'exprime en L.mol™".cm™.
C : la concentration de 1’analyse exprimée en mol.L™.

» Si € et L sont donnés, I'absorbance est en principe proportionnelle a la
concentration. Deux facteurs peuvent modifier cette proportionnalité: la
concentration et la sensibilité du détecteur.

> Si la solution est trop concentrée, il peut y avoir des interactions soluté-solvant,

soluté-soluté,

A\

La loi n'est vérifiée que dans un domaine limité de 1'absorbance, entre 0 et 2.

A\

utilisée pour de nombreux dosages d'especes chimiques colorés.
»  Pour des composés incolores, il est parfois possible de préparer des complexes
colorés.
A une longueur d'onde donnée, et en faisant la mesure avec des cuves de méme
épaisseur (L), On aura une proportionnalité entre 1'absorbance mesurée et la concentration du

corps absorbant.

La loi de Beer-Lambert n’est vérifiée rigoureusement que sous les conditions

suivantes :

> Lalumiére utilisée doit étre monochromatique.

> La concentration de la substance absorbante ne doit pas étre trop élevée

(risque d’avoir Réflexion de lumicre).

A\

Solutions sans troubles et non fluorescentes.

A\

La dilution ne déplace pas 1'équilibre de la réaction (un échantillon coloré est

un Complexe et sa réaction est réversible).

> L’analyse est déterminée par comparaison a une courbe d’étalonnage
déterminée Expérimentalement.
On choisira toujours la longueur d'onde qui correspond a une absorption maximale. Tous les
Corps en solution absorbent la lumicre, aussi bien que le verre des cuves. Il est donc

nécessaire de déterminer cette absorption parasite par un essai a blanc dans lequel on mesure
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I’absorption d'une solution contenant tous les constituants sauf le corps a analyser. Les

Conditions d’analyse doivent étre les mémes (température, pH, manipulateur,...) [49].

I1.2.3. Appareillage

Le spectrophotométre UV-visible est constitué des éléments suivants :

>

Source de lumiére monochromatique : Visible : Lampe a incandescence a Tungsténe

et iode. UV : Lampe a arc a Deutérium ou a Xénon ou mercure.

Monochromateur : Il permet de sélectionner la longueur d'onde de la

lumiére qui traversera la solution a doser.

Cuve : Une cuve transparente dans laquelle on place la solution a étudier. Suivant la
qualité et la quantité d'échantillon, il existe différentes cuves, généralement en
plastique ou en verre (spectre visible) ou en quartz (UV).

Détecteur : Photomultiplicateur ou photopiles (Permet la transformation de 1’énergie
lumineuse en énergie électrique, le courant produit est trés faible et sera amplifié

ultérieurement)

Source de lumiére monochramatique
varialle

source fenie

rrcnochramateur detectaur

Figure I1.4 : Schéma du consituant d’un spectrophotométre UV-Visible.

I1.2.4. Applications

La spectrophotométrie UV-visible est une méthode facile a mettre en ceuvre. Elle

est utilisée aussi bien pour 1’analyse qualitative que quantitative [50].

++ Analyse qualitative (identification des substances) :
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La méthode détecte les groupements fonctionnels chromophores mais ne permet
pas L’identification certaine des molécules. Elle doit toujours é&tre complétée par

d’autres Méthodes spectrales (IR, RMN, spectrométrie de masse) ou chimiques.
++ Analyse quantitative :

Les mesures en UV/Visible reposent sur la loi de Béer et Lambert ; qui relie dans certaines

conditions, I’absorption de la lumiére a la concentration d'un composé en solution.
I1.2.5. Principe d’étalonnage avec spectrophotométre

La méthode de mesure consiste a mesurer directement le rapport entre le flux
incident et le Flux transmis a travers 1’éprouvette. Pour ces mesures, le spectrophotometre
fonctionne en Mode « double faisceau ». La transmission du filtre est obtenue en faisant le
rapport entre le Signal « voie échantillon » et le signal « voie référence ». Ce mode de
fonctionnement permet De corriger les variations d’émission de la source et les variations de

transmission de L’atmosphere sur le trajet optique du faisceau [51].
I1.3. Voltammétrie

La voltammétrie est une méthode d’¢lectroanalyse basée sur la mesure du flux de courant
résultant de réduction ou d’oxydation des especes présentes en solution [52]. Les différentes
techniques voltammétriques découlent des innovations portant sur la fagon dont lesignal
E=f(t) est impos¢ et le signal I = f(E) est mesuré qui ont été développées dans le but de
maximiser le rapport If/Ic afin d’augmenter la sensibilité. If est le courant faradique associé
aux processus d'oxydoréduction, Ic est le courant capacitif lié a l'existence de la double
couche électrique. Soit I= If + Ic (contribution faradique et capacitive a

I’interfaceélectrode/solution).

La technique voltammétrique la plus fréquemment utilisée actuellement est lavoltammétrie

cyclique.

I1.3.1. Voltammétrie cyclique

La voltamétrie cyclique est définie comme une technique ¢€lectrochimique stationnaire qui est
couramment utilisée pour contrdler les processus qui se produisent sur la surface de
I’¢lectrode de travail. Cette technique est souvent employée en électrochimie grace a sa

capacit¢ de pouvoir a la fois ¢laborer un matériau et ensuite le caractériser
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Elle est capable de fournir des informations trés variables sur le processus de
I’interface électrode/solution ainsi que d’étudier le comportement d’une espece redox
en solution. L’utilisation de la voltammétrie cyclique permet d’étroite la fourchette du
potentiel ou apparaissent les pics voltammétriques. Cette gamme est caractéristique
des especes de la réaction, mais ils sont parfois conditionné par le milieu électrolytique

utilis€ et par la structure de la  surface de  1’¢lectrode  [53-54].

a) Principe de 1a méthode

La voltampérométrie cyclique consiste a appliquer un balayage de potentiel d’E; a Eg, suivi
d’un balayage retour vers le potentiel initial E; a vitesse v constante afin de décrire uncycle de
potentiel (Ef est le potentiel d’inversion). C’est un balayage triangulaire du potentielen

fonction du temps qui est caractérisée par la vitesse de balayage v = dE/dt (figurell.5).

E
«— cvele ] — [¢— cvele 2 —
E sup |-} __ balayage \
balavagef|\ inverza) ;" \
direct I L
| ] A
i ! %
| lll." \-\
i’ : ; \
[ ! K
i b
| 7 Y
! ‘ \
E inf ! y i
|
. »
0 Temps

Figure ILS5 : Signal d'excitation triangulaire potentiel en fonction de temps utilisé

dans la voltammétrie cyclique.

Cette technique consiste a mesurer le courant d’une électrode de travail en fonction d’une
différence de potentiel variable imposée entre cette ¢lectrode et une ¢électrode de référence. Ce
potentiel varie de fagon linéaire entre deux valeurs limites Ei (potentiel initial)
et Ef (potentiel final), choisies par I'expérimentateur. Avec une vitesse de balayage, nous

avons dans :

+ lecasdu balayage vers des valeurs plus positives (I’oxydation)
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E(t)=E; +vt

+ lecasdu balayage inverse ou balayage retour vers des valeurs plus négatives

(La réduction).
E(t)=E,—vt
Ou:
t : le temps exprimé en seconde

v : la vitesse de balayage exprimée en V.s-1.

Le principe général de la voltampérométrie cyclique est ’obtention d’une réponse (le
courant) a I’excitation (le potentiel) responsable de la réaction électrochimique désirée. Cette
opération est réalisée en effectuant une exploration et variation progressive du potentiel
d’¢lectrode (balayage de potentiel). Les principales grandeurs -caractéristiques d’un

voltampérogramme sont données sur la figure I1.6.

my

Ei.nitial

Ep1/2

Figure I1.6 : Allure d’un voltammogramme cyclique

Ipa : courant anodique ;

Ipc : courant cathodique ;

Epa : potentiel d’oxydation anodique ;
Epc : potentiel de réduction cathodique.

Epl/2 : Le potentiel & mi-hauteur du pic cathodique

Page 31



Chapitre I1 Apercu sur les méthodes physico-chimiques d’analyse

b) Mécanisme de fonctionnement

Si I’on considére une espece Red présente en solution au départ, le pic de courant obtenu au
balayage all¢ traduit 1’oxydation de Red en Ox avec I > 0, c’est le courant anodique (Ipa).
Quant au balayage retour, il traduit la réduction de I’espéce Ox en Red avec I < 0,

c’est le courant cathodique (Ipc).

Au départ, seule I’espece Red est en solution, le potentiel initial est choisi pour qu’aucune
conversion ¢lectrochimique n’ait lieu. Lorsque le potentiel augmente, 1’équation de Nernst
impose 1’augmentation de la concentration en espece Ox et on observe donc une augmentation

du courant anodique au fur et a mesure que la conversion Red— Ox se fait.

Le courant augmente jusqu’a ce que le potentiel devienne suffisamment positif pour que la
concentration en Red soit négligeable a la surface de I’électrode. A ce moment, 1’intensité
diminue car la concentration en Red est uniquement maintenue par la diffusion depuis la
solution.

Toutefois, la forme générale des voltampérogramme peut étre discutée afin d'en extraire les
processus ¢€lectrochimiques mis en jeu durant le balayage en potentiel. En effet, lors du
balayage aller (Ei < E(t) < Ef), des réactions ¢électrochimiques vont se produire. Elles vont
développer des courants faradiques qui seront symbolisés par 1'apparition de pics en courant
sur le voltampérogramme. On va ainsi former une certaine quantité de produit au voisinage de
I'¢lectrode. Lors du balayage retour (Ef < E(t) < Ei), il va y avoir inversion du sens des
réactions ¢lectrochimiques. Ainsi, il est possible de reformer le réactif initial si celui-ci n'a pas
subi de réactions chimiques irréversibles couplées au processus ¢€lectrochimique. Cela va
s'exprimer par l'apparition ou non de pics durant l'inversion du sens de balayage. On peut
ainsi identifier les processus mis en jeu. Par ailleurs, le controle de la vitesse de balayage en
potentiel nous permet de caractériser la cinétique du systeme. En effet, si le systéme est lent,
aucun pic n'apparaitra pour des balayages plus rapides que sa cinétique. Par contre, dans un
systéme rapide composé¢ d'étapes successives, celles-ci pourront étre séparées par un balayage

plus rapide que leur cinétique.

L’allure et la forme du voltampérogramme cyclique dépendent, donc, de la nature et de la
rapidité du systéme électrochimique considéré. Dans le cas d’un systéme rapide Ox/Red, la loi
simplifiée de Nernst suffit a expliquer les différents phénoménes. Dans le cas d’un systéme

lent, au lieu de la relation de Nernst, pour prendre en compte les vitesses réactionnelles a la

Page 32



Chapitre I1 Apercu sur les méthodes physico-chimiques d’analyse

surface des ¢lectrodes, on utilise la relation de Butler-Volmer [55-56].
Les expressions mathématiques du courant et du potentiel du pic ont été¢ développées
initialement pour un balayage allé par Randels et Sevick [57] pour des systémes rapides et par
Delahay pour des systémes lents [58]. Les travaux de Nicholson et Shain ont permis la mise
au point des relations décrivant les courbes expérimentales des balayages cycliques [59].
Il existe, donc, des critéres permettant de différencier ces différents systémes en

voltampérométrie cyclique [60-61].
¢) Critéres des processus réversible, irréversible et quasi-réversible.

¢ Cas d’un systéeme rapide (réversible)
Un systéme rapide est défini comme étant un systéme dans lequel le processus de transfert de
charge entre I'¢lectrode et les especes ¢€lectroactive est beaucoup plus rapide que le processus
de transport des especes du sein de la solution vers la surface de 1'¢lectrode. La figure I1.7

présente le profil du voltampérogramme cyclique obtenu

AEp =59 /n (MV)
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Figure I1.7 : Profil d’un voltampérogramme cyclique pour un systéme rapide.

% Cas d’un systéme lent (irréversible).
Lorsque la vitesse de transfert de charge devient plus faible comparée a la vitesse de
transfert de maticre, le systeéme est dit irréversible. Le courant reste proportionnel a la
concentration et a la racine carrée de la vitesse de balayage, mais il est plus faible en raison de
la teneur de la cinétique du transfert électronique. Cette cinétique est exprimée par le
coefficient de transfert (o) et apparait dans 1’équation régissant I’intensité du pic Ip. La figure

IL.8. présente le profil du voltampérogramme cyclique obtenu.

Page 33



Chapitre I1 Apercu sur les méthodes physico-chimiques d’analyse

i
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Figure I1.8 : Profil d’un voltampérogramme cyclique pour un systéme lent.

+¢ Cas d’un systéme quasi-rapide (quasi-réversible)
L’étude de ce type de systtme a été réalisée par H. Matsuda et Y. Ayabe qui ont
qualifi¢ de quasi-réversibles les réactions correspondant a un transfert de charge lent et pour
lequel, cependant, la réaction inverse doit étre prise en considération. Pour une telle réaction,
I’intensité du courant n’est plus strictement lin€aire vis-a-vis de la racine carrée de la vitesse

de balayage. La figure I1.9 présente le profil du voltampérogramme cyclique obtenu.

I & Ep {?Ilerj

Ep (retour)

Figure I1.9 : Profil d’un voltampérogramme cyclique pour un systéme quasi-rapide.

Dans la pratique, selon la vitesse de balayage du potentiel, un systéme donné peut apparaitre

réversible, quasi-réversible ou totalement irréversible.

I1.3.2. Voltamétrie par impulsion

La voltampérométrie par impulsion (pulsed voltammetry) est une méthode introduite par

Barker et Jenkin (1952) [62] ou le potentiel imposé a 1'¢lectrode de travail est une
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combinaison de balayage et d'impulsion de potentiel, le tout dans le but principal est
d'augmenter la sensibilité de la technique. Dans le voltampérogramme obtenu, le courant se
présente sous forme sigmoide ou de pic dont la valeur maximale est directement
proportionnelle a la concentration de 1'espéce électroactive en solution. La voltampérométrie
par impulsion exploite la différence entre les vitesses de décroissance des courants capacitif et

faradique suite a une impulsion de potentiel (Figure I1.10) ou le courant capacitif décroit de
maniére exponentielle alors le courant faradique décroit comme une fonction 1/(t 1/2).La

vitesse de décroissance du courant capacitif est alors trés rapide devant celle du courant
faradique. Une fois l'impulsion est appliquée, le courant capacitif devient rapidement

négligeable et apres un temps tres court, le courant mesuré est seulement de nature faradique.

Ainsi la mesure du courant a la fin de l'impulsion permet donc une discrimination et une

séparation entre courant faradique et courant capacitif [62].

current

\\--—_,____ i‘:l:.h..:.l.tg

—
—
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Figure I1.10: Schéma montrant les décroissances des courants faradique et capacitif aprés une

impulsion de potentiel [63].

Selon la forme du signal de potentiel imposé, on distingue plusieurs techniques de

voltampérométrie par impulsion :

e Voltampérométrie par échelon (Staircase voltammetry ; SCV).
e Voltampérométrie a impulsion normale (Normal pulse voltammetry ; NPV).
e Voltampérométrie a impulsion différentielle (Differential pulse voltammetry ; DPV).

e Voltampérométrie a vague (onde) carrée (Square wave voltammetry ; SWV).
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¢ Voltamétrie a impulsions différentielles

La voltampérométrie a impulsions différentielles (DPV) également appelée la voltamétrie
différentielle par puise de potentiel est une technique qui consiste a appliquer des impulsions
d'amplitude de potentiel sur un potentiel de rampe linéaire. En DPV, une valeur de potentiel
de base est choisie pour laquelle il n'y a pas de réaction faradique et il est appliquée a
1'¢lectrode de travail. Le potentiel de base augmente entre les impulsions avec des incréments

égaux.

La voltamétrie a impulsions différentielles est utilisée a la fois pour l'analyse chimique
quantitative et pour étudier le mécanisme, la cinétique et la thermodynamique des réactions
chimiques.

a) Principe

La voltampérométrie a impulsion différentielle (Differential pulse voltammetry ; DPV) est
une technique proposée par Barker et Gardner dans laquelle on applique a 1'électrode de
travail une impulsion (pulse), de hauteur (PH) et de durée (Pw), surimposée a une rampe de
potentiel en escalier (step), d'incrément de potentiel (SH) et de durée (ST) relativement
longue. La DPV est caractérisée par des impulsions de forte hauteur et de courte durée
surimposées a la fin de chaque increment de potentiel. Le courant est mesuré deux fois :
immédiatement avant I'impulsion, donnant un courant (I;) et a la fin de I'impulsion, donnant
un courant (I;) puis la différence entre les deux courantsAl = (I; — I,)sont enregistrés en
fonction du potentiel imposé. Dans le voltampérogramme obtenu (Figure I1.11), le courant se
présente sous forme de gaussienne dont la valeur maximale est directement proportionnelle a

la concentration de l'espéce électroactive en solution [64].

Al A
Py 1
qﬂh ﬂ]=f(2} - 1’(1)
= —
= N
ti ST _E'-‘

Figure I1.11: Schémas de potentiel appliqué et de voltampérogramme obtenu dans la

DPV[63].
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b) Mécanisme de la méthode

La DPV est une technique différentielle similaire a la premiere dérivée d'un
voltammogramme lin€aire dans laquelle la formation d'un pic est observée pour un processus
redox donné.

Dans la technique de balayage linéaire, le voltammogramme a une forme similaire a une onde
et la premiere dérivée est a 'origine d'un pic. En voltamétrie a balayage linéaire, comme en
polarographie (électrode a goutte de mercure), l'information qualitative d'un analyte est
donnée par le potentiel demi-onde (E1/2), qui correspond au potentiel a la moitié¢ de la hauteur
d'onde. De méme, en DPV, le potentiel de créte, Ep, peut €tre approximativement identifié
avec E1/2. En augmentant l'irréversibilité, Ep s'écarte d’E1/2 a mesure que la base du pic
s'¢largit et que sa hauteur diminue. Le DPV est donc un graphique des différences entre les

courants mesurés et les potentiels appliqués (Figure 11.12)[65].

A
I A= 1(2) - K1)

>
E

Figure I1.12 : Réponse typique d'un voltammogramme a impulsions différentielles
[65].

Les meilleures réponses obtenues avec l'utilisation de la DPV, par rapport a la voltamétrie
pulsée normale, sont sur des électrodes solides [65], en particulier celles impliquant des
composés organiques. Comme ils sont généralement adsorbés par I'¢lectrode, il est possible
qu'une technique différentielle discrimine les effets plus ou moins constants avant et apres
l'application des impulsions.

En général, les techniques d'impulsions, telles que DPV, sont plus sensibles que les méthodes
de balayage linéaire car il y a une minimisation du courant capacitif. A son tour, le CV est le
plus souvent utilis¢ a des fins exploratoires. Ainsi, en général, il n'est pas inhabituel dans le
développement de capteurs d'utiliser les deux techniques car CV fournit des informations

essentielles, telles que la réversibilité du processus et les types de processus redox présents
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dans l'analyse (matrice, analyte et ¢lectrode), alors que les techniques d'impulsion sont utilisé
pour les dosages quantitatifs.

¢) Voltammétrie différentielle impulsionnel d’un systeme redox réversible
Dans le cas simple d'un systéme redox réversible, le courant net de pic obtenu dans la DPV

est donné par la relation [66] :

nFA D%C* 0]
Ip = T,
TIth
1-o0 nFAEp
P=176 7P gz
Avec

Alp : Courant net de pic (A) ;

AEp : Hauteur d'impulsion (V) ;

t, : Durée d'impulsion (s) ;

@ : Fonction dont la valeur tend vers 1'unité prés du pic ;

n : nombre d'électrons transférés ;

A : surface de I'électrode de travail (cm) ;

D : coefficient de diffusion de l'espece électroactive (cm/s) ;
F : constante de Faraday (C/mol) ;

T : la température (K)

R : la constante des gaz parfaits (8.314 J/mol-K).

Dans la DPV, le potentiel de pic (Ep) est relié¢ au potentiel de demi-vague du systeme redox

(E12) ainsi qu'a la hauteur de I'impulsion imposée par la relation :

Ep =Ei)p +—
P 12 T

Dans cette équation, le signe (-) pour une oxydation ou le potentiel de pic est décalé vers les
valeurs négatives par rapport a (E;) et le signe (+) pour une réduction ou le potentiel de pic
est décalé vers les valeurs positives par rapport a (E ).

Pour une réaction idéalement réversible, la largeur de pic & mi-hauteur(W /, )est donnée par la

relation :
90,4

1/2 =
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Ainsi, pour une réaction réversible a un seul €lectron,W; ,est €gale a 90,4 mV et pour une
réaction réversible a 2 €lectrons, W /, est €gale 445 mV.

En pratique, la DPV est réalisée a une vitesse de balayage de potentiel faible (5-20 mV/s), des
impulsions de hauteur 25-50 mV et une durée d'impulsion faible d'environ 50 ms. La DPV
peut étre utilisée dans l'analyse simultanée de plusieurs especes électroactives et montre une
bonne résolution ou des pics séparés par 50 mV peuvent &étre mesurés. La nature des
impulsions et la mesure différentielle de courant est a 1'origine de sa grande sensibilité qui
peut étre de l'ordre de 1077 M /1078 M (1ug/L).

I1.3.3. Appareillage des méthodes électrochimiques

En général, on utilise des solutions contenant outre les espeéces électroactives, un sel
d’¢lectrolyte support totalement dissoci¢ (NaCl) permettant de saturer la solution afin de se
placer enrégime de diffusion pure. La figure 11.13. Donne le schéma de base d’un montage

expérimentale couramment.

Celinle
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Figurell.13 : Schéma du dispositif expérimental pour les mesures a potentiel

controlé.

Utilis¢ dans toutes expériences ¢électrochimiques une unit¢ de base d’un tel montage
(analyseur voltampérométriques), c’est une cellule basée sur un systeme a trois électrodes

immergées dans la solution a analyser.
Les trois ¢électrodes sont :

>  Une électrode de travail

L'électrode de travail est encore nommée ¢électrode indicatrice, c’est a son
contact que va se produire la réaction d’oxydation ou de réduction de I’analyte suite a la

variation de potentiel. En régle générale, 1’électrode de travail doit étre stable pendant
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une trés grande période, doit posséder un bon rapport signal/bruit du fond et doit étre
¢galement simple a manipuler et & conditionner. De plus, les solutés a analyser doivent
y développer une cinétique de réaction électrochimique rapide dans un large domaine de
potentiel accessible [67]. Elle peut étre de différentes natures, c’est-a-dire réalisée dans

des matériaux conducteurs différents, tel que :

e Les métaux (mercure, platine, or, argent, cuivre ou nickel par exemple, ou des
alliages)
® [es matériaux non métalliques (graphite ou carbone vitreux par exemple) ;

e [es matériaux organiques tels que les polymeéres conducteurs par exemple.
L’¢lectrode de travail utilisée pour I’analyse peut alors étre choisie notamment en
fonction du potentiel d’oxydation ou de réduction d’une espéce particuliecre que 1’on
souhaite analyser.
L’électrode de platine est trés fréquemment utilisée, car elle présente une
grande résistance a [’oxydation. En solution aqueuse, en absence d’oxygeéne dissous,
I’¢lectrode de platine permet de travailler, suivant le pH, de -1,1 V a +1 V (par rapport a
I’¢lectrode normale a hydrogene, ENH). Elle se recouvre aux potentiels positifs (E >1 V
/ ENH) d’oxyde de platine qui ne se redissout qu’au-dessous de 0,65 V / ENH. Elle
peut, de plus, adsorber de nombreuses substances ce qui entraine 1’existence d’un

courant résiduel important et des phénoménes de blocage de surface irréversible.

>  Une électrode de référence

C’est une ¢électrode dont le potentiel est remarquablement stable méme
lorsqu’elle débite de faibles courants. Comme son nom I’indique, elle sert de référence
au potentiostat afin d’appliquer une différence de potentiel exacte entre cette électrode
et 1’¢lectrode de travail, et ainsi de faire varier de fagon exacte et connue le potentiel

appliqué a 1’¢lectrode de travail.

Son potentiel est fixé par I'équilibre rédox entre l'argent métallique (Ag) et les ions Ag' dont

la concentration est fixée par la solubilité¢ du chlorure d'argent (AgCl).
Cet équilibre peut étre décrit par la demi-équation suivante :

Agt +é = Ag (s)
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Associ¢ a la solubilité¢ d’AgCl :
AgCl (s) = Ag™ + Cl”
Ce qui donne finalement :

AgCl(s)+é = Ag(s) + Cl™

La relation de Nernst pour cette derniére demi-équation montre la dépendance du potentiel de

cette électrode a l'activité des ions chlorures :
RT _
E = EoAgCl/Ag -?ln a Cl

Le potentiel standard EOAgc1/Ag par rapport a I'¢lectrode standard a hydrogene (ESH) vaut
0.222v.

>  Une électrode auxiliaire

L'¢lectrode auxiliaire est choisie pour que ses propriétés électrochimiques
n'affectent pas le comportement de 1'électrode de travail : lors de I'électrolyse, il ne doit
pas y avoir de production d'espéces qui puissent atteindre I'électrode de travail et y
engendrer des réactions parasites. En analyse, ce montage a trois ¢électrodes est proposé
pour minimiser les effets de la chute ohmique, ce qui a pour conséquence de diminuer la
déformation des voltampérogrammes. Généralement l'électrode auxiliaire est de grande
taille par rapport a 1'électrode de travail de fagon a ne pas limiter le courant traversant le
circuit d’électrolyse. Cette ¢lectrode assure le passage du courant engendré par les

réactions étudiées a I'électrode de travail.
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Chapitre 111 Matériels et méthodes

II1.1. Introduction

L’objectif de notre travail est le dosage de la clarithromycine en milieu pharmaceutique
(médicament de CLARITAL®, 500mg). Pour cela on va utiliser deux méthodes physico-
chimiques pour la détermination quantitative, I'une est la spectrophotométrie en UV et 1’autre est

la méthode électrochimique.

Le protocole expérimental de I’étude spectrophotométrique en UV comprend plusieurs

étapes, qui sont les suivants:

L)

% Préparation des solutions:
e Préparation des solutions méres (étalon/ pharmaceutique).
e Préparation du réactif de dérivation (DHB-S).
e Préparation de la solution de NaOH.
e Procédure de dérivation chimique.
+ Optimisation des conditions de la dérivation chimique :
C’est la recherche des conditions optimales d’une manicre graduelle.  Les
parametres qui influent sur la sélectivité sont :
e La nature du solvant.
e La concentration du réactif DHB-S (Vpyg.s).
e Le milieu alcalin (VN,on)-
e Le temps de réaction.
e Latempérature du milieu.
¢+ Validation et application de la méthode d’analyse :
e La linéarité.

e Application en milieu pharmaceutique.

L’¢tude électrochimique va dérouler a 1’aide de deux méthodes, qui sont: la
voltammétrie cyclique (CV) et la voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV). Cette étude
sera réalisée en quelques étapes comme suite :

% La préparation des solutions (étalon/ pharmaceutique).

+» La préparation d’électrolyte support et la solution tampon.
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% La fixation des paramétres expérimentaux optimaux pour les deux méthodes
(CV/DPV).

¢ Application en milieux analytique et pharmaceutique.
I11.2. Etude spectroscopique par UV
I11.2.1. Matériels et produits
4+  Matériels

Toutes les ¢études spectrophotométries, en utilisant DHB-S, ont ¢été faites avec un
spectrophotometre a double faisceau UV/Vis (Figure II1.1). Les spectres €taient automatiquement
obtenus par le logiciel UV- Express Version 4.1.0. Les absorbances en UV ont été mesurées en

utilisant des cuves en quartz (1cm).

La température a été controlée par une étuve de modele de Memmert (Biichenbach, Allemagne).
Les solutions ont été préparées et ensuite agitées a 1’aide d’un agitateur magnétique de type

Vortex (Genese, Belgique). Une balance électronique a été utilisée pour peser les échantillons.

Figure I1II.1 : spectrophotomeétre Cary 60 UV-VIS Agilent

#+  Produits chimiques

Etalon de clarithromycine: il a ¢été achet¢ chez la maison Sigma-Aldrich (Steinheim,

Allemagne).

Produit pharmaceutique : le médicament utilisé au cours de cette étude est : CLARITAL®,

500mg (SOPHAL, Algérie).
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Réactifs et solvants organiques : L hydroxyde de sodium a été acheté chez Sigma-Aldrich
(Steinheim, Allemagne). Le méthanol, I’éthanol, et I’acétone sont de qualité analytique. L’agent
dérivant de DHB-S (Acide 2,5 Di-Hydroxy Benzene Sulfonique, sel monosodique)
(CsHsNaOsS) est de la méme source. L’eau distillée était produite par notre laboratoire a 1’aide
du systeme Milli-Q (Burgwedel, Allemagne), et filtrée sur des membranes type FH de diamétre
0,45um.

255
Eythromycin
Potency: 2850 pg per mg

Figure I11.2 : Clarithromycine pure

(Etalon)
- -
4
p
Figure I11.3 : Produit pharmaceutique de Figure IIL.4: Agent dérivant
clarithromycine de DHB-S
(CLARITAL®, 500mg)
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I11.2.2. Méthode expérimentale

¢ Préparation de différentes solutions
e Préparation des solutions meres :
Dans 1I’objectif de préparer des solutions meres d’une concentration de 1mg/ml, on a dissous une

masse de 250 mg de clarithromycine pure (étalon) dans un volume de 250 ml d’éthanol. La

procédure a faite avec la clarithromycine pharmaceutique (CLARITAL®, 500mg).

Figure IILS5 : Solutions méres

e Préparation du réactif DHB-S

La solution de DHB-S a été préparée en diluant 0,5 ml du réactif DHB-S dans un volume

approprié de I’eau distillée. La solution a été fraichement préparée et mise a I’abri de la lumicere.
e Préparation de la solution NaOH

Pour préparer une solution d’hydroxyde de sodium de concentration 0,2M, on a dissous une

masse de 2g d’hydroxyde de sodium dans un volume de 250ml de I’eau distillée.
e Procédure de dérivation chimique

Pour chaque solution, un volume de 1,0 ml de macrolide (CLA) d’une concentration bien définie
(Img/ml) a été transféré dans une fiole jaugée de 10 ml, puis des volumes V1 ml de solution

d'hydroxyde de sodium (0,2 M) ont été ajoutés, suivi par des autres volumes de V2 ml de DHB-S.
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Ces solutions ont ét¢ agitées et maintenues a température ambiante pendant quelques minutes (20
min). Apres la dilution, I'absorbance a ét¢ mesurée a 380 nm, en utilisant le blanc correspondant a

chaque test.

¢ Optimisation des conditions de la dérivation chimique

e Nature du solvant

Dans notre étude, la nature du solvant est un facteur important affectant sur la réaction du
DHB-S avec le macrolide (CLA), car il joue le role de faciliter le transfert des charges, et de
permettre  la  dissociation ou la  stabilisation des  complexes  formés.
Pour voir I’influence du solvant sur la formation des complexes CLA-DHB-S, plusieurs

solvants répandus en ce domaine ont été testés.

Pour chaque solvant (H,O / acétone /éthanol /méthanol), un volume de 1ml de macrolide
(CLA) a été transféré dans une fiole, puis des volumes de V=Iml de la solution d’hydroxyde

de sodium (0,2M) et V=Iml de la solution du réactif DHB-S, ont été ajoutés.
e Influence de volume du solvant

Pour bien comprend I’influence du solvant choisi dans I’étape précédente, on a ajoutée a 1ml
de macrolide un volume de 1ml d’hydroxyde de sodium et d’autres volumes variantes du

solvant sélectionné, dans une gamme allant de 0,25 a 1,75ml.
e Concentration du réactif DHB-S (Vpus-s)

La concentration d’agent de dérivation (DHB-S) est un facteur plus important, contribuant a
la formation des dérivés (PA-DHB-S). L'augmentation de la quantité de ce réactif favorise la
réaction, ce qui permet d’obtenir une bonne quantification. Donc, on a étudié le changement
de la concentration de DHB-S, pour ne pas avoir un exces de ce réactif et de diminuer la
consommation des produits, en faisant varier le volume de DHB-S dans une gamme de 0,5-

3.00 ml
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o Influence du milieu alcalin (VNaon)

Pour montrer I’influence du milieu alcalin, une série des essais dans la gamme de 0 ,25-2.00 ml a
¢té faite, avec des volumes déférents de NaOH (0,2 M). Les mesures de I’absorbance ont été

réalisées apres les 20 minutes qui suivent la préparation des échantillons.
e Effet du temps de la réaction

Une étude de I'influence du temps de la réaction, a différentes valeurs (5-25 minutes) sur la

formation et la stabilité des complexes, a été réalisée.
e Influence de la température

Pour montrer I’effet de la température sur la réaction de dérivation, entre le macrolide et le DHB-
S, et sur la stabilité des complexes formés, des mélanges de clarithromycine avec le réactif DHB-
S en milieu alcalin ont été préparés et étudiés dans plusieurs valeurs de température, qui sont : 25,

30, 35, 40, 45°C.
¢ Validation et application de la méthode d’analyse
e La linéarité

Il s’agit de vérifier la linéarité de la clarithromycine sur la gamme des concentrations étudiée. Le
protocole appliqué a la linéarité nécessite des dilutions successives dans un intervalle de 5

concentrations de 1 a 30 pg/ ml. Chaque solution a été préparée et testée trois fois (n=3).

e Application en milieu pharmaceutique :

Afin d’étudier le rendement de la méthode, pour notre médicament (CLARITAL®, 500mg), nous
avons préparé des solutions a des concentrations bien définies. Chaque solution a été analysée 3

fois de la méme maniére.
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I11.3. Etude électrochimique par voltammétrie cyclique et par voltammétrie

impulsionnelle différentielle

I11.3.1. Instrumentation et produits

+

Instrumentation

s Cellules électrochimiques

Les études par voltammétrie cyclique et par voltammétrie impulsionnelle différentielle sont

réalisées dans une cellule ¢lectrochimique simple en verre pouvant un réservoir de trois

¢lectrodes, ayant une capacité¢ de 40 ml (Minimum) et 200 ml (Maximum) (Figure IIL.6).

7
°

Electrodes utilisées
Electrode de travail : en platine de 3mm (Figure I11.6).
Electrode de référence : ¢’est une électrode au chlorure d’argent (3.0 mol L") (Ag/AgCl).

Contre-¢lectrode : en platine.

Electrode auxiliaire
@1
Electrode de

Electrode de

Electrode de travail

(Pt

référenceAg/AgCl

Solution a4 analyser

Figure I11.6 : Cellule ¢lectrochimique a trois ¢électrodes.
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% Appareillage électronique

e AUTOLAB (Metrohm Booster 10A) : fonctionné avec le logiciel de Nova 1.10.4.

Il permet de produire un signal triangulaire (voltammétrie cyclique), et de controler la tension
entre 1’¢lectrode de travail et la contre ¢lectrode. Il permet également de réguler cette tension de
maniére a maintenir la déférence de potentiel entre 1’électrode de travail et I’électrode de

référence, conforme au programme fourni par le générateur.

e Micro-ordinateur (PC HP PRO G3) : avec un systéme d'exploitation de Windows XP
SP3, qu’est compatible avec le Logiciel Nova (2.0). Il permet de visualiser et d’enregistrer les

déférentes courbes obtenues dans les études voltamétriques (I=f(E)).

AUTOLAB Metrohm

Booster1l0A

Cellule

Figure I11.7 : Equipement ¢lectrochimique utilisée.

4+  Produits chimiques

e Réactifs et solvants organiques :

o Sodium dihydrogen phosphate, NaH,PO, (Figure I11.8)
o Ethanol C,H;OH

o Chlorure de sodium NaCl (Figure I11.9)
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-
EIOCHEM
Chemopharma

Sodium chloride
Anaytival Reagent

T

Figure II1.8 : Phosphate monosodique de Figure I11.9 : Chlorure de sodium

sodium

e Produit a analysé : Clarithromycine (C3gHgNO;3), d’une masse molaire de

747,953 g/mol.

Figure II1.10 : structure chimique de clarithromycine.

I11.3.2. Méthode expérimentale

¢ Préparation des solutions (étalon/ pharmaceutique)

Dans I’objectif de préparer les solutions méres de concentration 1mg/ml, on a dissous une masse
de 250mg de clarithromycine pure dans un volume de 250ml d’éthanol. Par la suite, on a fait la

méme chose avec le produit pharmaceutique (CLARITAL 500mg).
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¢ Préparation d’électrolyte support de NaCl

La solution électrolyte support (0,1M) a été préparée comme suit : on a dissous une masse de

0,3g du chlorure de sodium dans un volume de 50ml d’eau distillée.
% La préparation de la solution tampon de NaH,PO,

Pour préparer une solution tampon a une concentration de 0,03M, on a dissous une masse de

0,18g de sodium dihydrogen phosphatedans dans un volume de 50ml d’eau distillée.

< Procédure

Un volume V1 de macrolide d’une concentration bien définie est mélangé avec un volume V2
d’¢électrolyte support (pH=7.0), puis le mélange est introduit dans la cellule électrochimique
pour une période de 30 min. En suite, a 1’aide d’un Autolab Metrohm (Booster 10A) équipé

par le logiciel Nova 2.0, les différents voltammogrammes sont enregistrées (I = f(E)).

< Paramétres optimaux pour les deux méthodes (CV/DPV)
L’¢étude ¢électrochimique a été réalisée en utilisant les parameétres suivants:
o Vitesse de balayage : v=0,1 Vs’
o Potentiel de balayage (CV): [-0,5 ; +0,6] / Ag/AgCl, KCl
o Potentiel de balayage (DPV): [ 0,0 ; +0,9] / Ag/AgCl, KCI
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Chapitre IV Résultats et discussion

IV.A. Etude spectrophotométrique en UV
IV.1. Introduction

Un développement d’ une méthode spectrophotométrique pour la détermination de
quantitative de la clarithromycine en milieu pharmaceutique a été réalisé. Afin d'atteindre la
sensibilité et la sélectivité maximale, 1'optimisation des conditions expérimentales a été faite,
en explorant la réaction de transfert de charge de ce macrolide avec un agent dérivant de type

DHBS-S.

L’effet de la nature du solvant, l'influence de la concentration du réactif, lI'influence de la
concentration du milieu alcalin (NaOH), le temps nécessaire pour compléter la réaction et la

température du milieu ont été étudié.
IV.2. Détermination de la longueur d’onde maximale

La réaction entre la clarithromycine et le DHBS-S en milieu basique (NaOH), entraine a la

formation des complexes de couleur orange.

Selon les résultats obtenus et les informations données par la bibliographie, on a fixé notre
choix a la valeur de 380 nm, car les complexes de ce macrolide présentent une importante

absorbance en UV a cette longueur d’onde, avec des réponses optimums du détecteur.

IV.3. Optimisation des conditions de la dérivation chimique

IV.3.1. Influence des solvants

Pour voir 'influence du solvant sur la formation de complexes PA- DHBS-S, plusieurs
solvants répandus en ce domaine ont été testés, et les résultats de cette étude sont donnés dans

le tableau IV.1.

Tableau IV.1 : Influence de la nature du solvant sur I’absorbance de CLA- DHBS-S

Solvant H,O Ethanol Méthanol Acétone

Abs 0,1711 0,4736 0,2112 1,3079

En vue de cette étude, 1’éthanol a été étudié en tant que solvant de la réaction. L’eau et un
autre solvant organique (le méthanol) ont été¢ également examinés mais, les résultats

d’absorbance étaient trés faibles.
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Dans une autre étape, 1’acétone a été utilisée. Elle s'est avérée plus appropriée et montrée une

excellente absorbance en UV.

Notons que, la meilleure sensibilit¢é du détecteur a été atteinte avec de l'acétone. Ceci
probablement a cause de la grande solubilit¢ du DHBS-S dans I’acétone et de sa capacité de

former des liaisons stables avec le complexe.

1.4
d.)
=
< 1.2
=
[
2 1
=
«
0.8
0.6
0.4
0.2 -
, 1N
H20 Ethanol Méthanol Acétone
solvant

Figure IV.1 : Influence de la nature du solvant sur I’absorbance de PA-DHB-S

Basé sur les résultats obtenus, on a conclu que le milieu organique (acétone) est nécessaire
pour I’optimisation de la réaction de notre systéme. Par conséquence, et afin d'obtenir la plus
haute sensibilité pour notre méthode, 1’acétone a été choisie comme solvant pour la suite de

notre travail.
< Influence de volume du solvant (acétone)

Le volume du solvant (I’acétone) est un facteur important, contribuant a la formation des
dérivés CLA- DHBS-S. L'augmentation de la quantité de ce solvant favorise la réaction et,
permet d’obtenir une bonne quantification. En faisant varier le volume du solvant de 0,25-

1,75 ml. Les résultats sont présentés dans le Tableau IV.2.
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Tableau IV.2 : Effet de volume du solvant acétone sur 1’absorbance du complexe PA-DHB-S

Volume 0.25 0.5 0.75 1 1.25 1.5 1.75
d’acétone (ml)
Abs 2.4607 2.4674 2.5857 2.6080 2.4250 2.5673 | 2.2554

La Figure IV.2 représente la variation du volume de 1’acétone en fonction de I’absorbance des

dérivés obtenus. L’observation de cette courbe montre que, dans I’intervalle de 0,25-1 ml,

I'augmentation du volume d’acétone conduit a 1’augmentation de l'absorbance. Ensuite,

I’absorbance va diminuer par 1’augmentation du volume d’acétone a partir de cette valeur

avec un changement variable, ce qui nous permet de dire que les volumes plus élevés

d’acétone n'ont eu aucun effet sur les valeurs d'absorption. On observe également que, la plus

haute absorbance a ¢été atteinte lorsque le volume d’acétone est de 1,00 ml. En se basant sur

ces résultats obtenus, on a décidé de choisir ce volume d’acétone pour la suite des travaux.

Absorbance

2.65

N
[e)]

2.55
2.5
2.45
2.4
2.35
2.3
2.25
2.2

0.5

1.5

Volume d'acetone (ml)

Figure 1V.2 : Effet de volume du solvant acétone sur I’absorbance du complexe PA-DHB-S.

1V.3.2. Effet de la concentration du réactif (volumes de DHBS-S)

Dans cette partie du travail, on va étudier le changement de la concentration du DHBS-S, dans

une gamme de 0,5-3.00 ml, tandis que la concentration de clarithromycine est maintenue a 30

pg/ml. Les résultats sont présentés dans le Tableau IV.3.
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Tableau IV.3 : Effet de la concentration du DHBS-S sur 1’absorbance du complexe PA-

DHBS-S
Volume du DHBS-S | 0.5 1 1.5 2 2.5 3
(ml)
Abs 1.0766 1.4845 1.6546 2.0783 1.6832 1.5670
o 2.5
o
=
]
£ 2
2
=
< 1.5
1
0.5
0
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
Volume du DHBS-S (ml)

Figure I'V.3 : Effet de la concentration du réactif (volumes DHBS-S) sur I’absorbance de
complexe PA- DHBS-S

La Figure IV.3 représente la variation de la concentration du DHBS-S en fonction de
I’absorbance des dérivés obtenus. L’observation de cette courbe montre que, dans I’intervalle
de 0,5 -2.00 ml, l'augmentation de la concentration du DHBS-S conduit a I’augmentation de

'absorbance.

Ensuite, I’absorbance va diminuer par I’augmentation de la concentration de DHBS-S a partir
de ce point de 2.00 ml, mais avec une faible variation, ce qui nous permet de dire que les
volumes ajoutés a partir de cette valeur n'ont eu aucun effet sur les valeurs d'absorbance. Cette
¢tude a révélé que la réaction dépendait du réactif du DHBS-S. On observe également que, la
plus haute absorbance a été atteinte lorsque le volume de DHBS-S est de 2.00 ml. En se
basant sur les résultats obtenus, on a décidé de choisir cette concentration de DHBS-S pour la

suite des travaux.
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IV.3.3. Influence du milieu alcalin (volumes de NaOH)

Dans les réactions de dérivation, le DHBS-S va réagir avec les groupes d’amines des
macrolides, et formé des produits chromophores de couleur orange en milieu alcalin
(hydroxyde de sodium). Les résultats de I’influence de la concentration de NaOH sur la
formation des complexes de PA- DHBS-S a une température ambiante, sont regroupés dans le

Tableau IV 4.

Tableau IV .4. Influence des volumes de NaOH sur ’absorbance du complexe PA-DHBS-S.

V Naon (ml) 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 2.00
Abs 1.0147 | 1.5871 | 1.9840 | 1.4770 | 1.2552 | 1.4707 | 1.6521

La concentration optimale de I'hydroxyde de sodium a été déterminée, en ajoutant divers
volumes de NaOH (0,2 M) au milieu réactionnel, dans la gamme de 0,25-2,00 ml. Les
résultats ont montré que, I’absorbance du complexe augmente en fonction de 1’augmentation
du volume de NaOH jusqu'a une concentration particuliere et diminue par la suite (Figure.
IV.4). Cela probablement a été attribué a I’augmentation des ions hydroxyde, qui va affecter

la réaction de dérivation.

L’ absorbance maximales a été trouvée au volume de NaOH de 0,75 ml. Cette valeur a été

choisie comme valeur optimale.
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Figure. IV .4 : Influence du milieu alcalin (volumes de NaOH) sur 1’absorbance du

complexe PA- DHBS-S.
IV.3.4. Influence du temps de réaction

Au aux bons résultats obtenus avec les agents de dérivation de DHBS-S, une étude de
I’influence du temps de réaction sur la formation et la stabilit¢ des complexes a été réalisée.

Les résultats obtenus sont regroupées dans le tableau IV.5.

Tableau IV.5 : Influence du temps de réaction sur 1’absorbance du complexe PA- DHBS-S

Le temps (s) | 300 600 900 1200 1500
Abs 1,918 1,9602 1,9725 2,2825 2,3041

La figure IV.5 montre la variation de 1’absorbance des complexes en fonction du temps. Dans
I’intervalle du temps examiné, une augmentation des valeurs d'absorbance a été observée
depuis le début de la réaction jusqu'a une valeur optimale. Apres cette période et jusqu'a
25minutes, l'absorbance est restée presque stable avec une variation négligeable.
I1 a été constaté que la réaction est quantitativement compléte, lorsque le mélange réactionnel
¢tait laissé pendant 20minutes, et tout retard des mesures jusqu'a 25minutes, n'ont eu aucun
effet sur la réaction. Par conséquent, afin de éliminer l'effet du temps et de rendre les
méthodes plus rapide, toutes les mesures d'absorbance ont été effectuées apres 20 minutes du

début de la réaction concernée.
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Vu aux ces résultats, les réactions ont été complétes en 20min, en utilisant le DHBS-S (Figure

IV.5).
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Figure. I'V.5 : Influence du temps de réaction sur I’absorbance du complexe

PA- DHBS-S

I1V.3.5. Influence de la température

Généralement la température joue un role important dans les réactions chimiques, elle peut
activer ou provoquer le systéme réactionnel. Les absorbances des complexes formés a
différentes températures (25-45 °C), ont été enregistrées, et les résultats sont donnés dans le

tableau IV.6.

Tableau IV.6 : Influence de la température sur I’absorbance du complexe PA-DHB-S.

T(C®) 25 30 35 40 45

Abs 2.6231 2.6653 2.0826 1.5658 1.2598

La Figure IV.6 montre la variation de I’absorbance des complexes en fonction de la

variation de la température.
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Figure. I'V.6 : Influence de la température sur 1I’absorbance du complexe
PA- DHBS-S.

Les résultats des Absorbances maximales de complexe ont révélé que I’augmentation de la

température avait un effet limité sur la réaction.

I1 a été constaté que les complexes ont été formés instantanément a une température ambiante,
et que la réaction n'a pas ¢été affectée par 1’augmentant de la température. Ceci est
probablement attribué¢ a I'instabilité des complexes de PA- DHBS-S. Par conséquent et au vu
des résultats obtenus, notre choix a été fix¢é a la température (30 °C), comme valeur optimum

et plus pratique.

IV.4. Validation de la méthode d’analyse

IV.4.1. Linéarité

Dans les conditions optimales décrites, la courbe d'étalonnage pour la clarithromycine a été
construite en tracant l'absorbance de PA-DHBS-S en fonction de la concentration de ce

macrolide (Tableau IV.7 et Figure. IV.8).

La conformité de la loi de Béer-Lambert doit étre évidente dans la gamme des concentrations
¢tudiées. Les équations de régression, la gamme de concentrations et le coefficient de

corrélation ont été reportés dans le tableau IV.7.

D’apres ce tableau (IV.7) et la figure IV.8, la loi de la Béer-Lambert était respectée dans la

gamme de concentrations de 5-30,0pg/ml. Une corrélation linéaire entre 1'absorbance des
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complexes formés de PA-DHB-S et la concentration de macrolide a été trouvée, en utilisant la

longueur d'onde maximale.

La valeur de coefficient de corrélation était supérieure a 0,9990, indiquant la bonne linéarité

de la méthode dans la gamme de concentrations étudiées.

Tableau IV.7 : Linéarité : changement de variables de PA-DHB-S en milieu aqueux.

C (ug/ml) 5 10 20 25 30

Abs 1,6957 1,7649 1, 9089 1,9899 2,0652

N
[EEY

y=0,0148x+1,6184
R? =0,9994

Absorbance
(2]

‘!—‘
o
1

1,8 -

1,7 -

1,6

1,5 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Concentration CLA (pg/mL)

Figure IV.7 : Courbes d’étalonnage du détecteur en milieu aqueux (Clarithromycine).

Tableau IV.8 : Résultats statistiques de 1’¢tude de la linéarité de la clarithromycine par la

méthode spectrophotométrie.

Composé Equation de calibration r

PA-DHB-S | Y=0,0148x +1,6184 0,9994
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IV.5. Application a I'analyse de produit pharmaceutique

Tableau IV.9 : Résultats de dosage de clarithromycine (PA) en milieu pharmaceutique

(CLARITAL® 500 mg, comprimé), par la méthode spectrophotométrique.

Concentration de CLA 5 20 30
(ng/ml)
Rendement p (%) 96.51 95.83 99.02

Pour montrer la performance de notre  méthode spectrophotométrique en milieu
pharmaceutique on a choisi de doser la clarithromycine dans un médicament disponible en
Algérie sous le nom CLARITAL® - 500 mg. Les résultats de cette étude sont regroupés dans
le tableau IV.9.

Comme on peut voir dans ce tableau (IV.9), les résultats obtenus par cette méthode proposée
sont concordants avec les valeurs indiquées par les fabricants, et sont également dans les

limites autorisées par les pharmacopées et les autres documents de validation.

Des taux de rendement dans l'intervalle de 95,0 a 99,0% ont été obtenus, indiquant que la
méthode mise au point est exacte et convenable pour la détermination quantitative de
clarithromycine dans le médicament de CLARITAL® - 500mg, sans aucune interférence
matricielle, ce qui démontré que notre méthode développée est appropriée pour le contrdle

pharmaceutique de ce macrolide.

IV.5. Conclusion

Dans le but de doser la clarithromycine en milieu pharmaceutique, notre recherche a aboutit

aux résultats suivants :

En utilisant 2,00 ml de DHBS-S avec un volume d’hydroxyde de sodium (0,2 M) de 0,75 ml,
nous avons obtenus des bons résultats en travaillant a une température de 30°C au bout de 20

mn. Les mesures d’absorbance en UV ont été réalisées a 380nm.

Les résultats obtenus a partir de l'analyse en milieu pharmaceutique (CLARITAL®) montre

une courbe d’étalonnage linéaire et des bons rendements.
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IV.B. Etude électrochimique

IV.6. Introduction

L’¢tude des propriétés ¢lectrochimiques du clarithromycine dans un produit pharmaceutique
(CLARITAL®, 500mg) a été effectuée sur la plage de potentiel allant du -0,5 jusqu’au +0,6V/
Ag/AgCl, KCl avec une vitesse de balayage de 0,1 Vs pour la voltammétrie cyclique, et du
0,00 jusqu’au +0,9V/ Ag/AgCl, KCl avec une vitesse de balayage de 0,1 Vs pour la

voltammétrie impulsionnelle différentielle.

Les propriétés redox de 1’analyte étudié, sur toute 1’étendue du domaine d’électro-activité,

sont bien déterminées.

IV.7. Voltammétrie cyclique (CV)

1 ug/ml
0,00006 - Hg/m

0,00004
0,00002

0,00000

current (A)

-0,00002 4
-0,00004
-0,00006

-0,00008 -

0,0 0,5 1,0 15
potentiel applied (V)

Figure IV.8 : Voltammogramme de clarithromycine (1pg/ml) par CV, sur une électrode de Pt

(¢ =3 mm), gamme de potentiel de -0, 5 ; +0,6V/Ag/AgCl, KCl,av=0,1 V™.

Le voltammogramme obtenue (Figure IV.8) montre 1’apparition d’un pic anodique a 0,1813
V/Ag/AgCl, KCl, qui correspond a I’oxydation de clarithromycine, avec une absence de pic

cathodique.

Ce qui bien indique que I’oxydation de la clarithromycine sur 1’¢électrode de platine est

irréversible.
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Des travaux précédents sur alkylesbenzénes ont indiqué que 1’oxydation passe par la
formation d’un intermédiaire radical cationique, ainsi il semble plus raisonnable que
I’oxydation de clarithromycine se produit au niveau du cycle aromatique avec transfert mono-

¢lectrique pour donner un radical cationique subit d’une déportation tres rapide de la chaine

latérale.
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Figure IV.9 : Electrodéposition des CV voltammogrammes de clarithromycine dans une
gamme de concentrations de 1-30ug/ml, sur une ¢lectrode de Pt (¢ =3 mm) ; gamme de

potentiel de -0, 5 ; +0,6V/Ag/AgCl, KCl,av=0,1 Vs

L’¢électrodéposition (Figure IV.9) nous a montré que le potentiel anodique diminuer avec

I’augmentation de la concentration de la clarithromycine.

La concentration en clarithromycine de 30pg/ml est moins conductrice que 1ug/ml, bloquant
ainsi plus 1égerement 1'électrode de platine en diminuant le taux de transfert de charge avec le
temps, tant que le processus d’oxydation est contrdlé par la diffusion des especes
électroactives au niveau de la surface d’électrode de travail, donc ¢a peuvent expliquer le

phénomene.
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IV.7. Voltammétrie impulsionnelle différentielle (DPV)

La voltamétrie impulsionnelle différentielle a ¢été utilisée pour la quantification du
clarithromycine dans le produit pharmaceutique CLARITAL®-500mg, car elle donne des

voltammogrammes dans lequel les pics sont mieux définis que celles obtenues par voltamétrie

cyclique.
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Figure IV.10 : Electrodéposition des DPV voltammogrammes de clarithromycine dans la
gamme de concentrations de 1-30ug/ml, sur une ¢lectrode de Pt (¢ =3 mm) ; gamme de

potentiel de -0, 00 ; +0,9V/Ag/AgCl, KCl, av=0,1 Vs

La figure IV.10 montre que dans les conditions optimisées, les courants des pics d’oxydation
de la clarithromycine ont diminué linéairement avec 1’augmentation de la concentration de

CLA dans la gamme de concentrations de 1-30ug.

La courbe d’étalonnage a été construite en tragant les valeurs du courant d’oxydation en
fonction de la concentration en clarithromycine (Figure IV.11). La méthode électrochimique
développée a montré une corrélation linéaire sur une gamme de concentrations de 1-30ug,
avec une ¢équation de régression de Ia= 0.0029 c + 0.1474, avec un coefficient de corrélation

de R?=0,9945, ou ¢ est la concentration de clarithromycine et Ia est le courant d’oxydation.
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Figure IV.11: Courbe d’étalonnage représente la variation du courant d’oxydation (Ia) en

fonction de la concentration de CLA (1-30ug/ml).

IV.8. Application a I'analyse de produit pharmaceutique

Tableau IV.10 : Résultats de dosage de clarithromycine (PA) en milieu pharmaceutique

(CLARITAL® 500 mg, comprimé), par la méthode voltamétrique de DPV.

Concentration de CLA 15 20 30
(ng/ml)
Rendement p (%) 93,34 94,57 95,05

Afin d’étudier I’efficacit¢ de notre méthode voltamétrique de DPV pour le dosage de la

clarithromycine en milieu pharmaceutique, en utilisant le médicament CLARITAL® - 500

mg, qui est le plus utilisé en Algérie. Les résultats de ce travail sont regroupés dans le tableau

IV.10.

Les rendements des analytes étudiés étaient calculés sur I’intervalle de dosage testé. Vu aux

résultats du tableau IV.10, les valeurs obtenues se situaient entre 93,0 et 96,0 % et ont été

jugées satisfaisantes. Ceci montre que notre méthode voltamétrique de DPV est performante

pour le dosage de la clarithromycine en milieu pharmaceutique.
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IV.9. Conclusion et comparaison des méthodes

Les résultats de cette étude montrent que la méthode voltamétrique de DPV est linéaire a des
concentrations comprises entre 5 et 30 ug/ mL. Par conséquent, elle peut étre facilement

adoptée pour le controle de qualité de routine de CLA dans les formes pharmaceutiques.

Les résultats obtenus dans cette étude sont trés satisfaisants et a prouvé que le dosage par
DPV est une bonne méthode alternative pour 1’analyse de notre macrolide en milieu
pharmaceutique. C'est un outil analytique trés utile comme complément ou substituant des
méthodes physico-chimiques traditionnelles (HPLC...). Cependant, la comparaison de cette
méthode avec la méthode spectrophotométrique UV montrent que les résultats des rendements

sont trés comparables.

Le choix final entre les deux méthodes est néanmoins difficile a faire, car les deux dosages
répondent aux exigences de sélectivité et d'efficacité pour I’analyse quantitative. Dans
l'industrie, la quantification de CLA par la méthode HPLC est précise mais plutot coliteuse.
Par ailleurs, les deux méthodes développées (voltamétrique de DPV et spectrophotométrique

UV) utilisent des réactifs et des solvants organiques moins cher.
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Conclugion Générale

Dans notre travail, nous nous intéressons au dosage analytique et pharmaceutique d’un
médicament a base de 1’antibiotique clarithromycine, par une méthode spectrophotométrique

UV et deux méthodes électrochimiques.

Premiérement, pour 1’étude spectroscopique par UV, I’optimisation de la détection en UV
nous a conduits a étudier 'effet de plusieurs parameétres sur la réaction de dérivation chimique
entre CLA et DHBS-S. Les valeurs de réponses et les résultats obtenus sont trés suffisants.

Ces résultats peuvent étre résumés dans les points suivants :
-L’influence du solvant, (I’acétone).

-Le volume du réactif DHB-S, (2ml).

-Le volume d’hydroxyde de sodium NaOH, (0 ,75ml).

-Le temps (20min).

-La température (30°C).

En deuxieme lieu, la voltammétrie cyclique (CV) et la voltamétrie impulsionnelle
différentielle (DPV) sont des méthodes d’électroanalyse, qui nous ont fourni des informations
variables sur le processus d’interface ¢électrode/solution (la diffusion des especes
¢lectroactives, transfert de charge), ainsi que d’¢étudier I’influence de la concentration sur le
potentiel d’oxydation. Ces deux méthodes nous ont permis de bien définie que notre systéme

est un systéme irréversible.

En regardant les résultats obtenus, nous constatons que la méthode ultraviolette est efficace,
en raison de sa dépendance aux valeurs exactes tirées de 1’appareil UV, mais elle est un peu
colteuse. Par contre, les méthodes ¢électrochimiques sont couramment utilisées, en raison de
leurs simplicités et de leurs rapidités pour la caractérisation initiale d'un systéme redox actif.
En plus de fournissentune estimation du potentiel redox, ces techniques peut aussi donner de
l'information sur le taux de transfert électronique entre l'électrode et l'analyte, et sur la

stabilité de I'analyte dans les états d'oxydation électrolysés.
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L’analyse quantitative du principe actif de clarithromycine en milieu pharmaceutique
(CLARITAL® - 500mg), est validée en vérifiant le paramétre de la linéaire, qui est le plus

important dans 1’estimation quantitatif et qualitatif.

En conclusion, nous disons que chaque méthode dépond aux ses caractéristiques qui la
distinguent. Donc, on peut dire que les deux méthodes (spectrale par UV et électrochimiques

par CV/DPV) sont efficaces pour I’analyse de CLA en milieu pharmaceutique.
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