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Introduction génerale

Introduction Générale

Le corps humain contient un grand nombre de bactéries, dont certaines sont bénéfiques et ne
causent aucune maladie, mais aident plutdt le corps dans certaines fonctions telle que 1’analyse des
aliments. Certains d’entre elles sont nocifs et affligent les humains demaladies et I’infection
bactérienne. Lorsque cette infection est provoquée par la transmission de bactéries a une personne
et que cette transmission peut provenir d’une personne infectée ou d’un milieu environnemental, ou
en mangeant des aliments ou des boissons contaminés par des bactéries. L’infection bactérienne se
propage rapidement et ses effets varient d’un individu a I’autre selon la résistance et I’immunité de

chacun.

Le traitement de ces infections est basé sur 1’utilisation des antibiotiques, qui doit répondre a
des régles précises d’utilisation. Le choix de I’antibiotique clinique est habituellement reposé la
sensibilité des germes responsables aux antibiotiques. En revanche, les macrolides restent le
premier choix dans le traitement des infections bactériennes. En général, 1’érythromycine (ERY) et

la spiramycine (SPI) sont les médicaments de macrolide les plus utilisés.

La qualité du médicament affecte 1’efficacité et la sécurité du traitement, et pour confirmer
cette qualité, il existe plusieurs méthodes d’analyse. Dans cette étude, nous avons appliqué deux
techniques différentes : méthode analyse spectroscopique en UV et méthode analyse d’HPLC pour
le dosage de macrolides en milieux pharmaceutique et biologique. L’utilisation de ces méthodes

représente un intérét pour les chercheurs dans le domaine de I'analyse des médicaments.

Dans ce contexte, on se propose, dans ce mémoire de Master en Ecotoxicologie Animale,
d’exploiter deux méthodes, méthode spectrophotométrique (UV) et méthode de chromatographie
liquide a haute performance (HPLC), pour le dosage de I’érythromycine et de la spiramycine (ERY
et SPI), dont I’objectif de contrdler la quantité de ces macrolides dans des médicaments génériques

(Erybesan® et Rovamyne®) et en milieu biologique (poissons de Tilapia).
Le manuscrit que nous présentons se divise en deux parties :

++ Partie théorique :
- Généralité sur les antibiotiques et les médicaments.
- Méthodes d’analyse.

< Partie expérimentale :

- Etudes spectroscopique par UV.

1
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- Dosage chromatographique par HPLC.
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1.1. Introduction

Les antibiotiques (dont les antibactériens) constituent une classe thérapeutique distincte dans
le sens ou elles sont destinées a agir sur des cellules ou des organisées vivants ce développant au
détriment d'un autre organisme vivant (h6te) Comme tout organisme vivant, les bactéries sont
capables de s'adapter a leurs environnements et de développer des stratégies de défense en cas

d'agressions extérieures

1.2. Définition des antibiotiques

Un antibiotique est défini comme toute substance chimique produite par des micro-
organismes ayant le pouvoir d’inhiber et méme de détruire les bactéries et autres micro-organismes.
L’étendue de D’activitéantibactérienne d’un antibiotique définit son spectre. Plus un antibiotique

détruit des types de bactéries différentes, plus son spectre est large.
Les antibiotiques sont caracterisés par [1,2].

e Activité antibactérienne (spectre d’activité) .

e Toxicité sélective (mode d’action).

e Activité en milieu organique (pharmacocinétique).
e Bonne absorption et diffusion dans I’organisme.

1.3. RGle des antibiotiques

Les antibiotiques sont utilisés en médecine (et en médicine vétérinaire) pour lutter contre des
infections bactériennes et doivent entre choisis en fonction de leur efficacité sur la bactérie a
combattre, ce qui peut étre testé grace a un antibiogramme [3,4].
1.4. Classification des antibiotiques

Selon I’origine taxonomique du microorganisme :
Bactéries comme les Bacillus, Actinomycétalescomme les Streptomyces.
Champignons comme la pénicilline.

Selon le type d’activité antibiotique :

e Anti gram* pénicilline.

e Anti grampoly myxine.
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e A large spectre tétracycline.
e Aaction locale Soframycine.
e Antituberculeux Rifamycine.
e Antifongique Nystatine.

e Antitumoral : Rubidomycine.
Selon la structure chimique de I’antibiotique :

e Blactamines : pénicillines,

e Aminosides : Streptomycine centamycine.

e Tétracyclines : Tétracycline, Oxyteracycline.
e Macrolides : Erythromycine, Oléandomycine.
e Ansamycines : Rifamycine, Rifampicine.

e Antibiotiques divers : Chloramphénicol, acide fusidique [5].

Une partie de la pharmacologie la pharmacocinétique, étudie le sort, le devenir des
médicaments introduits dans 1’organisme de [’absorption 1’élimination en passant par la
distribution. Une autre partie, la pharmacodynamie a pour objet I’étude de I’action exercée par le

médicament sur 1’organisme [5].

1.4.1.Principales familles des antibiotiques

Il existe plusieurs familles d’antibiotiques les principales sont les bétalactamines (pénicillines
et céphalosporines), les macrolides, les aminosides, les cyclines et les quinolones. Ces grandes
familles d’antibiotiques se différencient par : leur spectre d’activité, leurs indications, leur voie
d’utilisation, leur mode d’emploi et leur fréquence d’utilisation. Les antibiotiques d’usage courant

sont : B-lactamines, Aminosides, Macrolides et apparentes, Tétracyclines [6,7].

1.5. Les macrolides

Les macrolides sont des antibiotiques genéralement bactériostatiques utilises en seconde
intention par voie orale. Leur spectre est grossierement celui de la pénicilline G. Leur tropisme
intercellulaire tres marque 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 P45 et peuvent étre ainsi a 1’origine d’interactions médicamenteuses significatives ...

[8].
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1.5.1. Propriété physicochimiques des macrolides

1.5.1.1. Propriété physique

Les macrolides sont peu solubles dans I'eau. Solubles dans les solvants organiques
(liposolubles). Peu dhydroxyles ou de groupements polaires cycle lactonique apolaire assez
volumineux. La présence de plusieurs carbones asymétriques leur confére une action sur la lumiére

polarisée variable selon les composés [9, 10].

1.5.1.2. Propriété chimique
On a 3 propriétés chimiques importantes [10].

9. T S T . .
** Structure d'hétérosides aminés a l'origine d'une bonne stabilité.

** Plusieurs fonctions basiques portées par les oses (oses aminés), et dans le cas des azalides

(tulathromycine) incluses dans la structure macrocyclique.

% Présence d'hydroxyles qui permet la préparation d'esters.

Spiramyzin | R=H
HSC OCH, spiramiyein | R= COCH
OH Spiramuycin Il R= COCHACHy
Figure 1.1  Structure Figure 1.2  Structure de Spiramycine

d’Erythromycine
1.5.2. Structure et classification

1.5.2.1. Structure

Structure hétérosomique qui libére a I'nydrolyse pour aglycone une lactone macrocyclique.
Lactone (ester dans un cycle) a 14, 15 ou 16 atomes reliées a trois oses aminés au maximum. Ce
cycle lactonique porte deux types de substituants :

e Des hydroxyles en nombre limité.

e Des groupements méthyles.
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1.5.2.2. Classification
Toutes macrolides présentent des caractéristiques similaires et quelques particularites, ils

possédent un noyau lactone centrale auquel sont liés des sucres ; au moins 2 sucres : aminés ou
neutres. Il existe plusieurs classifications de macrolides, on les classe parfois en divers générations
[11].
lére génération :

> Cycle a 14 atomes de carbone : érythromycine A.

> Cycle a 16 atomes de carbone : spiramycine.
2eéme génération :

» Cycle a 14 atomes de carbone : clarithromycine, roxithromycine.

» Cycle a 15 atomes de carbone : azithromycine.

» Cycle a 16 atomes de carbone : midécamycine, josamycine.
3eéme génération (Kétolides) :

» Cycle a 14 atomes de carbone : télithromycine.

1.6. Erythromycine
1.6.1. Propriétés physico-chimiques

L'érythromycine est instable en milieu acide (pH < 6,9) par formation d'un hémiacétal par
addition nucléophile de I’hydroxyle en 7 sur la cétone en 10 qui par déshydratation aboutit a la
formation de I'anhydroérythromycine. Cette derniére subit une addition nucléophile de I'nydroxyle
en 13 sur la double liaison en 10 pour former un dérivé de type spirokétal.

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

sont relargués et ainsi absorbés plus au niveau de la partie intestinale [12,13].

1.6.2. Indication

Les indications de I'érythromycine sont multiples du fait de son action sur un grand nombre
de bactéries. Cet antibiotique pris par voie orale peut étre utilisé pour traiter desangines, des
bronchites (aigues ou chroniques), des sinusites, certaines infections de la peau (acné, érysipéles,
impétigos, etc.), des infections génitales (hors gonocoque), des infections de la bouche ou du
visage, des pneumopathies ou encore des rhumatismes articulaires aigus. Prise en association avec
un autre antibiotique, I'érythromycine est indiquée dans le traitement des otites moyennes aigues de
I'enfant. Enfin par voie cutanée, I'érythromycine est indiquée dans la prise en charge de l'acne
[14,15].
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1.7. Spiramycine

Ce médicament est un antibiotique qui appartient a la famille des macrolides. Il est utilisé
dans le traitement de diverses infections bactériennes, notamment de la gorge, des sinus, des

poumons, des bronches, de la peau, de la bouche et des dents, de I'appareil génital [16, 17].

1.7.1. Propriétés physicochimiques

Propriétés chimiques et propriétés physiques de spiramycine sont regroupées dans le tableau
suivant :

Tableau 1.1 Propriétés chimiques et physiques de spiramycine.

Formule Ca3H74N20 14

Propriétes Masse 843.053g/mol
chimiques molaire
PH

8-10

T de | 913.7°C
Propriétés fusion
physiques 0.950- 1.50 g/ cm3
Densité

1.7.2. Utilisations

Ce médicament est antibiotique qui appartient a la famille des macrolides il est utilisé dans le
traitement de diverses infections bactériennes notamment de la gorge des sinues des poumons des
bronches, de la peau de la bouche et des dents, de I’appareil génital. Il est également utilisé dans

deux indications particulaires :
= Le traitement de la toxoplasmose chez la femme enceinte.
= Laprévention ponctuelle de méningites a méningocoques [18, 19].

1.8.Généralité sur les médicaments (Erybesan® et Rovamyne®)

1.8.1. Définitions de médicament

Les médicaments ne sont pas des produits comme les autres et son définit le médicament
comme toute substance ou compositions présentée comme possédant des propriétés curatives ou
préventives a 1’égard des maladies humaines ou animales. Un médicament est une substance qui

permet de prévenir traiter ou de déceler une maladie humaine ou animal, il peut étre utilisé pour
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combattiez de bactéries ; soulager une douleur diminuer un symptdéme ou pallier une carence [20,
21].

1.8.2. Origine de médicament

1.8.2.1. Origine végétale

L’utilisation des plantes en thérapeutiques (phytothérapie) et trés ancienne et connait
actuellement regain d’intérét auprés du public-il possible d’utiliser la plante entie¢re ou les produits

d’extractions (menthe —bourdaine).

1.8.2.2. Origine animale

Les organes animaux servent a préparé des hormones insuline, hormones hypophysaires un

anticoagulant (héparine) ou des enzymes(pepsine) couramment utilisés en thérapeutique.

1.8.2.3. Origine microbiologique

Les vaccins obtenus a partir de bactéries ou des virus atténués ou tués et conférant apres

injections une correspondante sont classé dans cette catégorie.

1.8.2.4.0rigine minéral

De nombreux minéraux ont été comme les plantes, longtemps utilisés avant le développement
de la chimie organique certains d’entre eux qu’ils soient des produits naturels purifies ou obtenus
par des réactions de chimie minéral, sont encore employés. En qualité de principes actifs ou

d’excipients des médicaments

1.8.2.5. Origine synthétique

Composé synthétisé ou créé¢ par fermentations pendant la fabrication d’un ingrédient
pharmacocinétique actif mais qui n’est ni ne purifieni extrait avant I’étape suivant de la synthese.
1.8.2.6. Origine biotechnologique

Un médicament biotechnologique pharmaco-cinétiquement actif et synthétisé par une source
biologique cellule vivants ou extrait d’elle et non obtenue par la chimie de synthése ceci inclut des

protéines par exemple hormones cytokines, anticorps des vaccine ...etc. [22, 23].

1.9.Compositions et conditions des médicaments

¢+ Compositions
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Un médicament est composé d’une ou des plusieurs principes actifs et un d’un ou plusieurs

excipients.
e Le principe actif

Est une molécule ou un ensemble de molécule a I’origine de I’effet thérapeutique en d’autres

termes c’est elle qui est capable de soigner le malade la dénomination du principe actif.
o Lesexcipients

Sont des substances permettant la prise du médicament sans elles le principe actif ne peut étre
administré les excipients ont donc plusieurs fonctions comme 1’administration du principe a travers

une forme pharmaceutique administrable comme les comprimés, les gélules ou les sirops.

+« Conditionnement
Le conditionnement d'un médicament est I'ensemble des éléments matériels (boite, etc.)
destinés a protéger ce medicament tout au long de son parcours. C'est aussi un support important

d'informations dont la qualité contribue au bon usage du médicament [24, 25].

1.10.Cycle de vie du médicament

De la recherche jusqu’au consommateur, la vie d’un médicament suit un cycle précis. Ce
dernier peut étre divisé en trois principales étapes. La premiere étape « préparation » concerne la
recherche et le développement. La deuxiéme étape « autorisation » englobe les
procéduresadministratives pour la commercialisation du médicament. Enfin, la derniére

étapel’utilisation est la commercialisation [26, 27].

Social Media & Product pipeline

v

PIPELINE

Industrial secret : social media leaks monitoring >

Patients expectations

Patients expectations and Patients fears

insights. Patients experiences
Outbreaks

mentions / cases
Governments / Public health Social Media clinical trial
feeling recruitments

Identification of major media: press,
blogs., ...

Networks Mapping, Clustering,
Media attention measurement

PHARMACEUTICAL INDUSTRY AND SOCIAL MEDIA BY ACTULLIGENCE

Figure 1.3. Cycle de vie de médicament

1.11. Dénomination des médicaments

10
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Le médicament a trois noms, qui sont les suivants : un nom chimique, une dénomination

internationale commune (DCI) et un nom commercial [28].

» Nom chimique :

Il est le nom scientifique correspond a la formule chimique de le médicament. Ce nom est
utilisé par les chercheurs.

» Deénomination Commune Internationale (DCI)

Le nom générique est en fait sa Dénomination commune internationale, la DCI. Celle-ci est
attribuée par I'Organisation mondiale de la santé (OMS), et non choisie par le fabricant. Elle n'est
pas le fruit du hasard. Elle est composée a partir de segments-clés qui renseignent notamment sur

I'origine et le mode d'action pharmacologique du produit.
» Nom commercial

Le nom commercial qualifié aussi de marque ou de pharmaceutique est attribuée par le
producteur du médicament (le laboratoire pharmaceutique). Cette appellation est géneralement
courte et facile a mémoriser Mais a la différence du nom commercial, elle pourra différer d'un pays

a l'autre, aussi etil peut I'identifie comme la propriété exclusive de ce laboratoire.

1.12. Erythromycine :

L'érythromycine est un antibiotique antibactérien de la famille des macrolides. Elle agit en
inhibant la synthése des protéines bactériennes en se liant a la partie 50s du ribosome et en
empéchant la translocation peptidique. Elles procedent de I'activité antibactérienne et des

caractéristiques pharmacocinétiques de I'érythromycine [29, 30].

Elles tiennent compte a la fois des études cliniques auxquelles a donné lieu
ce médicament et de sa place dans I'éventail des produits antibactériens actuellement
disponibles.Elles sont limitées aux infections dues aux germes définis comme sensibles,notamment

dans les manifestations suivantes :

o Angines documentées a streptocoque A béta-hémolytique, en alternative au traitement par
bétalactamines, particuliérement lorsque celui-ci ne peut étre utilisé.

o Sinusites aigués. Compte tenu du profil microbiologique de ces infections, les macrolides
sont indiqués lorsqu'un traitement par une bétalactamine est impossible.

o En cas de suspicion de pneumopathie atypique, les macrolides sont indiqués quels que

soient la gravité et le terrain.

11
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o Enalternative au traitement par les cyclines, lorsque celles-ci ne peuvent étre utilisées.

1.13. Erybesan® 200mg/5mL (Sandoz,Spa)

Ce médicament est indiqué dans le traitement et la prévention de certaines
infections bactériennes a germes sensibles Le tableau suivant présent quelques informations sur le

médicament d’Erybesan®.

Tableau 1.2 Information sur Erybesan®.

Nom Commercial Erybesan®
Dosage 200MG/5ML
Forme GRLES. SOL. BUV.
DCI Erythromycine
Laboratoire Sandoz
Classe thérapeutique Infectiologie
Classe pharmacologique MACROLIDES & SYNERGISTINES
Conditionnement B/12
Commercialisation Oui
Remboursable Non

Figure 1.4 Emballage d’Erybesan®200mg/5.

1.14. Rovamyne ®3 MUI (Hupp, Srl)

12
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Ce médicament est indiqué dans le traitement et la prévention de certaines

infections bactériennes a germes sensibles Le tableau suivant présent quelques

informations sur le médicament Rovamyne®.

Tableaul.3 Information sur Rovamyne®

Nom Commercial Rovamyne®
Dosage 3M.UI
Forme Comprimé pelliculé
DCI Spiramycine
Laboratoire HUPP pharmaceutical
Classe thérapeutique Infectiologie
Classe pharmacologique Macrolides Associations d’antibactériens
Conditionnement /
Commercialisation Oui
Remboursable Oui

Figure 1.5 Emballage de Rovamyne® 3 M.U.I
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11.1. Chromatographie liquide haute performance (HPLC)

11.1.1. Chromatographie

La chromatographie, méthode d’analyse physico-chimique, sépare les constituants d’un
mélange (les solutés) par entrainement au moyen d’une phase mobile (liquide ou gaz) le long d’une
phase stationnaire (solide ou liquide fixé), grace a la répartition sélective des solutés entre ces deux
phases. Chaque soluté est donc soumis a une force de rétention (exercée par la phase stationnaire) et

une force de mobilité (due a la phase mobile) [32,33].

a) Echantillon b) Eluant c) Eluant

= | = =

Résine Echantillon

Echantillon

N N NN
J | U | Ul

Figure 11.1 Chromatographie aspects généraux [31]

11.1.2. Principe

Le principe de la chromatographie consiste a entrainer 1‘échantillons a 1‘aide d‘un éluant
(gazeux ou liquide) appelé phase mobile (PM), qui se déplace au contact d“unesecondephase fixée
sur un support (colonne ou surface plane). Celle-ci, dite stationnaire (PS), est insoluble dans la
premiere [33]. Chaque composé est caractérisé par un coefficient de distribution de Nernst K

(appeléégalement coefficient de partition) défini comme suit: K=Cs/Cm

» Cs: concentration dans la phase stationnaire

» Cm : concentration dans la phase mobile

11.1.3. Classification des méthodes chromatographique

Les méthodes chromatographiques peuvent étre classées selon trois manieres [33].
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+« La nature physique des phases : Dans cette classification, la phase stationnaire est un solide ou

un liquide immobile fixé sur un support, alors que la phase mobile est un fluide qui peut étre

soit liquide soit gaz.

% Le principe du phénoméne mis en jeu dans

partage, d’exclusion, échangeurs d’ions.

la séparation : adsorption, affinité,

¢ La méthode mise en ceuvre (support de la phase stationnaire) : colonne ou papier

(couche mince).

11.1.3.1. Classification selon la nature des phases

Les différentes méthodes chromatographiques sont [33].

>

YV V V V

La chromatographie en phase gazeuse CPG.
La chromatographie sur couche mince CCM.
La chromatographie en phase liquide CPL.

La chromatographie liquide a haute performance HPLC.

La chromatographie en phase supercritique CPS.

11.1. 3.2. Classification selon la nature des phénomeénes

On distingue quatre types de phénomenes [33].

>
>
>
>

Chromatographie d’adsorption.
Chromatographie de partage.
Chromatographie ionique.

Chromatographie d’exclusion.

11.1.4. Chromatographie liquide a haute performance

11.1.4.1. Définition

en anglais. En 1979, premiere séparation chirale par HPLC.

En 1968, mise au point de la Chromatographie Liquide Haute Performance CLHP ou HPLC

La chromatographie est une technique permettant de séparer plusieurs constituants d'un

mélange en les faisant migrer, sur une phase immobile, par une phase liquide ou gazeuse. Cet article

présente les principaux types de chromatographie, avec leur principe de séparation et leurs

principales indications. Il propose, en derniére partie, une comparaison de ces différentes techniques

[34].
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11.1.4.2. Principe de HPLC

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est
introduit dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles interagissent
plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne chromatographique. La phase
mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le systéme chromatographique. Le
mélange a analyser est injecté puis transporté au travers du systeme chromatographique. Les
composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre la phase mobile et la phase

stationnaire [34].

En sortie de colonne grace a un détecteur approprié les différents solutés sont caractérisés par
un pic. L'ensemble des pics enregistrés est appelé chromatographie liquide permet le dosage de

composés méme a 1’ état de traces [34].

11.1.4.3. Appareillage
La phase mobile est pompée a partir d'une bouteille et parcourt en permanence le
chromatographe : l'injecteur, la colonne dans le four et le détecteur. La température du four est

maintenue constante. Le signal du détecteur est amplifié et enregistré [34].

Schéma de principe
d'une chaine d"HPL.C

i . Systeme
Résevoir de solvant d'intégration et
dicateur de d'impression

pression et déebit

Systeme d'injection

Colonne

Figure 11.2 Schéma de systeme chromatographique.

L’appareil de "THPLC est composé de : Réservoir de la phase mobile (solvant), Pompe, Injecteur-
Colonne, Détecteurs, Intégrateur.

11.1.4.4. Intérét de la HPLC dans le contréle qualité
Chromatographie en phase liquide a haute performance CLHP est utilisé dans l'industrie de la
fabrication des produits pharmaceutiques, et des médicaments a tester les produits et les ingrédients

utilisés pour les fabriquer.
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Ce test il souvent effectué par le contrdle de qualité (QC), le laboratoire d'une entreprise
pharmaceutique, les chimistes employés par ses fabricants de fonctionner échantillons de matiéres
ou de produits finis par des machines de CLHP et analyser les résultats.

e Utilisés pour analyser les matiéres premiéres et les produits finis pour s’assurer que les
niveaux de qualité préétablie sont respectés

e La grande sélectivité de la méthode permet le dosage des impuretés des isomeéres et les
produits de dégradation des produits pharmaceutiques

e Identification et quantification des principes actifs et des impuretés

e Examiner la pureté la qualité des préparations pharmaceutiques

11.1.4.5. Avantages de la chromatographie liquide a haute performance

La chromatographie liquide a haute performance, ou HPLC, est une technique d’analyse
couramment utilisée dans le monde de la chimie et de la biochimie. Utilisé pour identifier et
séparer les composés, 1’équipement HPLC est beaucoup plus avancé que les autres formes de
chromatographie sur colonne.

Comprendre les avantages et les inconvénients aide les scientifiques a apprécier le
fonctionnement complexe de la CLHP. Technique plus efficace que l'autre [35].

e Latechnique chromatographique peut séparer le mélange contenant plus d'un composant.
e Il nécessite la petite quantité d'échantillon pour lI'analyse.

e Meéthode la plus utilisée dans I'industrie pharmaceutique.

11.2. Spectrophotométrie UV-Visible

11.2.1. Définition

La spectrophotométrie est le domaine qu’étude la mesure de 1’énergie transportée par les
rayonnements électromagnétique dans le domaine de la lumiére visible. La spectrophotométrie UV -
visible est une technique analytique fondée sur I’étude du changement 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 [36].

11.2.2. Principe de la spectrophotométrie UV-visible

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

hétérocycliques. Lorsqu’un faisceau de radiation monochromatique paralléle traverse Sous

e
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incidence normale un milieu absorbant homogeéne et constitué d’une solution de N composés
dissous ne réagissent pas les uns sur les autres, 1’absorbance de 1’ensemble est égale a la somme des
absorbances spécifiques. Lors de ce processus, lamolécule passe de 1’état fondamentale a 1’état

excité.

La spectrophotométrie UV-visible s'occupe des électrons de valence, les transitions possibles
seront les électrons des orbitales moléculaires liante ou non liante et orbitale moléculaire anti-liante
[37].

11.2.2.1. Loi de Beer-Lambert

Les applications analytiques de la spectrophotométrie d'absorption moléculaire UV -
Visibleconcernent les molécules en solution Peuvent étre qualitatives etouquantitatives Font appel
ala loi de Béer-Lambert.

La loi de Béer-Lambert établit la relation entre intensité transmise I et intensité incidente Io.

I =10 x Exp (- KIC).

Avec:
I : 'intensité du faisceau émergent
Io : I’intensité du faisceau incident.
K : coefficient d’absorption molaire (c’est une constante de proportionnalité de la
substanceabsorbante qui dépend de la longueur de I’indice).
C : concentration de la substance & analyser (mol/l).

| : I’épaisseur traversée (cm).

La relation fondamentale utilisée en spectrophotomeétrie est présentée sous la forme
A=log I/lo=¢€ C 1 (ou &= K/2.303).
Avec :
A : I’absorbance ou la densité optique.
€ : coefficient d’absorbance.

Cette relation est utilisée pour réaliser des dosages ou des suivis cinétiques.

11.2.3.Appareillage

L'appareillage est assez simple et extrémement robuste. Il ne nécessite pas d'entretien fréquent
a part celui de la cuve (amovible) qui doit étre parfaitement propre et sans rayures. Il existe
également des cuves jetables pour une plus grande facilité d'entretien. Il est constitué d'une lampe

(source du rayonnement) émettant dans tout le spectre UV-visible (lampe avec filament de
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tungstene, ou a arc au xénon par exemple), d'un monochromateur et d'un détecteur du rayonnement

final. Le tout est relié a un ordinateur qui en permet le contréle [38].

Le monochromateur permet de sélectionner les longueurs d'onde de travail. Il est basé sur le
principe d'un réseau de diffraction permettant de séparer les longueurs d'onde a la maniére d'un
prisme. Pour un bon fonctionnement, la lampe doit étre régulierement changée. Le réseau de
diffraction doit étre vérifié afin de s'assurer qu'il n'y a pas un décalage entre la longueur d'onde
demandée et la longueur d'onde réelle. Pour ce faire au moins une fois par an, des filtres tres précis

sont placés a la place de la cuve et I'on vérifie que la longueur d'onde détectée correspond bien a la

amplificateur

—Pp— 0122

détecteur affichage

monochromateur

21, 3
- =
Dz
-~
¢ 3 N
\

cuve

longueur d'onde théorique [39].

Figure 11.3  Schéma de principe d'un spectrophotometre.

% Sources lumineuses
Beaucoup de spectrometres comportent deux lampes a usage de sources :

= Une lampe a arc au deutérium sous moyenne pression pour la partie UV (<350 nm).

= Une lampe a incandescence avec un filament de tungstene et une enveloppe de verre de
silice (Quartz) pour la partie visible du spectre (a partir de350 nm). La lampe a arc xénon
qui couvre Tout le domaine de 200 & 1100nm, est utilisé pour les appareils de routine. Cette
source plus Energétique est souvent utilisée. Elle est choisie comme source unique par les
constructeurs Lorsqu’il s'agit d'un appareil de routine allant de 300 a 1100nm [39].

« Cellules

La cellule d’analyse se présente sous forme de parallélépipede a base carrée de 1 cm de trajet

Optique ayant deux faces opposées polies.
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On utilise des cuves en plastique transparent (milieu aqueux) ou en verre ordinaire (milieu

Agueux et organique), destinées aux mesures dans le domaine du visible et des cuves en quartz

Pour les mesures dans le domaine de 1’ultraviolet[39].

% Sélecteur de longueurs d’onde - Le monochromateur

Le monochromateur, est un systéme qui permet d’extraire de la lumiére émise par la source,
Un domaine étroit de son spectre d’émission et de sélectionner les longueurs d’onde du spectre. 11

est constitué d’une fente d’entrée, d’un systéme de dispersion et d’une fente de sortie [39].

. miroir de
ferg focalisation
réseau de
diffraction
P mirolr
fente d'entree collimateur

Figure 11.4  Schéma Monochromateur a réseau.

« Détecteurs

Le signal lumineux est converti en signal électrique a 1’aide d’un détecteur photo électrique.
On utilise soit un tube photomultiplicateur, soit un semi-conducteur (détecteur a transfert de
charge ou photodiode au silicium) [39].
» Une photodiode (semi-conducteur)

Lorsqu’un photon rencontre un semi-conducteur, il peut transférer un électron de la bande

envalence vers la bande de conduction (d’un niveau plus bas vers un niveau plus haut).

radiation
hv dopage n

\AM - <V>
AVAVa S ® @ | jonction
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Figure 1.5 Une Photodiode.
» Barrette de diode

L’emploi d’une barrette de diode permet une mesure simultanée sur toute 1’étendue du

spectre.

Ampoule

Tension

DIODE

Figure 11.6: Une diode.
» Un photomultiplicateur

Une radiation incidente arrache un électron de la cathode par effet photoélectrique, cet
¢lectron est alors accéléré vers une seconde électrode avec un potentiel élevé, I’énergie alors d

I’¢lectron incident est suffisante pour arracher d’autres électrons et ainsi de suite d’ou I’effet

photoélectron dynodes
\ N\
\\ /// \\H
\\\ rd “a
Radiation '\_\ ¢ A . electrons

hv\

e
anode
- .
: : “.vers amplificateur
haute tension (-) —__'f\/"\/' —','/"\/".V'"'-—- __/"'\/"\_j'l»
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multiplicatif [39].

Figure 1.7 Schéma Photomultiplicateur

11.2.4. Conditions d'utilisation d'un solvant en UV visible

Le spectre UV-Visiblela solution doit étre placée dans une cellule convenable, transparent a la

lumiére dansla bande de fréquences étudiées.

Afin d'obtenir un spectre UV-visible, la solution est soumise aux rayonnements dont la
longueur d'onde est comprise dans l'intervalle 200-400 nm (domaine des ultraviolets) et dans

I'intervalle 400-800 nm (domaine de la lumiere visible)[39].

11.2.5. Applications

La spectrophotométrie UV-visible est une méthode facile a mettre en ceuvre elle est utilisée

aussi bien pour I'analyse qualitative que quantitative.

11.2.5.a. Analyses qualitatives
Les spectres UV fournissent généralement peu de renseignements sur la structure moléculaire
des composés comparés aux spectres IR. Néanmoins, on les utilise soitpour une confirmation soit

pour une identification grace aux régles empiriques [40].

11.2.5.b. Analyses quantitatives
L’analyse quantitative par la spectrométric UV-visible est trés employée (beaucoupplus que

I’analyse qualitative) grace a 1’utilisation de la loi de Beer-Lambert [40].

e Comme applications, on peut citer :
e Dosage du fer dans I’eau ou dans un médicament
e Dosage des molécules actives dans une préparation pharmaceutique

e Dosage du benzene dans le cyclohexane

11.2.6. Principes d'étalonnage avec spectrophotométrie

Le principe de la spectrophotométrie est simple : I'appareil réalise une mesure de l'intensité de
la lumiére qu’il regoit, une fois celle-ci passée a travers un récipient transparent (cuvette dont la
matieére doit étre adaptée a la longueur d’onde), contenant la solution a étudier. Un dosage par
étalonnage utilisant la spectrophotométrie permet la détermination d'une concentration d'un soluté

coloré en solution aqueuse a partir d'une droite d'étalonnage. Dans le cas ou la mesure spectrale
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fonctionne en « mode double faisceau », la transmission du filtre est obtenue en faisant le rapport

entre le signal « la voie de reférence » [40].
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Chapitre 111 : Etudes spectroscopique par UV

I11. Introduction

Le développement des méthodes spectrophotométries pour la détermination de 1’érythromycine,
et la spiramycine dans les produits pharmaceutiques a été réalisé. Afin d'atteindre la sensibilité
maximale, l'optimisation des conditions expérimentales a été faite, en explorant la réaction de
transfert de charge des macrolides avec un agent dérivant de type NQ.

L’effet de la nature du solvant, l'influence de la concentration du réactif, l'influence de la
concentration du milieu alcalin (NaOH), le temps nécessaire pour compléter la réaction, et
I'influence de la température ont été étudié.

111.1. Matériel
111.1.1. Appareillage

Toutes les études spectrophotométriques ont été faites avec un double faisceau UV/Vis
Lambda 365, Ultraviolet-Visible spectrophotometre. Les spectres étaient automatiquement obtenus
par le logiciel UV- Express Ver.4.1.0. Les absorbances en UV ont été mesurées en utilisant des

cuves en quartz (1cm).

La température a été contrblée par une etuve de modéle MEMMERT (Blchenbach,
Allemagne). Les solutions ont été préparées et ensuite agitées a 1’aide d’un agitateur de Vortex. Une

balance électronique a été utilisée pour peser les échantillons.

111.1.2. Produits chimiques

111.1.2.1. Etalons
Les étalons de 1’érythromycine et la spiramycine ont été achetés chez la maison Sigma-
Aldrich (Steinheim, Allemagne).

111.1.2.2. Produits pharmaceutiques

Les produits pharmaceutiques utilisés au cours de cette étude sont : Erybesan®200 mg/ 5mL
(SANDOZ SPA, Algérie), Rovamyne® 3 M.U.l ; (HUPP Pharma, Algérie).

Tous les produits ont été utilisés tels quels et leurs solutions ont été fraichement préparées

chaque jour.

111.1.2.3. Réactifs et solvants organiques

Hydroxyde de sodium de qualité analytique a été acheté chez Sigma-Aldrich (Stein hem,
Allemagne). Le méthanol, 1’éthanol et 1’acétone (HPLC grade) sont de la méme source. Le 2-

méthyl-1,4-naphtoquinone (Ménadione, Cii1HgO2) provenait également de Sigma-Aldrich
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(Steinhem, Allemagne). 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 diametre 0,45um.

111.2. Méthode expérimentale

111.2.1. Préparation des solutions
% Solutions méres d’érythromycine et de spiramycine
Deux solutions meres ont été préparées ; dans la premiére nous avons mélangé 40mg standard
pur avec 10 ml de méthanol, et dans la seconde nous avons mélangé 10mg de spiramycine avec 10
ml d’acétonitrile afin d’obtenir une solution meére des concentrations de 4 mg/ml (ERY) et de 1
mg/ml (SPI).
% Solutions des échantillons pharmaceutiques
La préparation des échantillons d’Erybesan® et de Rovamyne® a été effectuée comme suit :
Une portion pesée équivalente au poids de 500 mg de produits pharmaceutique a été
transférée dans une fiole jaugée de 100 mL, soniquée pendant 5 min avec environ 10 mL de tampon
phosphate (pH 6,5) - acétonitrile (7 : 3, v / v), puis la solution a été diluée au volume avec le méme
solvant.
Le mélange a été bien mélangé, a laissé jusqu’a toute la matiere insoluble se déposer, et puis
filtrer a travers un filtre de Millipore GS 0,22 pm.
Un volume mesuré du filtrat a été dilué quantitativement avec le méme solvant pour donner

une solution ayant une concentration de travail.

111.2.2. Préparation du réactif NQ
La solution de naphthoquinone NQ (0,2%, m/v) a été préparée dans une fiole jaugée, en
dissolvant 0,2 g du réactif NQ dans 100 mLd'eau distillée. La solution a été fraichement préparée et

mise a ’abri de la lumiére.

111.2.3. Procédure de dérivation chimique

Pour chaque méthode, un volume de 1,0 mL de macrolide d’une concentration bien définie 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 NQ 0,2% (m/ v). Ces
solutions ont été agitées et maintenues a température ambiante pendant quelques minutes (t min).
Aprés la dilution, I'absorbance a été mesurée a 458 nm, en utilisant le blanc correspondant a chaque

test.
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111.2.4. Optimisation de conditions expérimentales

La recherche des conditions analytiques optimales a été faite d'une maniére graduelle. Les
parametres qui influent sur la sélectivite de la méthode spectrophotométrie ont eté étudiés. Ils sont :
nature du solvant, concentration du réactif NQ (0,25-2,5 mL), concentration de I’hydroxyde de

sodium (0,25-2,5 mL), le temps de la réaction (5-60 min) et la température (25-80 °C).

111.2.5. Application de la méthode d*analyse
111.2.5.1. Linéarité

Il s’agit de vérifier la linéarité de : I’érythromycine, et la spiramycine. Le protocole appliqué a
la linéarité nécessite des dilutions successives dans un intervalle de 5 concentrations de 15 a 55 g/

mL. Chaque solution a été testée trois fois (n=3).

111.2.5.2. Dosage des médicaments
Afin d’étudier le rendement de la méthode, pour chaque médicament, nous avons préparé quatre

solutions a 15, 25, 35 et 45 pg/mL. Chaque solution a été analysée 3 fois par la méthode d’analyse.

111.2.5.3. Dosage en milieu biologique
Les echantillons biologiques ont été préparés selon le méme protocole expéerimental qui sera

décrit dans le chapitre VI.

111.3. Résultats et discussion

I11.3.1. Détermination de la longueur d’onde maximale

Le spectrophotométre UV-Visible est universel et utilisé dans plusieurs études. Elles sont
appropriées d'autant qu'elles permettent un dosage rapide des médicaments [41]. C’est un moyen
disponible dans la majorité des laboratoires et intégré dans la plupart des appareils d’analyse (ex :
HPLC).

Le naphthoquinone (NQ) a été utilisé pour la détermination de nombreuses des amines en
milieux pharmaceutiques [42-48]. La réaction entre les macrolides et le NQ en milieu basique
(NaOH), entraine a la formation des complexes de couleur orange. Afin de déterminer la longueur
d’onde maximale de chaque complexe en UV, nous avons effectué une série de mesures
spectrophotométriques, aprés le prétraitement des échantillons de macrolides avec le
naphthoquinone, pour déterminer 1’absorption maximale du complexe Macrolide-NQ par un
balayage entre 400 et 600nm. Selon les résultats obtenus (Figure I11.1) et les informations données

par la bibliographie, on a fixé notre choix sur la valeur 458 nm, car les complexes de macrolide

28



Chapitre 111 : Etudes spectroscopique par UV

présentent une importante absorbance en UV a cette longueur d’onde, avec des réponses optimums

du détecteur.
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Figure.ll1.1  Spectres d’absorption en UV des complexes Macrolide-NQ.

111.3.2. Optimisation de conditions de la dérivation chimique

111.3.2.1. Influence des solvants :

Dans notre étude, la nature du solvant est un facteur important affectant sur la réaction du NQ
avec le macrolide, car il joue un role de faciliter le transfert des charges, ce qui permettre la
dissociation ou la stabilisation des complexes formés.

Pour voir I’influence du solvant sur la formation de complexes PA-NQ, plusieurs solvants répandus

en ce domaine ont été testés, et les résultats de cette étude sont donnés dans le tableau I11.1.

Tableau I11.1 : Influence de la nature du solvant sur 1’absorbance de PA-NQ.

Solvants H20 Méthanol Ethanol Acétone
Absorbance ERY-NQ 0,752 0,548 0,493 0,135
SPI-NQ 0,917 0,717 0,621 0,321

En vue de cette étude, I’éthanol a été étudié¢ en tant que solvant de la réaction. Ce solvant a
donné le méme comportement que celui obtenu avec le méthanol (Figure. 111.2). Un autre solvant
organique (I’acétone) a été également examiné mais, les résultats d’absorbance étaient trés faibles.

Dans une autre étape, 1’eau a été utilisée et elle s'est avérée plus appropriée et montrée une
excellente absorbance en UV.

Notons que, la meilleure sensibilité du détecteur a été atteinte avec de l'eau. Ceci
probablement a cause de la grande solubilité du NQ dans 1’eau et de sa capacité deformer des
liaisons hydrogéne stables avec le complexe.
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Figure. 111.2  Influence de la nature du solvant sur I’absorbance de PA-NQ.

Basé sur les résultats obtenus, on a conclu que le milieu aqueux (eau) est nécessaire pour
I’optimisation de laréaction de notre systéme. Par conséquence, et afin d’obtenir la plus haute

sensibilité pour notreméthode, 1’eau a été choisie comme solvant pour la suite de notre travail.

111.3.2.2. Effet de la concentration du réactif (volumes de NQ)

La concentration d’agent de dérivation NQ est un facteur plus important, contribuant a la
formation des dérivés PA-NQ. L'augmentation de la quantité de ce réactif favorise la réaction et
permet d’obtenir une bonne quantification. L'é¢tude bibliographique faite sur ce genre de dérivation
montre que, la concentration théorique appropriée de NQ est de 0,2% m/v. Dans cette partie du
travail, on va étudier le changement de la concentration de NQ, pour ne pas avoir un exces de NQ,
et diminuer la consommation de ce produit, avec des bonnes absorbances des complexes PA-NQ. A
cet effet, la concentration de ce réactif dans solutions a été examinée, en faisant varier le volume de
NQ a 0,2% (m/ v), dans une gamme de 0,25-2,5 mL, tandis que les concentrations des macrolides
sont maintenue a 45 ug/mL. Les résultats sont présentés dans le (Tableau 111.2.)

Tableau 111.2 Effet de la concentration du NQ sur I’absorbance des complexes PA-NQ

Vna (mL) 0,25 0,5 0,75 1 1,25 1,5 1,75 2 2,25 2,5
Abs ERY 0,3 0,4 0,6 0,8 0,9 1 0,99 0,98 0,9 0,8
Abs SPI 0,4 0,7 0,8 1 1,2 1,4 1,39 1,3 1,2 11
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Figure.ll11.3 Effet de la concentration du réactif (volumes NQ) sur I’absorbance de complexe PA-
NQ.
La Figure (I11.3) représente la variation de la concentration de NQen fonctionde 1’absorbance
des dérivés obtenus (ERY-NQ et SPI-NQ). L’observation de ces courbes montre que, dans
I’intervalle de 0,25-Voptima mL, I’augmentation de la concentration en NQ conduit a I’augmentation

de l'absorbance.

Ensuite, I’absorbance va diminuer par I’augmentation de la concentration en NQ a partirde cette
valeur, mais avec une faible variation, ce qui nous permet de dire que les volumes plus élevés de
NQ n'ont eu aucun effet sur les valeurs d’absorption. Cette étude a révélé que la réaction dépendait

du réactif de NQ.

On observe également que, la plus haute absorbance a été atteinte lorsque le volume de NQ est :
1,5 mL pour les deux macrolides ERY et SPI. En se basant sur ces résultats obtenus, on a décidé de

choisir cette concentration de NQ pour la suite des travaux.

111.3.2.3. Influence du milieu alcalin (volumes de NaOH)
Dans les réactions de dérivation, le NQ va réagir avec les groupes d’amines des macrolides, et

formé des produits chromophores de couleur orange en milieu alcalin (hydroxyde de sodium).

Dans des tests préliminaires, la réaction a été testée dans : I’hydroxyde de sodium, 1'hydrogéno-
phosphate di-sodique, le borax et le bicarbonate de sodium. Les meilleurs résultats ont été obtenus

dans le cas de I'hydroxyde de sodium et avec une concentration de 0,2 M.

Pour montrer I’influence du milieu alcalin sur les réactions de dérivation, une série des essais a
été faite avec desvolumes déférents de NaOH (0,2 M). Les mesures del’absorbance ont été

réalisées aprés 20 minutes qui suivent la préparation des échantillons. Les résultats de I’influence de

e
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la concentration de NaOH sur la formation des complexes (ERY-NQ et SPI-NQ) a une température

ambiante sont regroupés dans le tableaulll.3.

Tableau 111.3 influences des volumes de NaOH sur I’absorbance des complexes (PA-NQ).

Vaon(mL) 0,25 0,5 0,75 1 1,25 1,5 1,75 2 2,25 2,5
Abs Ery 0,6 0,8 1,1 1,4 1,3 1,29 1,2 1,15 1,1 1
Abs SPI 0.7 11 1.5 1.6 1.7 1.75 1.6 1.5 1.4 13

La concentration optimale de 1’hydroxyde de sodiuma été déterminée, en ajoutant divers
volumes de NaOH (0,2 M) aux milieux réactionnels, dans la gamme de 0,25-2,5 mL. Les résultats
ont montré que 1’absorbance du complexe augmente en fonction de I’augmentation du volume de
NaOH jusqu’a une concentration particuli¢re (Voptimal) et diminuepar la suite (Figure. 111.4). Cela
probablement a été attribué a I’augmentation des ions d’hydroxyde qui va affecter sur la réaction de

dérivation.

Les absorbances maximales ont été trouvées aux volumes de NaOH de 1,0 mL pour ’ERY et

1,5mL pour la SPI. Par conséguence, ces volumes ont été choisis comme des valeurs optimales.

18 —— ERY-NQ
1,6 —a— SPI-NQ

14
1,2

Absorbance

0,8
0,6
0,4
0,2

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Viaon{mL)

Figure. 111.4  Influence du milieu alcalin (volumes de NaOH) sur I’absorbance des complexes (ERY-NQ et
SPI-NQ).

111.3.2.4. Influence du temps de réaction :
Au vu des bons résultats obtenus avec 1’agent de dérivation NQ, une étude de I’influence du
temps de réaction sur la formation et la stabilité des complexes (ERY-NQ et SPI-NQ) a éte réalisee.
Les résultats obtenus sont représentés par la figure 111.5. L'effet du temps sur les réactions de

dérivation dans le milieu alcalin a été étudié a différentes valeurs (0-60 minutes), par un contréle

e
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continu de lI'absorbance a longueur d'onde sélectionnée (458 nm). La figure 111.5 montre la variation
de I’absorbance des complexes en fonction du temps.

Dans I’intervalle du temps examiné, une augmentation d'absorbance a été observée depuis le
début de la réaction jusqu'a une valeur optimale. Aprés cette période et jusqu'a 60 minutes,
I'absorbance est restée presque stable avec une variation négligeable. 1l a été constaté que la
réaction est quantitativement compléete lorsque le mélange réactionnel était laissé pendant 15
minutes, et tout retard des mesures jusqu'a 1 h n'ont eu aucun effet sur la réaction. Par conséquent,
afin de supprimer I'effet du temps et de rendre les méthodes plus rapides, toutes les mesures

d'absorbance ont été effectuées aprés 15 minutes du début de la réaction concernée.

Tableau I11.4 Influence du temps de réaction sur I’absorbance du complexe PA- NQ.

Temps (min) 5 10 15 20 25 30 35 40
Abs ERY 1,15 1,25 1,35 1,3 1,25 1,15 1 0,75
Abs SPI 1,3 1,6 1,75 1,7 1,6 1,5 1,3 1,25

Au vu de ces résultats, les réactions ont été completes en 15 min pour les deux macrolides

(érythromycine et spiramycine) en utilisant le NQ (Figure.lll.5).

o 2
g s —— ERY-NQ
£ 16 —=— SPI-NQ
é 1.4
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
0 10 20 30 40 50
temps (min)
Figure. I11.5 Influence du temps de réaction sur I’absorbance des complexes PA- NQ.

111.3.2.5. Influence de la température
Geénéralement la température joue un réle important dans les réactions chimiques, elle peut
activer ou provoquer le systeme réactionnel. Pour montrer I’effet de latempérature sur la réaction de

dérivation entre les macrolides et le NQ, et sur lastabilité des complexes formés, nous avons

e
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choisisept valeurs de température quisont :25, 30, 40, 50, 60, 70 et 80°C. Ce choix estbasé sur les

travaux effectues par le chercheur Paesen [49].

Des mélanges de macrolide (ERY ou SPI) avec le réactif NQ, en milieu alcalin ont été

préparés et étudiés.

Les absorbances des complexes formés (ERY-NQ et SPI-NQ) a différentes températures (25-

80 °C) ont été enregistrées, et les résultats sont donnés dans le tableau. I11.5.

Tableau I11.5 Influence de la température sur I’absorbance des complexes (PA-NQ).

T (°C) 25 30 40 50 60 70 80
Abs (ERY-NQ) 1,26 1,21 1,24 1,2 1,22 1,19 1,17
Abs (SPI-NQ) 1,76 1,74 1,73 1,74 1,72 1,75 1,71

La Figure II1.6 montre la variation de I’absorbance des complexes en fonction de la variation

de la température.

o 2
(=]
g 18 -
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5 16
£
< 14
1,2 N"'—’\-’——.\Q_‘
1
0,8
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0,2
0
0 20 40 60 80 100
T(°C)
Figure. 111.6  Influence de la température sur I’absorbance du complexe PA-NQ.

Les résultats des absorbances maximales des complexes ont révélé que l'augmentation de la
température avait un effet négligeable sur la réaction de dérivation dans le milieu alcalin.

Il a été constaté que les complexes ont été formés instantanément a une température ambiante,

et que la réaction n'a pas été affectée par I’augmentant de la température. Ceci est probablement

attribué a l'instabilité des complexes de macrolides (PA-NQ).

Par conséquent et au vu des résultats obtenus, notre choix a été fixé a la température ambiante

(25 °C), comme valeur optimum et plus pratique.
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111.3.3. Linéariteé
Dans les conditions optimales décrites, les courbes d’étalonnage pour les deux macrolides ont

été construites en tracant l'absorbance de PA-NQ en fonction de la concentration de macrolide

(Tableau 111.6 et Figure. 111.7).

Tableau I11.6: Linéarité : changement de variables de PA-NQ en milieu aqueux.

C (ug/mL) 15 25 35 45 55
Abs
(ERY-NQ) 0,4654 0,6866 0,8737 1,0698 1,2429
Abs
(SPI-NQ) 0,7496 0,9953 1,1874 1,4538 1,7126

La conformité de la loi de Béer-Lambert doit étre évidente dans la gamme des concentrations
étudiées. Les equations de régression, la gamme des concentrations, coefficients de corrélation, ont
été reportés dans le tableau I11.7.

Tableau I11.7 : Résultats statistiques de 1’étude de la linéarité des macrolides (ERY et SPI) par la méthode
spectrophotométrie.

Composé Equation de calibration R2
Abs (ERY-NQ) Y =0,0192 x +0,1881 0,9984
Abs (SPI-NQ) Y =0,0233x + 0,3852 0,9975

D’aprés le tableau 111.7 et la figure 111.6, la loi de la Béer était respectée dans la gamme des
concentrations de 15,0-55,0 ug/mL. Une corrélation linéaire entre I’absorbance des complexes
formés PA-NQ 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 pour les deux macrolides dans la gamme de concentrations étudiées.

14
1.2 y=0,0192x + 0,1881

1 R?=0,9984
0.8
0.6
0.4
0.2

0

Absorbance

0 10 20 30 40 50 60
C (ug/mL)
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Figure 111.7 Courbes d’étalonnages du détecteur en milieu aqueux (A : érythromycine et B :

spiramycine).
111.3.4. Applications a I'analyse des produits pharmaceutiques
Suite a I’application des méthodes développées a l'analyse des produits pharmaceutiques
(médicaments disponibles ; Erybesan® et Rovamyne® 3 M.U.l), les résultats obtenus sont
regroupés dans les tableauxlll.8a et 111.8b. Comme on peut voir dans ces derniers tableaux, les
valeurs obtenues par ces méthodes sont concordantes avec ceux indiquées par les fabricants, et sont

également dans les limites autorisées par les pharmacopées.

Des taux de rendement dans l'intervalle de 96,0 a 99,05% ont été obtenus. Ceci indiquant que
les méthodes mises au point sont exactes et convenables, pour la détermination d’érythromycine et
de spiramycine dans les médicaments sans aucune interférence matricielle.

Tableau I11.8a Résultats de dosage d’ERY (PA) en milieu pharmaceutique (Erybesan® 200mg/5mL,
suspension buvable, Sandoz), par la méthode spectrophotométrie d’UV.

Concentration théorique
d’ERY (ug/mL) 15 25 35 45
Concentration 14,6025 24,7800 33,6035 42,5385
expérimentale d’ERY
(Mg/mL)
Rendement p (%) 97,35 99,12 96,01 94,53

Tableau I11.8b Résultats de dosage de SPI (PA) en milieu pharmaceutique (Rovamyne® 3 M.U.I), par la
méthode spectrophotométrie d’UV

Concentration théorique
de SPI (ug/mL) 15 25 35 45
Concentration 14,8890 23,8550 34,2930 43,5780
expérimentale de SPI
(Hg/mL)
Rendement p (%) 99,26 95,42 97,98 96,84

111.3.5. Applications au dosage de macrolides en milieu biologique

e
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Les macrolides ont été identifiés comme un antibiotique préoccupant pour le compartiment
aquatique en raison de son mode de consommation, de son rejet continu, de sa persistance dans
I'environnement et de ses propriétés toxiques. De plus, elles sont incluses dans la liste des produits

pharmaceutiques de classe | - haute priorité, nécessitant d'études écotoxicologiques spécifiques[50].

Plusieurs travaux ont montré que les résidus de macrolides pouvaient exercer des effets
nuisibles sur différents organismes aquatiques non ciblés, tels qu'une diminution du taux de
croissance et de la reproduction, notamment chez les poissons. Certaines études ont évalué les effets
de macrolides sur les poissons, démontrant qu'il peut affecter la vie sauvage en induisant des effets

nocifs méme & des concentrations résiduelles.

Les résidus d’antibiotiques présents dans les denrées alimentaires d’origine animale sont les
traces de traitements médicamenteux antibiotiques regus par I’animal de son vivant. Les méthodes

mises en ceuvre pour rechercher les résidus sont diverses.

Dans cette étude, nous avons soumis les extrais des poissons de Tilapia a de faibles

concentrations de macrolides (ERY et SPI) et a leurs doses légales utilisées en aquaculture.

Pour déterminer la récupération (rendement) des étalons a partir d'échantillons dopés, ajouter
de solutions étalons a 1’échantillon de poisson pour obtenir des concentrations finales de travail.
Laissez les échantillons dopeés s'équilibrer a température ambiante pendant 15 a 30 minutes avant de
les homogénéiser. Ensuite, traiter et analyser les échantillons dopés comme décrit précédemment.

Les résultats des rendements obtenus sont regroupés dans les tableaux I111.9a et 111.9b.

Les valeurs de rendements sont trouvées dans l'intervalle de 61,82 a 70,91%, ce qu’indiquer
que ces méthodes spectroscopiques sont trés convenables pour le dosage de I’érythromycine et de la
spiramycine dans les organismes aquatiques, particulierement les poissons de Tilapia, sans aucune

interférence matricielle.

Tableau I11.9a Résultats de dosage d’ERY (PA) en milieu biologique (Poisson de Tilapia), par la méthode
spectrophotométrie d’UV.

Concentration théorique
d’ERY (ug/mL) 15 25 35
Concentration expérimentale 9,886 17,7275 22,2075
d’ERY (ug/mL)
Rendement p (%) 65,77 70,91 63,45

Tableau I11.9b  Résultats de dosage de SP1 (PA) en milieu biologique (Poisson Tilapia), par la méthode
spectrophotométrie d’UV.

\ Concentration théorique de \ \ \ \
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SPI (ug/mL) 15 25 35
Concentration expérimentale 10,24 15,4555 24,1395
de SPI
(Hg/mL)
Rendement p (%) 68,32 61,82 68,97

Cette méthode a de nombreux avantages par rapport aux autres méthodes
analytiques en termes de simplicité, sensibilité, rapidité, colt des instruments, précision et
sélectivité. Au vu de ces avantages, cette méthode peut étre utilisée pour le contréle de la qualité en

routine de ces macrolides.

111.4. Conclusion

La méthode proposée dans ce travail s’est avérée Etre une excellente alternative, pour la
détermination de I’érythromycine et la spiramycine dans leurs produits pharmaceutiques et dans
certains milieux biologiques (Poisson Tilapia). Cette méthode développée est basée sur la mesure de
I’absorbance par la spectrophotométrie UV-Visible, des mélanges simples de macrolide avec de

colorant (NQ) en milieu alcalin.

Elle présente une sensibilité et une sélectivité adequates, permettant des bons dosages de ces

macrolides dans les deux milieux.

De plus, cette méthode présente certains avantages tels que, l'utilisation d'instruments
moins chers (spectrophotométre a faisceau unique ou double) et des produits chimiques a faible

coqt.

Du point de vue pratique, cette méthode a nécessité un traitement minimal des échantillons, ce qui
nous a permis d'atteindre une meilleure efficacité. La réaction de transfert de charge entre le
macrolide et le NQ, a été améliorée dans le milieu alcalin. Cette réaction était rapide dans ce
milieu, et permettant la mesure de I'absorbance dans une période de 15,0 min.

Les courbes d’étalonnages (linéaires) ont été obtenues dans la gamme de 15-55 mg/mL, ce
qui rende cette méthode tres appropriée, pour le contrdle de qualité des macrolides en routine.

De plus, cette méthode développée peut étre réalisée a une température ambiante, et
convienne a l'application dans les laboratoires lorsque les techniques chromatographiques ne sont

pas disponibles.
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Chapitre 1V: Dosage d’érythromycine et de la spiramycine par une méthode biologique

IV.1. Matériels et méthodes

Avant de passer a la quantification de I'érythromycine et de la spiramycine dans les produits
pharmaceutiques, il est nécessaire d'ameliorer les paramétres chromatographiques d’analyse tels que
la phase mobile, la phase stationnaire et la température, et par la suite, il a fallu procéder au dosage

de I'érythromycine et spiramycine dans les milieux pharmaceutiques et biologiques.

A- Etude en milieu pharmaceutique

IV.1.1. Appareillage de HPLC
A la lumiére de cette étude, nous avons adopté le chromatographe d’HPLC de type SHIMADZU,
Série de LC-10A équipé de :

e Un dégazeur de type modele DOU-10 A (SHIMADZU). Il sert a enlever les bulles dair
emprisonnées dans la phase mobile.

e Une pompe de haute pression modéle LC-10 AVP (SHIMADZU). Il nous permette d’assurer
I’écoulement d’un solvant ou un mélange constant de solvants.

e Un détecteur d’UV-Vis modéle SPD- 10AVP (SHIMADZU), ce détecteur est muni de deux
lampes : I'une lampe a deutérium “D2“ et I’une autre de tungsténe “W*. Quand la premiére lampe
est allumée la longueur d'onde peut étre fixé dans un point de I'intervalle allant de 190 a 370 mm,
par contre si la deuxiéeme lampe est allumée, la longueur d'onde peut étre fixé dans un point de
I'intervalle allant de 370 a 900 mm.

e Une colonne analytique en phase inverse nommée C18 de type ODB-RP 18 de INTERCHIM (250
mm X 4,6 mm, 5 um).

e Une vanne d'injection modele de RHEODYNE (CC, USA) a boucle échantillonnage d'une
capacité de 20pl.

e Systeme de contrdle (intégrateur) Modele SCL-10 AVP (SHIMADZU), c’est une commande de
tous les composants de la série, son menu daffichage est simple et il est lié directement a
I’ordinateur.

e L'ordinateur, systéeme d'exploitation supportant un logiciel pilote de traitement de données de
modeéle Class VP, version 1.2. Il nous permet de manipuler et d'analyser d'une maniére tres aisee les
chromatogrammes obtenus. Ce logiciel nous permet aussi de gerer certains parameétres de détection
et de quantification avec lesquels on doit travailler a savoir le débit, la pression de pompe, la
longueur d'onde, le temps d'analyse.

e Flacons, Ils sont en verre, un réservoir de la phase mobile, un récipient des déchets d'analyse et de
la phase mobile apres purgation de la tuyauterie.

e Une tuyauterie qui est fait de 3 types de tube :
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1) Tuyau en plastique 1 cm.
2) Tuyau en plastique 0.5 cm.

3) Tuyau en plastique 2 cm.

IV.1.2. Autres mateériels
a) Dispositif de filtration

Le dispositif de filtration utilisé est fourni par PHYWE. Tous les liquides utilisés dans
I’HPLC doivent passer par ce dispositif. L’emploi de ce dernier nous permet de prévenir les

parasites des pics.

b) Balance analytique
C’est une balance trés sensible dont les caractéristiques sont : Marque SALTEC, Max :210 g, D :
0,1mg, Tare : 0,00000.

¢) Seringues d’injections
Il en existe des seringues de différentes capacités de 20 — 250 ul et ils sont de type Syringe

Perfection.

d) Agitateur vibrant

De type VORTEX.

e)Flacons stériles

Ou nous avons met les solutions meres des standards ainsi que les différentes dilutions réalisées.

f) Macro-pipette digitale
Cette macro-pipette a volume réglable est de type EUROSMART. Elle a une capacité volumique de
1a10 mL.

g) Bain a Ultra-son

Le bain ultrason que nous avons utilisé est de type ULTRASON PRO.

h) Filtre millipore

Le papier filtre utilisé pour filtrer les solutions de la phase mobile est de type Millipore GS
(0,22um). (Milford, MA, USA).

1V.1.3. Solvants et produits chimiques
Il est souvent nécessaire en HPLC de faire des mélanges de solvant pour obtenir polarité
souhaitée. On utilise pour cela des mélanges de force éluant de catégorie de HPLC et les réactifs

¢taient de catégorie analytique. L acétonitrile et le méthanol sont le

Souvent utilisés.
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Tous les solvants et solutions seront filtrés a 1’aide de la membrane filtre et dégazés avant

I’emploi avec un bain ultrason, et I’eau utilisée est pure.

a) Standard pur (Etalons)
Durant le travail que nous avons réalisé, les standards purs de 1’érythromycine et spiramycine

de Sigma (Steiheim, Germany) sont utilisés.

b) Caractéristiques chimiques du standard

Le standard possede les caractéristiques chimiques suivantes :
- nom du produit : érythromycine.

- une formule chimique de : C37Hs7NO13

- sa masse molaire : 733,9268 + 0,0384 g / mole.

- nom du laboratoire fabricant : SIGMA.

- nom du produit : spiramycine

- sa masse molaire : C43H74NO13-

sa masse molaire :: 843,053 g/ mole.

- nom du laboratoire fabricant : HUPP

L’érythromycine est un antibiotique macrolide qui a un spectre antimicrobien similaire ou
légerement plus large que celui des pénicillines. Elle est souvent utilisée chez des personnes

allergiques aux pénicillines. Cet antibiotique est ont été extrait d'une bactérie Streptomyces en 1950.

La spiramycine est un antibiotique de la famille des macrolides employé dans le traitement
d’infections dentaires et pulmonaires. Elle a été décrite en 1954 et produite par la bactérie. Ce
macrolide qui nous a été fourni est une poudre blanche, trés hygroscopique, sans odeur. Sous sa

forme de base, il est peu soluble dans I’eau, en revanche il est soluble dans les solvants organiques.

¢) Eluant et diluants
- Acétonitrile pour HPLC (SIGMA-ALDRICH).

- Méthanol pour HPLC (SIGMA-ALDRICH).
- 2-méthyl-2-propanol pour HPLC (Sigma-Aldrich).

d) Autre produits chimiques

Les autres produits chimiques que nous avons utilisés sont :

- L’eau : il est type eau pur pour la chromatographie.
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- Sel d’hydrogéno-phosphate di-potassique KoHPO4 (Sigma-Aldrich).

IV.1.4. Protocole générale d’analyse

a) Préparation des solutions de travail
a.1. Solutions méres d’érythromycine et de spiramycine
Les solutions meres (étalons) et les solutions de travaild’érythromycine et de spiramycineont

été préparées selon les mémes protocoles expérimentaux qui sont décrits dans le chapitre I11.

Les dilutions ont été réalisées en utilisant de I’eau  distillée, miscible avec le méthanol, ce qui
permet d’avoirdes solutions homogenes. Les solutions alcalines d’hydroxyde de sodium ont été

également préparées dans I'eau distillée.

a.2. Solutions des échantillons pharmaceutiques

La préparation des échantillons pharmaceutiquesd’Erybesan® et de Rovamyne® a été
effectuée selon les mémes protocoles experimentaux qui sont déecrits dans le chapitre 111. Apres la
filtration a travers un filtre de 0,22 pum, un volume mesuré du filtrat a été dilué quantitativement

avec le méme solvant pour donner une solution ayant une concentration de travail.

a.3. Solution de la phase mobile
La phase mobile suivante a été utilisée :

Acétonitrile — 2-méthyl-2-propanol — tampon déphosphate de potassium 0,025 M (pH6,5) (33
.7 :jusqu'a 100, v/ v/ v), le debit était de 1,0 L/min.

b) Optimisation des parameétres d’analyses

Afin de pouvoir connaitre la détection et la quantification d’un antibiotique par HPLC, il faut
toujours passer par 1’optimisation des parametres de détection et de quantification. Ces parametres

sont les suivants :

- La phase stationnaire : celle-ci peut étre en phase normale, ou en phase inverse. Le choix de cette
phase dépend bien sir de la phase mobile qui sera utilisée pour 1’analyse. Si la phase mobile est
polaire, la phase stationnaire doit étre non polaire (chromatographie en phase inverse). Si au
contraire la phase mobile est non polaire, la phase stationnaire doit étre polaire (chromatographie

est dite en phase normale).

- La phase mobile en mode isocratique, la phase mobile est maintenue constante durant
Toute la durée d’analyse. En mode gradient d’élution, la composition de la phase mobile est

modifiée progressivement avec le temps.
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- Le debit : Il correspond toujours a une pression donnée et qui est généré par la ou les pompes, Il

est exprimé en mL/min.

- Spectre d’absorption : ou bien la longueur d’onde dans laquelle I’antibiotique absorbe le

maximum de lumiére.

-La durée d’analyse : fixée par rapport au temps de rétention de la molécule a analyser dans la

colonne analytique.

B- Etude en milieu biologique

IV.1.5 Matériels et produit chimique
a) Appareillage ’HPLC

Les essais chromatographiques de cette étude ont été realises dans deux laboratoires déférents
a savoir ; le Laboratoire de PLBVB de I’ENS de Kouba (Alger) et le Laboratoire central de la police
scientifique (Wilaya d'Alger). Par conséquence, deux systémes chromatographiques en phase
liquide (HPLC) ont été utilisés, I’'un est de modele HPLC- Agilent, Série de 1260 (CA, USA) et
I’autre systéme est de modéle HPLC- Agilent, Série de 1100 (CA, USA). Les composants

caractéristiques de chaque systéme sont regroupés dans les tableaux suivants :

1) Systéeme chromatographique N° 1 :

Laboratoire de PLBVB de ’ENS de Kouba

Chromatographe d’HPLC de type Agilent HPLC, Série de 1260

Dégazeur de type 1260 Infinity High Performance Degasser

Une pompe a haute pression 1260 Infinity Il BinaryPump

Un détecteur d’UV-Vis modéle 1260 Infinity Il Diode Array Detector HS

Colonne analytique en phase inverse | C18 de type Zorbax (150 mm X 4,6 mm, 5

nommeée pm).

Vanne d'injection modele 1260 Infinity 11 Manual Injector (CC, USA) a
boucle échantillonnage d'une capacité de
20pl.

Systeme de controle (intégrateur) Modéle | Agilent 1260 Infinity Il LC System

Un logiciel pilote Lab Advisor software, version B.02.10
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2) Systéme chromatographique N° 2

Laboratoire Central de la Police Scientifique (Wilaya d'Alger)

Chromatographe d’HPLC de type Agilent HPLC, Série de 1100

Dégazeur de type 1100 Infinity High Performance Degasser

Une pompe a haute pression 1100 Infinity Il BinaryPump

Un détecteur d’UV-Vis modéle 1100 Infinity Il Diode Array Detector HS

Colonne analytique en phase inverse | C18 de type Zorbax (150 mm X 4,6 mm, 5

nommée pm).

Vanne d'injection modele 1100 Infinity Il Manual Injector (CC, USA) a
boucle échantillonnage d'une capacité de
20pl.

Systéme de controdle (intégrateur) Modele | Agilent 1100 Infinity I LC System

Un logiciel pilote Lab Advisor software, version B.02.10

b) Autres appareillages et matériels

-Balance, Centrifugeuse, Agitateur magnetique.

-Becher, Boit d'incision, les tubes, hachoir domestique, micropipette

c) Produits chimiques

Acide nitrique, Acide citrique, Méthanol, eau ionisée, érythromycine, spiramycine.

IV.1.6. Echantillons biologique

Nous avons étudi¢ deux types d’échantillons :

1) Echantillons des filets de Tilapia rouge dopés par 1 mL d’une solution de macrolide (ERY et
SPI) avec une concentration bien défini.

2) Echantillons des filets de Tilapia (Noir et rouge) traités par 1’érythromycine, qui sont résumés

dans le tableau suivant :

Tableau V.1 Résumé sur les échantillons des filets de Tilapia (Noir et rouge) traités.

N° 01 02 03 04 05 06 07 08
d’échantillon
Traitements - 1,7 10 300 300 60 300 0 10
ERY (ng) :
Balnéation/10

Jours.

Code Ag2- | Ag3—- | AgS—- | Ag5- | Agd— | AgS— | Ag6 - AQ3 —
d’échantillon | (1979) | (659) | (44,89) | (3,09) | (35,09) | (52,39) | (44,09) | (35,790)
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IV.1.7. Préparation et extractions des échantillons

- Nous coupons les filets de Tilapia (Noir et rouge) sans peau petites morceaux en séparant dabord
la peau du tissu musculaire, puis nous en coupons le tissu musculaire en petite morceaux (environ
2X2 mm).

- Nous mélangeons une portion de 2g de tissu musculaire dans robot ménager pour obtenir une

consistance pateuse uniforme.
- Peser 2g de tissu mélangé

- Nous mettons 2 mL de mélange de tissu homogene dans un tube a essai puis nous ajoutons :
- 1 mL d'acide nitrique (30 %)
- 4 mL de méthanol

-1 mL d'eau d’ionisée
- 0,1 mL d'acide citrique

Aprés avoir préparé le mélange nous le laissons 15 minutes puis on met dans la centrifugeuse

a 5300 rpm pendant10 minutes et d’une filtration a travers un filtre en nylon de 0,45 um.

Ensuite, 20 ul de la solution ont été injectés dans le systeme d’HPLC.

IV.2. Résultats et discussion
A- Etude en milieu pharmaceutique

IV.2.1. Optimisation de conditions chromatographiques

Des analyses ont été réalisées pour optimisation et améliorer les conditions de séparation. Les

conditions chromatographiques ont été modifiées progressivement jusqu'a atteindre I'optimalité[51].

La pratique de recherche susmentionnée implique la réalisation d'un grand nombre d'analyses,
impliquant des variations arbitraires des conditions opératoires. Toutefois, ce mode opératoire est
consommateur de solvants, d'‘échantillons, d'énergie et de temps. Dans cette perspective, une
meilleure méthode d'analyse a été adoptée. Cette méthode consiste a modifier les conditions
d'analyse en fonction des résultats préliminaires obtenus par le chromatogramme de reconnaissance.
Par la suite, le processus s'affine graduellement pour atteindre les conditions optimales en un temps
relativement court. Grace a cette méthode, il est possible de réaliser une analyse approfondie tout en

minimisant la consommation estdes ressources[52-57].

La recherche des conditions analytiques optimales pour les différentes colonnes

chromatographiques a été effectuée progressivement, en explorant différentes phases mobiles,
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débits et températures. Les parametres qui ont un impact sur la sélectivité de la méthode
chromatographique comprennent la polarité de la phase mobile, le pH, les tampons, les débits, la

température de la colonne et la phase stationnaire.

Pour atteindre les objectifs de ce travail, il est essentiel de prendre en compte les facteurs
chromatographiques pour déterminer les conditions optimales qui permettront une bonne séparation
avec des pics acceptables et un temps d'analyse raisonnable. Cela est les considérations les plus
raisonnables pour la réussite de cette étude. Ils ont été achevés en utilisant les conditions

chromatographiques optimales cités ci-dessus :

-Phase mobile......... ACN/2-méthyle-2-propanol/ K;HPO4 de 0,025M a pH 6,5 (33 :7 :60, v/V/v).
-Colonne. ... ...ocoeiiiiiiiiiii ODB RP 18.

-Longueur d’onde (UV)..................... 215 nm (ERY) et 232 nm (SPI).

-Volume injecté........................ 20 ul

SDEbit ., 1,0 mL/min.

-Température de la colonne ..................... 25°C.

L’analyse chromatographique que nous avons réalisée avec ERY et SPI, nous a permis

d’obtenir les chromatogrammes illustrés par la figure IV.1-2.
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Figure IV.1 Chromatogramme obtenu avec le standard d’érythromycine & une longueur d’onde de 215 nm.
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Figure 1V.2 Chromatogramme obtenu avec le standard de spiramycine a une longueur d’onde de 232 nm.

Ces chromatogrammes sont obtenus avec des longueurs d’ondes sélectives (215 et 232 nm). Il
nous montre qu’avec ces deux longueurs d’ondes, les molécules apparentes d’érythromycine et de
spiramycine sont détectées et cela se traduit par ’apparition de plusieurs pics différents et qui ont
aussi des temps de retention suffisamment différents des deux macrolides. Ces résultats
s’expliquent par le fait que les composés étudies absorbent la lumiére UV au 215-232 nm et cela se

présente sous forme des pics symétriques.

Plusieurs essais ont été réalisés en utilisant le standard afin de commencer I'optimisation des
paramétres de détection et de quantification de I'érythromycine et d’a spiramycine. Les résultats
obtenus ne sont pas satisfaisants, donc nous avons entrepris une optimisation des parametres. Les
conditions chromatographiques sélectionnées pour poursuivre nos travaux (voir tableau 1V.1) sont
le résultat d'une optimisation qui a impliqué le choix de la phase stationnaire, le changement du
solvant organique dans la phase mobile, la longueur d'onde d'absorption, le débit, I'¢luant dans
lequel le standard sera dissout, ainsi que la quantité injectée.

Tableau I'V.2 Les paramétres retenus pour la détection et la quantification de I’érythromycine.

Paramétre retenu
Phase maobile ACN/2-methyl-2-propanol/ K2HPO4
Diluant Méthanol
Phase stationnaire Phase inverse (C18)
Longueur d’onde 215 nm
Débit 1,0 mL/min
Quantité injectée 20ul
Durée d’analyse 15 minutes
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Tableau 1'V.3 Les paramétres retenus pour la détection et la quantification de la spiramycine.

Paramétre retenu
Phase maobile ACN/2-methyl-2-propanol/ K2HPO4
Diluant Méthanol
Phase stationnaire Phase inverse (C18)
Longueur d’onde 232 nm
Débit 1,0 mL/min
Quantité injectée 20ul
Durée d’analyse 10 minutes

Avant de pouvoir évaluer les paramétres optimisés pour la détection et la quantification de
I'érythromycine et la spiramycine dans les médicaments, une analyse statistique a été réalisée pour
confirmer la linéarité de la méthode utilisée, en utilisant le standard. De plus, une courbe

d'étalonnage a été établie comme point de référence pour le dosage de cet antibiotique.

IV.2.2. Courbes d’étalonnages
Différentes concentrations de solutions ont été obtenues a partir des standards
d'érythromycine et de spiramycine. Chaque solution a été préparée en utilisant une pesee distincte

de poudre et un volume de solvant et elles sont indépendantes les unes des autres.

La linéarité de la méthode est vérifiée sur 5 points de gamme d’étalonnage [55] dans le
domaine de concentrations étudié : 0,0015 & 0,075mg/mL pour I’érythromycine et 0,0003 a
0,025mg/ml pour la spiramycine (tableaux 1V.4 et 1V.5).

Les coefficients de corrélations (r?) sont: 0,9993 pour I'érythromycine et 0,9994pour la
spiramycine, ces valeurs de r? se sont avérées acceptables et significatives. Ce qui nous conduisons
a conclure qu'elle montre une bonne linéarité. Les droites de régressions sont établies (Figures

IV.3A et IV.3B) et les équations de ces droites sont :

ERY : y=45967,0x+175,62

SPI : y=554613,0x+2914,20

Ou:

X : sont les valeurs de hauteur de pic et,

Y : les valeurs de concentration en mg/ mL.

Tableau. IV.4  Linéarité : changement de variables de I’érythromycine.

X (mg/mL) 0,0750 0,0500 0,0150 0,0050 0,0015

y 3640,0 24557 849,5 364,0 303,0
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Y : Moyenne des hauteurs en ¢A. U ; x :Concentration en mg/mL

Tableau. IV.5 Linéarité : changement de variables de la spiramycine.

X (mg/mL) 0,02500 0,01000 0,0050 0,00125 0,00030

y 16837,0 8244,05 5830,1 3614,7 3089,3

y : Moyenne des hauteurs en ¢ZA. U ; x :Concentration en mg/mL .

y = 45967x + 175,62
4000 )
R® = 0,9993
3500 -
3000 -
2500 A
2000 A
1500 -
1000 -
500 -
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08
Figure .IV.3 Courbe d’étalonnage du détecteur pour I’érythromycine.
20000 - y = 554613x + 2914,2
= 0,9994
15000 -
10000 -
5000 -~
0
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03

Figure. IV.4 Courbe d’étalonnage du détecteur pour la spiramycine.
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1V.2.3. Application au dosage pharmaceutique
Une fois que toutes les variables d'analyse ont été ajustées et que la courbe d'étalonnage a été
mise en place, nous sommes entrains de procéder au dosage de macrolide present dans les

médicaments sélectionnés.

Les rendements de dosage ont été calculés d’aprés la courbe d'étalonnage concernée. Les

valeurs de ces rendements sont présentées dans les tableaux suivants :

Tableau 1V.6 Rendement : changement de variables de 1’érythromycine en milieu pharmaceutique.

Macrolide | Echantillons Méthode d’HPLC proposée
ERY %0 Ciheo 100% 75% 50%
Erybesan® P% 101,81 97,92 98,37

Tableau 1V.7 Rendement : changement de variables de la spiramycine en milieu pharmaceutique.

Macrolide | Echantillons Méthode d’HPLC proposée
Spi %0 Ctheo 100% 75% 50%
Rovamyne® P% 98,55 100,92 97,99

D’aprés ces résultats (Tableau 1V.6 et Tableau 1V.7), les rendements sont compris entre 97,0 et
102,0 % pour les deux macrolides. En peut conclure que, la méthode présente des bons rendements

et peut étre utilisée comme outil pour le contréle de qualité pharmaceutique.

B- Etude en milieu biologique
1V.2.4. Méthode d’analyse

Une procédure d’analyse est dite spécifique lorsqu’elle permet de garantir que le signal
mesuré provient uniguement de la substance a analyser. Dans le but de vérifier cette propriété, nous

avons analysé deux types d’échantillons :

3) Echantillons des filets de Tilapia rouge dopés par les deux macrolides.

4) Echantillons des filets de Tilapia (Noir et rouge) traités par I’ érythromycine.

Les échantillons de Tilapia sont extraits par la méthode d’extraction mentionnée ci-
dessus[50]. L’extrait de chaque échantillon a été filtré a I'aide d’un filtre de membrane de 0,45um et
puis, 20ul de cette solution ont été préleves et injectés dans la colonne analytique de notre systeme
chromatographique. Les chromatogrammes des solutions injectés ont été enregistrés dans les

conditions opératoires déja cité.
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1V.2.5. Application au dosage biologique

L’estimation des rendements de 1’extraction des analytes (ERY et SPI) pour les deux types
d’échantillons étaient déterminées par le calcul des taux de récupération (p%) sur I’intervalle de
dosage testé et en utilisant les courbes d’étalonnages et les paramétres mesurés par HPLC. Les
résultats obtenus ont été rassemblés dans les tableaux 1V.8-9. Les valeurs obtenues de p (%) se

situaient entre 50,0 et 80,0 % et ont été jugées satisfaisantes.

Les chromatogrammes obtenus sont représentés par les figures en annexe, montrent que notre
méthode de dosage permet de faire la distinction entre la substance & analyser (ERY et SPI), la
matrice biologique, les impuretés et/ou les produits apparentés. En effet, on démontre que ces
composés additionnels n'influent pas sur la sélectivité. Si on compare les résultats obtenus avec des
échantillons enrichis de macrolide, on remarque qu'ils n’ont pas présenté de pics aux temps de

rétention des étalons. On peut donc conclure qu'il n'y a aucune interférence.

Tableau IV.8 Rendement : changement de variables d’échantillons dopés par les macrolides.

Macrolide Systeme chromatographique N° 1
Ctheo (500 pg) 100% 75% 50%
ERY P% 71,92 62,84 64,57
SPI P% 74,71 67,56 68,71
Macrolide Systeme chromatographique N° 2
Cineo (500 pg) 100% 75% 50%
ERY P% 73,24 61,11 69,88
SPI P% 75,43 64,63 70,09

Tableau V.9 : Rendement : changement de variables d’échantillons traités par les macrolides.
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Systeme chromatographique N° 1
Echantillon N° 01 02 03 04
ERY(p%) 71,54 77,02 51,45 50,67
Echantillon N° 05 06 07 08
SPI1(p%) 53,83 53,11 00 75,71
Systéeme chromatographique N° 2
Echantillon N° 01 02 03 04
ERY (p%) 70,33 72,40 50,87 50,04
Echantillon N° 05 06 07 08
SPI1(p%) 55,17 50,28 00 74,99

D’apres ces résultats de cette étude, la méthode montre des bons rendements et exactitude sur
la gamme des concentrations selectionnée. Donc, la méthode d’HPLC utilisée est adéquate pour

I’étude quantitative en milieu biologique.

1VV.3. Conclusion

Notre travail consiste a développer une méthode chromatographique d’HPLC sensible, pour le
dosage de I’érythromycine et de la spiramycine. L’étude de critéere de rendements a donné de bons
résultats, ce qui signifie que, la méthode HPLC utilisée est performante et capable pour la
détermination quantitative de ces macrolides. Le dosage en milieux pharmaceutique des macrolides
sélectionnés, a montré qu’il n’y a aucune interférence avec les impuretés et les produits apparentés
existants. D'apres les résultats obtenus, on peut confirmer que la méthode reste utile pour le dosage

en milieux pharmaceutique et biologique de des antibiotiques de macrolides.
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Conclugion Générale

Dans ce mémoire, nous avons optimisé la détection et la quantification de deux macrolides
asavoir ; érythromycine (ERY) et spiramycine (SPI1) en milieux pharmaceutique (Erybesan® et

Rovamyne®) et biologique (Poissons de Tilapia).

Premic¢rement, pour 1’étude spectroscopique par UV, I’optimisation de la détection en UV nous a
conduits a étudier I'effet de plusieurs parameétres sur la réaction de dérivation chimique entre ERY,
SPIl et NQ. Les valeurs obtenues de réponses sont trés suffisantes. Ces résultats peuvent étre

résumés dans les points suivants :

-L’influence du solvant, (L’eaupour les deux macrolides ERY et SPI).

-Le volume du réactif NQ, (1,5mLpour les deux macrolides ERY et SPI).

-Le volume d’hydroxyde de sodium, NaOH, (I1mL pour ERY et 1,5L pour SPI).
-Le temps (15,0 minpour les deux macrolides ERY et SPI).

-La température (25°Cpour les deux macrolides ERY et SPI).

En deuxiéme lieu, pour le dosage chromatographique par HPLC, nous avons fixé les conditions

chromatographiques suivants :

e Phase mobile.................. ACN/2-méthyle-2-propanol/ K;HPO4 de 0,025M a pH 6,5 (33
17 :60, V/IVIV).

e Colonne...... ODBRP 18.

e Longueur d’onde (UV)........cocvininnnt. 215nm pour ERY et 232nm pour SPI.

e Volumeinjecté...............covveninnnnn.. 20 pl.

e Débit...... 1,0 mL/min.

e Température de la colonne ..................... 25°C.

L’analyse quantitative des analytes en milieu pharmaceutique est validée en verifiant le
parametre de linéaire, qui est le plus important dans I’estimation quantitatif. Vu aux résultats
obtenus, nous avons constaté que, les pourcentages de rendements ont de bonnes valeurs (>50,0%)
dans les deux milieux et pour les deux macrolides. Il a été constaté que, cet antibiotique peut étre
pris globalement avec une précision acceptable et que les résultats obtenus par les deux méthodes

analytiques sont trés encourageants et montrent une bonne détermination quantitative. Cependant,
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ils se caractérisent par légéres différences dans les valeurs obtenues dans certains cas, et cela est di

aux spécificités de chaque technique.

En regardant les résultats obtenus, nous constatons que la méthode ultraviolette est efficace,
en raison de sa dépendance aux valeurs exactes tirées de I’appareil UV. Par contre, la méthode
chromatographique par HPLC est couramment utilisée, en raison de leurs simplicités et de leurs

rapidités pour le dosage des antibiotiques, mais elle est un peu colteuse.

En conclusion, nous disons que chaque méthode dépond aux ses caractéristiques qui la
distinguent. Donc, on peut dire que les deux méthodes (Spectrophotométrique UV et HPLC) sont
efficaces pour Le dosage d’érythromycine (ERY) et de spiramycine en milieux pharmaceutique et

biologique.
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Figure A.1 Chromatogrammes obtenusen appliquant lesysteme chromatographique N° 1.
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Figure B.3 Effet de la concentration du NQ?2.
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Figure B.4 Influence du milieu alcalin (NaOH)

Figure A.6 Appareille d’UV-Visible.

Figure A.7 Appareil d'HPLC.
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Résumé :

Les macrolides ont des médicaments de la classe des antibiotiques. Il existe plusieurs types
de macrolides, dont 1’érythromycine et la spiramycine sont les plus utiliséspour traiter un certain
nombre d'infections bactériennes. Dans ce cadre, la présente étude décrit le développement de deux
méthodes en utilisant la méthode spectrophotométrique et la technique chromatographique d’HPLC,
pour la détermination quantitative de ces deux macrolides en milieux pharmaceutique et biologique.

En premier, une méthode spectrophotométrique UV a été utilisée pour le dosage de ces deux
macrolides en se basent sur la formation des complexes entre 1’antibiotique et le NQ en milieu
alcalin a 25 °C avec une détection a 258 nm. La loi de Béer-Lambert a été respectée dans la gamme
de concentrations allant de 15 & 55 pg/mL.

En second lieu, une méthode d’HPLC a été utilisée pour le dosage des macrolides dans en
milieux pharmaceutique et biologique. Cette étude a été réalisée en utilisant une colonne C18 a 25
°C, et une détection en UV a 215 nm(érythromycine)et a 232 nm(spiramycine). Les résultats des
deux méthodes étaient acceptables et indiquant leurs performances pour I'analysedes macrolides.

Abstract:

Macrolides are antibiotic class of drugs. There are several types of macrolides, of which
erythromycin and spiramycin are the widely used for the treatment of certain bacterial infections. In
this context, the present study describes the development of two procedures using the
spectrophotometric method and HPLC chromatographic technique for the quantitative
determination of both macrolides in pharmaceutical and biological media.

First, a UV spectrophotometric method was developed for the determination of these
macrolides based on the formation of complexes between the antibiotic and the NQ in an alkaline
medium at 25°C with detection at 258 nm. The Beer-Lambert law was respected in the
concentration range from 15 to 55 pg/mL.

Secondly, an HPLC method was used for the quantitation of macrolides in pharmaceutical
and biological media. This study was carried out using a C18 column at 25°C, and UV detection at
215 nm (erythromycin) and at 232 nm (spiramycin). The results of both methods were acceptable
and indicated of their performance for macrolide analysis.

Keywords: macrolide, erythromycin, spiramycin, HPLC, UV
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