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Résumé

Résume
L’Alcool Benzylique est un conservateur antibactérien tres utilisé dans les médicaments comme la

creme dermique LAMIDAZ1%, leur propriété dépond de leur concentration.

L’objectif de cette étude consiste en la mise au point d’une méthode de dosage d’Alcool Benzylique
dans LAMIDAZ cremel%, en identifient tout d’abord LAMIDAZ1%.

Toutes les analyses effectuées sur LAMIDAZ1% pour I’identifier ont donné des valeurs conformes

a la norme utilisée.

Nous sommes intéressés a determiné le taux d’Alcool benzylique dans LAMIDAZ1% par deux
différentes méthodes du dosage : Spectrophotométrie UV-Visible et chromatographie en Phase
Liquide a Haute Performance (CLHP). Par comparaison entre les résultats de ces deux méthodes on
a trouvé que (HPLC) est la méthode appropriée qui permet de déterminé la concentration d’Alcool
benzylique dans LAMIDAZ1%

D’apreés cette étude nous avons trouvé que la concentration d’AB dans LAMIDAZ1% est : 0.64

mg//ml ce qui équivaut a 1.07%.
Mots clé : LAMIDAZ1% ; Alcool Benzylique ; (HPLC).
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Résumé

Abstract

Benzyl Alcohol is an antibacterial preservative widely used in medicines such as LAMIDAZ1%
dermatological cream, their property being important in their concentration.

The objective of this study is to develop a benzyl alcohol test method in LAMIDAZ cream1%, first
identifying LAMIDAZ1%.

All analyzes performed on LAMIDAZ1 to identify it are given the values according to the standard
used.

We are interested in determining the level of benzyl alcohol in LAMIDAZ1% by two different
methods of the assay: UV-Visible Spectrophotometry and High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). By comparison between the results of these two methods we found that
(HPLC) is the appropriate method that allows to determine the concentration of benzyl alcohol in
LAMIDAZ1%

According to this study we found that the concentration of AB in LAMIDAZ1% is: 0.64 mg / ml
which equals 1.07%.

Key words : LAMIDAZ1% ; Benzyl Alcohol; (HPLC).
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Actuellement, dans le monde, 5% des infections sont dues aux champignons et aux levures, du fait
de la multiplication des facteurs de risque. Depuis plusieurs décennies et particulierement dans les
pays développés, la fréquence des infections fongiques, s’est considérablement accrue en raison des
progres des thérapeutiques médicales et chirurgicales.

Parallélement, la thérapeutique antifongique s’est étendue, on distingue 5 classes d’antifongiques,
entre eux les Allylamines, I’histoire de cette classe débute en 1983 avec la découverte de la
terbinafine, représentant de la classe des allylamines, cette molécule est utilisée par la voie orale et
la voie parentérale, pour cette derniére elle représente souvent sous forme des émulsions, comme la
créme LAMIDAZ®1%

LAMIDAZ1®% est une préparation semi-solide destinée a étre administrée en usage topique par
voie cutaneée. Il est disponible en tube aluminium de 15 g. Il est utilisé dans traitement de certaines
maladies de la peau des ongles et muqueuses dues a des champignons, elle est composé par PA

terbinafine plus 9 excipients entre eux le conservateur I’alcool benzylique

Que I’orientation choisie soit le cosmétique ou les médicaments, les industriels de ce secteur sont

tous confrontés a un probléme majeur : la conservation des produites pharmaceutiques

En effet, il est indispensable de protéger toute formule de la contamination microbienne afin de
garantir au produit une durée de vie suffisante, mais également une sécurité d’utilisation maximale

au consommateur.

Parmi les conservateurs les plus utilisés I’alcool benzylique qui est considéré comme « EEN » selon
I’AFSSAPS. 1l est communément employé en raison de leur propriété antimicrobienne. Leur
propriété dépendant de leur concentration. Il est actif a des concentrations trés nettement
inférieures (1 a 3%), si elle dépasse ce pourcentage il peut provoquer une réaction allergique,

immédiate ou retardée

L’objectif de ce travail est de la mise au point d’une seule méthode en chromatographie liquide a
haute performance Couplée a une détection a UV-visible pour le dosage du conservateur I’ Alcool
benzylique dans LAMIDAZ®1%
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Cette technique serait employée pour effectuer la détection de I’alcool benzylique ainsi que leur
dosage dans LAMIDAZ®1%. La mise au point a consisté en la détermination des parametres
instrumentaux optimaux pour L’ensemble des molécules en fonction de leurs propriétés physico-

chimiques.

Dans le présent travail, nous avons reparti notre démarche en deux parties. La premiére partie était
consacrée a la synthése bibliographique composée de quatre chapitres : Le premier chapitre
présente généralités sur les médicaments et les émulsions ; Le second chapitre est consacré a la
creme dermique LAMIDAZ®1%. Toutes les propriétés et les informations sur le conservateur
I’alcool benzylique présentées dans le troisieme chapitre ; le dernier chapitre est réservé aux

méthodes expérimentales utilisées lors de ce travail

Dans la deuxieme partie, nous avons présenté I’objectif de I’étude ; les matériels utilisés dans la
partie pratique de ce travail et nous avons détaillé les méthodes analytiques d’identification de
LAMIDAZ®1% et du dosage d’alcool benzylique dans LAMIDAZ®1% jusqu’a la détection par
les’ appareils, nous terminerons par une interprétation et une discussion de tous les résultats

obtenus.

Et enfin, nous cléturons par une conclusion générale.
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I. Généralités sur les médicaments

1.1 Définition

Le médicament est défini comme une « substance ou mélange de substances pouvant étre employée
pour le diagnostic, le traitement, I’atténuation ou la prévention d’une maladie, d’un désordre, d’un
état physique ou d’un symptdome anormal, chez I’homme ou chez les animaux. Il peut étre aussi
utilisé en vue de restaurer, corriger ou modifier les fonctions organiques chez I’homme ou chez les
animaux ». Les médicaments sont des produits qui ne peuvent pas étre vendus s’ils sont défectueux
ou s’ils ne respectent pas les réglements gouvernementaux. Pour leur commercialisation ; ils
doivent respecter les quatre caractéristiques suivantes: ils doivent étre identifiables, purs,

sécuritaires et puissants [1].

1.2 Dénomination

D’aprés Moulin (1998), chague médicament posséde au moins trois noms :

1.2.1 Un nom chimique : est élaborée a I’aide de regles de nomenclature tres strictes édictées par

I’IUPAC elle est la traduction littérale de la formule développée [2].

1.2.2 Une dénomination commune internationale (DCI) : C’est le nom admis pour tous les
pays, et il est enregistré par 'OMS, La DCI est celle qu'il faudra retenir de préférence, afin de

pouvoir se retrouver parmi les nombreuses marques du méme médicament.

1.2.3 Un nom de spécialité ou nom de marque : le signe * ou ® veut dire (registred) car ce nom
est une propriété commerciale. Dans ce domaine I’imagination est reine et la création d’un nom

de marque se réfere aux seuls impératifs commerciaux [2].

1.3 Mises en forme d’un médicament
Un médicament se compose d’un ou de plusieurs principes actifs et d’excipients. L’ensemble était

contenu dans un récipient [3].

1.3.1 Principe actif : est une substance active douée de propriétés pharmacologiques, et est donc

a la base de I’effet thérapeutique [3].

1.3.2 Excipient : L’excipient est une substance d’origine chimique ou naturelle qui facilite
I’utilisation du médicament mais ne présentent pas d’effet curatif ou préventif (article L.5111-
1).
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1.3.3 Récipient : Le récipient est destiné au conditionnement, le protégeant ainsi de
I’environnement extérieur. L’ensemble est regroupé dans un emballage accompagné d’une

notice explicative [3].

1.4 Voies d'administration des médicaments :

Il existe plusieurs voies d'administration, les principales voies d'administration sont : voie orale ;
voie parentérale ; voies transmuqueuses et voie cutanée, cette derniers vois consiste en
I’administration des médicaments sur la peau, soit pour une action locale, soit pour une action
générale apres pénétration a travers les différentes couches cellulaires et diffusion par la circulation

sanguine [4]

1.5 Les principales formes galéniques de la vois cutanée:

Il existe une grande variété de formulations qui peuvent étre utilisées sur la peau. On peut distinguer
différentes formes : solides (patches), semi-solides (pommades, cremes) et liquides (lotions, laits).
D’un point de vue physicochimique, nous parlons d’émulsions, de mousses, de gels, de

suspensions, de poudres et de solutions aqueuses et huileuses [5].

Nous s’intéressons aux émulsions qui se présentent sous la forme de fluides, de lotions, de laits, de

cremes, en fonction de leur composition et de la fraction volumique occupée par les gouttes
1.5.1 Les gels : sont des liquides gélifiés a I’aide d’agents gélifiants appropriés

» Gels hydrophobes ou oléo gels

» Gels hydrophiles ou hydrogels

1.5.2 Pommades : Préparations composées d’un excipient monophase avec des substances

liquides ou solides qui y sont dispersées
» Pommades hydrophobes
» Pommades absorbant I’eau
» Pommades hydrophiles
1.5.3 Créme : Préparations multi phases composées d’une phase lipophile et d’une phase aqueuse
> Créme hydrophobes
» Cremes hydrophiles

I1. Généralités sur les émulsions
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Les cremes sont des préparations multiphases composées d’une phase lipophile et d’une phase
aqueuse, c’est le fruit d’une émulsion. Les émulsions sont des systéemes complexes tres
fréquemment rencontrés en pharmacologie et cosmétologie, la compréhension des mécanismes de
leur formation est essentielle pour assurer la maitrise de leur fabrication ou de leur traitement. Le
grand avantage des émulsions est qu’elles sont bien tolérées par la peau car leur composition est tres

proche de celle du film hydrolipidique de I’épiderme [6]

1.1 Définition des émulsions : [7]

Une émulsion est un systeme biphasique préparé en combinant deux liquides non miscibles, dans
lesquels de petits globules d'un liquide sont dispersés uniformément dans l'autre liquide. Le liquide
dispersé en petites gouttelettes est appelé la phase dispersée, interne ou discontinue. L'autre liquide
est le milieu de dispersion, la phase externe ou la phase continue. Lorsque I'huile est la phase
dispersée et une solution aqueuse est la phase continue, le systeme est désigné comme une émulsion
huile dans eau (H/E). Inversement, lorsque l'eau ou une solution aqueuse est la phase dispersée et
que l'huile ou la matiere grasse est la phase continue, le systéme est désigné comme une émulsion
eau dans huile (E/H). Les émulsions peuvent étre utilisées par voie orale, topique ou parentérale, en

fonction des ingrédients de la formulation et de I'application prévue.

Phase dispersée

Phase dispersante

Emulsifiant

Figure 1: Schémas d'une émulsion [8].

Les émulsions possedent un certain nombre d'avantages importants par rapport aux autres formes
liquides [8]:

e Les médicaments peu solubles dans I'eau peuvent étre facilement incorporés avec des taux

de dissolution et une biodisponibilité améliorés.

e Le godt désagréable ou I'odeur des huiles peut étre masqué partiellement ou totalement, par

émulsification.
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e Le taux d'absorption et la perméation des médicaments peuvent étre contrélés.

e L'absorption peut étre augmentée par la taille diminuée de la phase interne.

e La formulation et la technique pour la livraison ciblée d'organe est disponible.
1.2 Les différents systemes sous le terme « émulsion »

11.2.1 Les macro-émulsions ou émulsions :

Il s’agit de systémes dispersés hors équilibre comportant deux phases liquides non miscibles. Les
émulsions sont des systémes instables du point de vue thermodynamiques, car la séparation des
deux phases conduit a une diminution de I’énergie libre. Cependant, la cinétique de grossissement
de gouttes peut étre suffisamment retardée pour que I’émulsion reste stable pendant une durée
déterminée. Le diamétre moyen de ces émulsions classiques est supérieur ou égal au micrometre.
Compte tenu de leur taille, et en fonction de la viscosité de la phase continue, les gouttes des

émulsions sédimentent (ou crement) sous I’effet de la gravité [9].

11.2.2 Les nano/mini émulsions :

Ces deux termes sont utilisés pour nommer des systemes biphasiques, de taille de gouttes comprise
entre 20 et 200 nm [10]. En raison de la taille des gouttes, les nano-émulsions sont transparentes ou
translucides a I’ceil et sont stables & la sédimentation ou au crémage. La préparation des nano-
émulsions exige soit I’utilisation de méthodes hautement énergétiques, comme la microfluidisation,
ou bien I’utilisation de méthodes non conventionnelles et complexes, mais de faible consommation
énergétique, comme I’inversion de phase [9]. L’avantage des mini-émulsions est leur extraordinaire

stabilité au vieillissement et a la dilution [11].

11.2.3 Les microémulsions :

Ce sont des émulsions simples dans lesquelles les particules dispersées sont si fines qu'elles
paraissent solubilisees dans la phase aqueuse. En effet, la taille des particules, qui est comprise entre
10 et 100 nanometres (nm), confére une transparence aux préparations et une pénétration plus
favorable des substances actives a travers la couche cornée de la peau [12]. Il convient de bien

distinguer les émulsions de ces systemes particuliers que I’on appelle microémulsions.

11.3  Les différents types d'émulsions :

Il existe plusieurs types d'émulsions. Les émulsions simples composées de deux phases (hydrophile
et lipophile) et les émulsions multiples constituées de deux phases lipophiles et d'une phase
hydrophile ou de deux phases hydrophiles et d'une phase lipophile. Etant donné la complexité des

émulsions multiples [8].
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11.3.1 Les émulsions simples :
Une émulsion simple est une émulsion composée d'une phase hydrophile, d'une phase lipophile et
d'un émulsifiant [8]. Les émulsions simples sont appelées eau dans huile (E/H) quand des

gouttelettes d’eau sont dispersées dans la phase huileuse, et huile dans eau (H/E) pour I’inverse [9].
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Figure 2 : les différents types d’émulsion simple [13].

11.3.2 Les émulsions multiples :

Les émulsions multiples sont des systemes multiphasiques comprenant au moins deux liquides non
miscibles, a savoir, deux émulsions H/L et L/H siégent des tensio-actifs hydrophiles et lipophiles
qui sont utilisés pour stabiliser ces deux émulsions, respectivement et dont I'un est dispersé sous
forme de fines gouttelettes uniformes dans l'autre , ainsi sont appelées «émulsions d'émulsions ». Le

diamétre des gouttelettes dans les émulsions multiples peut varier de 0,1 a 100 um [14].

Les gouttelettes de I'émulsion double E/H/E devraient étre d'une taille comprise entre 10- 60 um, de
facon a optimiser sa stabilité. Le diametre des globules d'huile devrait atteindre préférentiellement
au moins 6 fois celui du diameétre des gouttelettes aqueuses internes. Ces valeurs sont les parameétres
optimaux pour obtenir une émulsion multiple stable. De facon plus générale, les gouttelettes
aqueuses internes devraient étre inférieures a 10 microns et les gouttelettes externes, de taille

inférieure a 100 microns [15].

Ce sont des systemes thermodynamiquement instables, leur formulation constitue un paramétre

critique a leur préparation [16].
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Figure 3: Schémas d'une émulsion multiple [13].

Caractéres des émulsions : [9]

Les caractéres des émulsions varient avec différents facteurs, notamment avec la nature et la

proportion des deux phases, des emulsifiants ou des autres constituants, et avec la taille des globules

dispersés.

Ces préparations sont généralement liquides, cependant il existe des émulsions formées de
globules dispersées dans un milieu plus ou moins consistant (certaines pommades par
exemple).

Elles ont le plus souvent un aspect laiteux. Elles peuvent présenter un reflet bleuté (effet

Tyndall). elles sont translucides lorsque la taille des globules est trés faible.

Les globules d’une émulsion, sont d’une taille sensiblement identique, celle-ci variant, selon

I’émulsion de 0.5 a 50 um en genéral.

La stabilité des émulsions est telle que leur aspect macroscopique reste inchangé au cours de
la conservation. Exceptionnellement, suivant la densité des phases, un léger crémage ou une
faible sédimentation peut apparaitre, dans ce cas les émulsions doivent reprendre leur aspect

initial aprés agitation manuelle.
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I. Présentation de LAMIDAZ1%
La creme dermique LAMIDAZ®1%, est une préparation semi-solide destinée a étre administrée en

usage topique par voie cutanée. Il est disponible en tube aluminium de 15 g. LAMIDAZ®1% est un
antifongique de la famille des allylamines, Il est utilisé dans traitement de certaines maladies de la

peau des ongles et muqueuses dues a des champignons.

; TR =
=l - -f__
LAMIDAZ 1%

Tubs da i5@

Figure 4: LAMIDAZ1% présente sur le marché.

Il.  Dénomination commune internationale (DCI) :

La dénomination commune internationale (DCI) de la creme est : chlorhydrate de terbinafine.

I11.  Conditionnement et conditions de conservation des créemes LAMIDAZ®1% présentes
sur le marché national :

Le tableau suivant récapitule le type de conditionnement primaire et secondaire et les conditions de

stockage de la creme LAMIDAZ®1% présente sur le marché national.

Tableau 1-- Conditionnement et condition de conservation de cremes présentes sur le marché

national.
Nom commercial : Conditionnement Conditionnement Conditions de
primaire secondaire stockage
LAMIDAZ® Tube en aluminium Etui en carton A conserver <25° C
de15¢g

IV. Propriétés de LAMIDAZ®1%

IV.1 Pharmacocinétique
Moins de 5 % de la dose sont absorbés apres application topique, lI'exposition systémique est donc

tres faible.
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IV.2 Pharmacodynamique

LAMIDAZ®1% est un antifongique a large spectre, appartenant a la nouvelle classe des
allylamines, il est actif sur les dermatophytes (trichophyton, microsporum), sur les levures
(candida, Malassezia furfur ...), sur certains champignons filamenteux et certains champignons

dimorphes.

LAMIDAZ®1% empéche la biosynthése de l'ergostérol, constituant essentiel de la membrane
cellulaire du champignon, par inhibition spécifique de la squaléne époxydase, lI'accumulation

intracellulaire de squaléne serait responsable de son action fongicide.

LAMIDAZ®1% ne modifie pas le métabolisme des hormones et des autres médicaments (I'enzyme

squaléne époxydase n'étant pas liee au systeme cytochrome P450).

e

Sqealene
*“’“" Inhibiteur de la
@-@, squaléne epoxidase
s

Squalenc-2S-epaoxicde

Ergosierol
Lavosierol L

Figure 5: Mécanisme d’action de la terbinafine - Antifongiques

V. Contre indications

Ce médicament ne doit pas étre utilisé en cas d'allergie a les allylamines.

VI.  Leseffets secondaires possibles de LAMIDAZ®1%
La creme dermique LAMIDAZ®1% peuvent provoquer des effets secondaires

» un décollement de la peau ;
» une démangeaison ;

» une éruption cutanée ;
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» une rougeur et sécheresse;

» une sensation de cuisson et de piqire ;

» dautres signes d'irritation cutanee qui n'étaient pas presents avant l'utilisation de ce

médicament.

VII.  Médicaments contenants le principe actif Chlorhydrate de Terbinafine
LAMIDAZ®1% est commercialisé sous différentes formes et appellations, le tableau ci-dessous

présente ces formes :

Tableau 2-les déférentes formes de chlorhydrate de Terbinafine

CREMES COMPRIME
Lamisil 1% Lamisil 250 mg. Comprimé sécable
Terbinafine pierre fabre 1 % Terbinafine ratiopharm 250 mg, comprimeé
sécable
Terbinafine mylan 1% Terbinafine mylan 250 mg, comprimé
sécable
Terbinafine eg 1 % Terbinafine eg 250 mg, comprimé sécable
Terbinafine biogaran 1 % Terbinafine biogran 250 mg, comprimé
sécable
Terbinafine actavis 1 %, Terbinafine actavis 250 mg, comprimé
sécable
VIII.  Formule qualitative et quantitative de la creme dermique

La creme dermique LAMIDAZ 1% est composent par un seul principe actif et neuf excipient:

Tableau 3-composition de LAMIDAZ®1% [17].

Composition Dose Centésimale Fonction
%
Principe Actif Terbinafine 1 P.A
chlorhydrate
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Myristate 8 Emoliant/Composant
d’isopropyle Huileux
Polysorbate 60 6.1 Emulsifiant
Alcool Stearylique 4.0 Facteur de consistence
Alcool Cetylique 4.0 Facteur de consistence
Cetyle Palmitate 2.0 Facteur de
consistence/Emulsifiant
EXCIPIENT
Sorbitan monostearate 1.9 Emulsifiant
Hydroxyde de sodium 0.12 Ajusteur de PH
Eau purifie 71.88 Solvant/ Diluant
Alcool Benzylique 1.0 Conservateur

VII11.1 Propriétés physico-chimiques et thérapeutiques de principe actif (Chlorhydrate de
Terbinafine) :
Définition : Le chlorhydrate de Terbinafine est un dérivé synthétique I’allylamine structurellement

apparenté a la naftifine

Nom UIPAC : [Chlorhydrate de (2E)-N, 6,6-triméthyl-N-(naphtalén-1-ylméthyl) hept-2-én-4-yn-1-

amine]

N , HCl
N CHs

H,C CH,
Figure 6: la formule de chlorhydrate de Terbinafine.

Les tableaux ci-contre récapitulent [I’identification, les propriétés physico-chimiques et

toxicologiques de Chlorhydrate de Terbinafine

Tableau 4-I’identification de chlorhydrate de Terbinafine

Identification du chlorhydrate de terbinafine
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Nom UICPA (2E)-N, 6,6-triméthyl-N-(naphtalén-1-
ylméthyl) hept-2-én-4-yn-1-amine
No CAS 91161-71-6
Code ATC DO01AE15 D01BA02
Drug Bank DB00857
Apparence SOLIDE

Tableau 5-les Propriétés physico-chimique.

Propriétés physico-chimique

Formule brute CaHzsN
Masse molaire 291,4299 + 0,0188 g/mol
C 86,55 %, H 8,65 %, N 4,81 %,
Point de fusion 195-198°c
Solubilité trés peu soluble ou peu soluble dans
I’eau,

Facilement soluble dans I’éthanol
anhydre et dans le méthanol, peu soluble
dans I’acétone.

Teneur 99,0 pour cent a 101,0 pour cent

(substance desséchée).

L aspect poudre blanche ou sensiblement blanche

Tableau 6-les Propriétés toxicologique.

Ecotoxicologie

DL50 4000 mg/kg souris oral
393 mg/kg souris i.v

VI11.2 Excipients
Les excipients incorporés pour I’élaboration de ce médicament a différentes étapes du processus de

fabrication sont :
v Hydroxyde de sodium : « Natrii hydroxymum »

NaOH Mr :40.00
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Caractéeres : Masse blanche a structure cristalline, présentée sous forme de pastilles, de cylindre ou

de plaques, déliquescentes, absorbant facilement le dioxyde de carbone, trés solubles dans I’eau
facilement solubles dans I’alcool.

v' Myristate d’isopropyle : « Tétradécanoate de propan-2-yle »
Structure chimique :

C17H340,

0

& ."-\..__.- i '.\_..-" "'.\._.."' "-\..__." oy '-EI" "
Figure 7: structure de Myristate d’isopropyle.

Caractére : Le myristate d'isopropyle, est I'ester de I'acide myristique et de I'isopropanol. A

température ambiante, c'est un liquide incolore et huileux.
v Polysorbate 60 : « Monostéarate de poly oxyéthylene sorbitane (polysorbate 60) »

Structure chimique :

) '|I D
D-._\_\__(-—"{;O/L._\_‘__(.i"ﬂ._\_‘"’.d"a_\_\_"’."'h_\_‘
./G 'ED/‘“' _.‘:-;,DH L]
HO y—af .} OH -
\{:r/-\DJI; 'O 'IIY WHNEY+Z=20 \IH
1
CeaH126026 Figure 8: structure de Polysorbate 60.
v Alcool stéaryligue : « L'octadécan-1-ol »
Structure chimique :
IIIIIII.I IIIIIIII.I IIIIIIII.I IIIIIIIIII IIIIIIIIII IIIIIIII.I IIIIIIII.I IIIIIIII.I IIIIIIIII
rll: ] 1 1 1 1 1 1 1 |:|+
C1gH30 Mr : 270,49,

Figure 9: structure d’Alcool stéarylique.
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Caractére : est un alcool primaire de la famille des alcools gras, il se présente sous la forme de

granulés blancs et a une faible odeur
v Alcool cétylique : « n-hexadécanol »

Structure chimique :

o
C16H340 Mr : 242,4406,

Figure 10: structure d’Alcool cétylique.
Caractére : est un alcool gras, prend la forme d'un solide blanc cireux ou de paillettes
v Palmitate de cétyle : «

Structure chimique :

O

/\/\/\/\/VM

o)
C32H6402 WWM Mr : 480185,
Figure 11: structure de Palmitate de cétyle.

Caractere : Le palmitate de cétyle est I'ester dérivé de I'acide palmitique et I'alcool cétylique. Il est

le constituant principal du spermaceti, la cire trouvée dans le crane des cachalots.

v" Sorbitan monostearate: « Octadecanoicacid [2-[(2R, 3S, 4R)-3,4-dihydroxy-2-
tetrahydrofuranyl]-2-hydroxyethyl] ester »

Structure chimique :

OH

CaaHas0s wd o Mr : 430.62
Figure 12: structure de Sorbitan monostearate.
Caractéres : Blanc a bronzé solide cireux, avec légére odeur.
v' Eau purifiée :

H.0 Mr : 18.02
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Caractéres : il présente une faible teneur en contaminants inorganiques, organiques ou colloidaux.

v L’alcool benzylique : « Alcool benzylicus »

Structure chimique :

- OH

C;HgO % Mr : 108.1

Figure 13: structure d’Alcool benzylique.

Caractéres : L’alcool benzylique est un liquide huileux ; limpide, incolore, réfringent, soluble dans
I’eau, miscible a I’alcool, a I’éther, aux huiles grasses et aux huiles essentielles. (plus détaillé en
chapitre 03)

IX. Laconservation des médicaments : [18]
Les conservateurs jouent plusieurs roles dans la protection des produits pharmaceutiques. lls
permettent tout d’abord la protection des produits pharmaceutiques des contaminations pouvant étre

apportés lors de leur production par :
e les matieres premiéres (principes actifs, eau, colorants...) ;
e lesarticles de conditionnement ;
e [’atmospheére des locaux ;
e |e personnel.

Or, les contaminations générent la degradation anticipée des médicaments, le rendant inapte a
I’utilisation, voire dangereux pour le consommateur.
Ils ont également un réle de protection lors de I’utilisation du produit par le consommateur qui la

pollue lors du prélevement.

Tous les médicaments doivent donc contenir des conservateurs. Néanmoins, selon leur nature,

composition ou packaging, leur présence et concentration peuvent étre trés différentes.

D’une fagon génerale, les médicaments en solution et les cremes ne sont pas aussi stables que les
formes solides, ils sont donc plus sensible a la dégradation ainsi qu’a la contamination

microbiologique [19]
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Parmi les conservateurs les plus utilisés dans les émulsions : I’ Alcool Benzylique.
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Etude bibliographique L’Alcool benzylique

I.  Définition d’Alcool Benzylique « phényle méthanol »
L'alcool benzylique est un alcool de formule brute C¢HsCH,OH. C’est  un liquide incolore,
inflammable et irritant. Cannizzaro le découvre en 1853 par l'action de I'nydroxyde de potassium
sur le benzaldéhyde [20]

L'alcool benzylique est un type d'alcool, que I'on trouve naturellement dans certaines plantes,
mais qui peut aussi étre synthétisé. L'alcool benzylique n'est pas soluble dans I'eau. Il est utilisé
dans l'industrie cosmétique, notamment pour stabiliser les parfums, ou comme solvant
dermatologique. Dans l'industrie pharmaceutique, il permet d'empécher le développement de
microbes, de bactéries ou de champignons, notamment dans les préparations conservées a

température ambiante. [21]
1.1 Formule brute : C;HgO

1.2 Structure chimique :

OH

Figure 14: la structure de I’ Alcool Benzylique.

Il.  Propriétés d’Alcool Benzylique : [22]

1.1 Informations générales:

Tableau 7-information générale sur I’ Alcool benzylique.

Aspect physique Liquide
Odeur Odeur aromatique
Odeur faible
Couleur Incolore
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1.2 Propriétés physiques :
L'alcool benzylique est un liquide sirupeux, incolore, d'odeur douce et aromatique, décelable des la
concentration de 5,5 ppm. 1l est soluble dans I'eau (4 % a 20 °C) et forme avec elle un azéotrope (a

91 % d'eau) qui bout 4 99,9 °C a la pression atmosphérique.

Miscible a I'éthanol et a l'oxyde de diéthyle, il est soluble dans la plupart des solvants organiques

usuels.

C'est un bon solvant des matieres plastiques (cellulosiques notamment), des résines naturelles, des

cires et des gommes

Tableau 8-propriétes physiques de I’ Alcool benzylique.

Propriétés physiques

N° CAS 100-51-6
Etat Physique Liquide
Masse molaire 108,13
Point de fusion 15,3°C
Point d'ébullition 205,3 °C a la pression atmosphérique
Densité 1,045
Densité gaz / vapeur 3,72
Pression de vapeur 13,3Paa30°C
133 Paa 58 °C
Indice d'évaporation 1750
Point d'éclair 100,5 °C (coupelle fermée)

104,4 °C (coupelle ouverte)

Température d'auto-inflammation 436 °C
Limites d'explosivité ou d'inflammabilité Limite inférieure : 1,3 %
(en volume % dans l'air) Limite supérieure : 13 %

11.3  Propriétes chimiques : [23]. [24]. [25]
L'alcool benzylique, alcool aromatique a chaine latérale saturée, a les réactions fonctionnelles des
alcools primaires saturés, avec une mobilité particuliere de I'nydroxyle (facilité d'éthérification et de

déshydratation) et avec des possibilités de substitution sur le noyau.

En I'absence d'oxygene, c'est un produit stable.
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Sous l'action de I'oxygéne de l'air, il s'oxyde lentement en aldéhyde benzylique ou acide benzoique

: la lumiere, I'humidité et la chaleur accélérent la réaction.

Oxydant

Oxydant en exces
R— CH,—OH R = R—C—O

) . H OH
Alcool primaire Aldehyde Acide carboxylique

Figure 15: réaction d’oxydation d’ Alcool benzylique.

A des températures supérieures & 300 °C et en présence de cuivre réduit, la décomposition est plus
compléte et donne un mélange de benzene, de toluene, d'hydrogene, de monoxyde et de dioxyde de

carbone.
L'alcool benzylique peut réagir vivement avec les oxydants puissants.

L'explosion d'un mélange d'alcool benzylique et d'acide sulfurique hydraté a été observée vers 180
°C.

D'une facon générale, en présence de composés acides et de traces de fer, lI'alcool benzylique peut

réagir vivement, avec formation d'un polycondensat.

La plupart des métaux sont insensibles a l'action de l'alcool benzylique. L'aluminium peut étre

attaqué a chaud.

Tableau 9-propriétés chimiques d’Alcool benzylique.

Formule brute C7HsO
Masse molaire 108.1378 + 0.0065 g/mol
C 77.75%, H 7.46%, O 14.8%
pKa 15.40
Moment dipolaire 1.71+0.09 D
Diametre moléeculaire 0,596 nm

1.4 Propriétés toxicologique :

a) Toxicité aigué:
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Alcool benzylique DL50 orale (rat) : 1230 mg/kg

b) Toxicité chronique:
e Aucun effet cumulatif.
e Non repris dans classe de cancérogénicite (IARC, CE, TLV, MAK).
e Non repris dans classe de mutagenicité (CE, MAK).
e Non classifié comme toxique pour la reproduction (CE).
c) Effets aigus/symptdmes: [26], [27], [28]

» Inhalation:

Exposition a de fortes concentrations peut causer : Gorge seche/mal de gorge ; Toux ; Irritation des

voies respiratoires et des muqueuses nasales ; Nausées ; Maux de téte et Vertiges.
» Contact cutané:

Localement l'alcool pur est irritant pour la peau et les muqueuses (Teint rouge, Troubles de

perception de la douleur), mais les solutions aqueuses a 4 % ou moins sont bien tolérées.
» Contact oculaire:

Un contact oculaire bref se traduit par une sensation de bralure qui disparait rapidement ; Rougeur

du tissu oculaire ; Irritation du tissu oculaire ; Vision trouble.
» Ingestion:

En cas d'ingestion accidentelle de quantité importante d'alcool benzylique, les premiers signes de
I'intoxication sont digestifs (sensation de brdlure, douleurs abdominales, vomissements, diarrhée) ;

ils s'accompagnent ensuite d'une atteinte neurologique centrale.
d) Effets chroniques:

Apres exposition, contact prolonge ou répete d’alcool benzylique il causait: douleurs gastro-

intestinales ; perte de poids ; maux de téte ; éruption /dermatite.
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1.1

1.2

Prévention

Précautions individuelle

Prévoir une aspiration des vapeurs aux postes de travail faisant intervenir des températures
élevées, ainsi qu'une ventilation générale des locaux.

Prévoir également des appareils de protection respiratoires pour certains travaux de courte
durée, a caractére exceptionnel, ou pour des interventions d'urgence.

Eviter le contact du produit avec la peau et les yeux.

Mettre a la disposition du personnel des vétements de protection, des gants et des lunettes de
sécurité. Ces effets seront maintenus en bon état et nettoyés aprés chaque usage.
En cas de fuite ou de déversement accidentel, récupérer le produit en I'épongeant avec un
matériau absorbant non combustible, puis laver a grande eau la surface ayant été souillée. Si
le déversement est important, évacuer le personnel en ne faisant intervenir que des
opérateurs entrainés munis d'un équipement de protection.

Conserver les déchets imprégnés de solvant dans des récipients clos, spécialement prévus a
cet effet.

L'alcool benzylique peut étre régénéré ou détruit par incinération.

Dans tous les cas, traiter les déchets dans les conditions autorisées par la réglementation

(traitement dans l'entreprise ou dans un centre spécialisé).

Précautions pour la protection de I'environnement
» Pomper/recueillir produit libéré dans récipients appropriés Boucher la fuite,
» Couper l'alimentation

111.2.1 Méthodes de nettoyage

0}

0}
(0}
0}

Absorber liquide répandu dans matériaux tels pue: sable, terre, vermiculite.
Mettre le produit absorbé dans un récipient qui se referme.
Rincer les surfaces souillées abondamment a l'eau.

Nettoyer le matériel et les vétements apres le travail.

Premiéres secoures

Apreés inhalation
Emmener la victime a l'air frais.

Troubles respiratoires: consulter médecin/service médical.
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V.2
>

>
>
>

V.3

V.4

YV V. V VYV V

Contact avec la peau
Rincera l'eau.

Du savon peut étre utilisé.

Ne pas utiliser des produits (chimiques) neutralisants.

Consulter un médecin si l'irritation persiste.

Contact avec les yeux
Rincer immédiatement et abondamment a I’eau.
Ne pas utiliser de produits neutralisants.

Consulter un ophtalmologue si l'irritation persiste.

Apreés ingestion

Rincer la bouche a I'eau.

Immédiatement aprés l'ingestion: faire boire beaucoup d'eau.

Donner du charbon médicinal.

Ne pas faire vomir.

Consulter un médecin/le service médical en cas de malaise

Utilisations

V.1 Industriel : L'alcool benzylique est employé dans certains secteurs industriels

>

>
>
>

Solvant pour vernis, peintures, encres, bains de teinture pour fibres naturelles et synthétiques

On l'utilise aussi dans les liquides qui permettent de développer les photographies,

Constituant de bain de développement pour photographie couleur

Matiere premiére en synthése organique, notamment pour la fabrication des esters

benzyliques trés utilisés dans l'industrie des parfums et des arémes et comme plastifiants.

V.2Cosmétiques

» conservateur dans certains produits cosmétiques et en tant qu'additif dans l'industrie

> plastifiant et matiere premiére dans l'industrie des parfums

>

alimentaire

Conservation d'émulsions (créemes, laits)

> Conservation de produits lavants (shampooings, gels douche, démagquillants)

>

Conservation de gels et lotions aqueuses
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V.3Pharmaceutiques
> Dans le secteur médical, l'alcool benzylique est apprécié pour ses propriétés antiseptiques,
anesthésiques et analgésiques.
> 1l est associé au benzalkonium chlorure ou aux chlorhexidines pour traiter des plaies.
» Conservateur pour produits pharmaceutiques, phytosanitaires et cosmétiques.
> Conservateur antibactérien et antifongique a large spectre, assure la conservation des
préparations pharmaceutiques contenant une phase aqueuse (eau, hydrolat).

VI.  Médicaments contenant de I'alcool benzylique
L'alcool benzylique entre en association avec d'autres substances dans la composition des

médicaments suivants :

> Antiseptique : Biseptine ®, Biseptine spraid, les pastilles médicinales Vicks (Menthol et
Eucalyptus)

» Antifongique : Lamisil 1% ; Terbinafine pierre fabre 1 %, Terbinafine mylan 1% et la
créeme dermique LAMIDAZ1%
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I.  Spectrophotométrie d’absorption dans I’'UV-Visible
La spectrophotométrie d’absorption dans I’UV-Visible est I’une des méthodes d’analyse de la
spectroscopie moléculaire. C’est une technique basée sur I’absorption des radiations lumineuses par
la matiére dans le domaine s’étendant du proche ultraviolet au trés proche infrarouge, soit entre 180
et 1100 nm. Cette partie du spectre est désignée par I’'UV-visible, parce qu’elle englobe les

radiations perceptibles par I’ceil humain. [29]

1.1 Principe
Le principe de la spectrophotométrie UV-Visible repose sur la transition d’un état fondamental vers

un état excité, d’un électron d’une molécule, due a I’excitation par une onde magnetique. [30]

Le domaine spectral est divise en trois plages de longueur d’onde appelées proches UV (185-400
nm), visible (400-700 nm) et trés proche infrarouge (700-1200 nm).

L’origine de I’absorption lumineuse est due a I’interaction des incidents avec les especes de
I’échantillon. Ainsi lorsqu’une molécule isolée absorbe un photon de I’UV-Visible, I’énergie d’un

ou plusieurs électrons de valence se trouve accrue en entrainant des perturbations.

= o megbh e -

TR b .... M N LiErs i 2l rared 5 A W Lot
5% s [

1
[e— —

Figure 16: Domaine spectrale d’UV.

1.2 Loi de I’absorption :
Lorsqu’un faisceau d’intensité Iy traverse une solution de molécule absorbante, le faisceau transmit
(émergent) presente une intensité | inférieure a lo, 11 y a eu absorption énergétique (photons) par les

molécules en solutions.
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——
—— 11
1y
—
/
Avec 1<l Figure 17: phénomeéne d’absorption.

L'absorbance d'une solution est proportionnelle a sa concentration et a la longueur de I'échantillon

comme indiqué la loi de Beer-Lambert.

1.2.1 Loi de Beer- Lambert

La relation de Beer-Lambert décrit que, a une longueur d'onde A donnée, I’absorbance d’une
solution est proportionnelle a sa concentration, et a la longueur du trajet optique(distance sur

laquelle la lumiéere traverse la solution).

A=¢c.l.cC

Avec :

> A :absorbance
> ¢ le coefficient d’absorption molaire en L.mol™*.cm™
> | :lalargeur de cuve en cm

» ¢ :laconcentration de la solution en mol/L

La loi de Beer-Lambert est utile pour caractériser de nombreux composés, elle ne doit pas étre
considérée comme une relation universelle pour caractériser la concentration et I'absorption de
toutes les substances. Une relation polynomiale du deuxiéme ordre entre le coefficient d'extinction
et la concentration est parfois considérée pour les tres grandes molécules complexes, par exemple

les colorants organiques comme l'orange de xylénol ou le rouge neutre. [31]

1.3 Appareillage
a) Source de lumiere monochromatique
> Visible : Lampe a incandescence & Tungstene et iode

» UV : Lampe a arc & Deutérium ou a Xénon, ou mercure
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b) Monochromateur (sélection de la longueur d’onde)

> Prisme
> Réseau
c) Cuve
> Visible : Verre
» UV : Quartz =silice

d) Détecteur = Photomultiplicateur ou photopiles

e) Appareil de mesure

Source polychromatigue -
1 il

Diaphragme ___

4

1

Monochromateur

-

Cuve

——Echantillon

Cellule photoélectrigue Afficheur

{0,024 A

M

mplificateur

Figure 18: Schéma d’appareillage de spectrophotométre.

1.4 Domaine d’application

1.4.1 Détermination d'une concentration inconnue :

Connaissant le spectre d'absorption d'une substance chimique, on peut mesurer, a l'une de ses

longueurs d'onde les variations de l'intensité d'un faisceau lumineux traversant une méme

épaisseur de solutions de concentrations diverses, ceci permet d'établir expérimentalement la

courbe d'étalonnage. [32]

1.4.2 Suivi de la cinétique d'une réaction chimique

Lorsqu'au cours d'une réaction chimique dont on veut étudier lacinétique de I'une des

substances chimiques en solution, on peut par spectrophotométrie d'absorption suivre la

concentration de cette substance (généralement colorée). [32]
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Il.  Chromatographie en Phase Liquide a Haute Performance (CLHP)
La chromatographie liquide a haute pression (le terme haute performance est également employé),
elle est souvent appelée du nom de son abréviation CLHP, ou HPLC (Hight performance liquid

chromatography) en anglais [33]

Cette chromatographie est une technique de séparation analytique et préparative des molécules, elle
permet I’identification, la séparation et le dosage de composés chimique dans un composé ou un

mélange de composés.

Elle dérive d’ancienne chromatographie liquide sue colonne dont les performances, en termes de
sélectivité et de résolution, se sont trouvées grandement améliorées par la miniaturisation et

I’utilisation de phases stationnaires tres élaborées [34].

L’HPLC est une technique analytique en croissante évolution pour I’analyse des médicaments, Sa
simplicité, haute spécificité et large intervalle de sensibilité, font que cette méthode soit I’idéale

pour le dosage des formes pharmaceutiques et des fluides biologiques. [35]

1.1 Principe :

La chromatographie liquide a haute performance est une technique utilisée pour séparer des
composés chimique dans un mélange. Son principe repose sur la séparation de ces composes dans
une colonne contenant du gel de silice, appelée phase stationnaire, par pompage d’un solvant,
appelée phase mobile, a travers la colonne selon I’affinité unique de chaque composant existant
entre la phase mobile et stationnaire. Les composés migrent le long de la colonne a différentes
vitesses et ressortent a différentes temps, établissant ainsi une séparation du mélange. Les composeés
qui ont une grande affinité envers la phase mobile migrent plus rapidement vers le bas de la
colonne, tandis que ceux qui ont une grande affinité envers la phase stationnaire migrent lentement.
[36]

I1.2  Notions de base en HPLC :
Un systéme chromatographique est composé de :

> Soluté (éluant, substrat).
» Phase mobile (éluant, solvant).

» Phase stationnaire (support).

11.2.1 Soluté :

a) Définition :
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C’est la substance existant dans un échantillon, qui est séparé par élution. Celle-ci est suivie selon

un protocole bien précis, de sorte a avoir une affinité du soluté vis-a vis de I’une des deux phases.
b) Mode de séparation des solutés :

Les techniques de chromatographie peuvent étre classées, en fonction du mécanisme de séparation

(tableau 10) des solutés retenus au niveau de la phase stationnaire. [37]

Tableau 10-modes de séparation des solutés.

Mode de Principe de rétention

chromatographie

Adsorption Polarité
Partage Solubilité (affinité)
Echange ionique Charge
Affinité Spécificité biochimique ou chimique (nucléophilie, acidité, basicité, ct)

Exclusion moléculaire | Forme des molécules et poids relatifs a des dimensions moléculaires du

méme ordre que la taille des pores de la phase stationnaire

11.2.2 Phase mobile :

a) Définition

La phase mobile est un vecteur liquide (pour HPLC) servent le soluté a travers la phase stationnaire.
La préparation se produit suivant un protocole (tampon+ solvant) selon la molécule du composé a

analyser.
b) Principaux solvants en HPLC.

Les solvants utilisés (tableau 11) ont des combinaisons miscibles d’eau et de divers liquide

organique. La solution (phase mobile) préparée doit étre agitée, filtrée, et dégazée [38]

Tableau 11-principaux solvants en HPLC.

Phénomene Solvants
Adsorption Hexane, méthanol, acétonitrile,
Partition Méthanol, acétonitrile
Echange d’ions Solution tampon (ph contrélé) aqueuse
Exclusion Tétra hydro furane, toluene
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11.2.3 Phase stationnaire

a) Définition

La phase stationnaire est un support plus au moins poreux (silice ou polymere) recouvert ou non
d’un liquide, qui par ces affinités avec le soluté, va permettre la séparation la separation des

constituants d’un mélange au cours de leurs entrainement par la phase mobile.
b) Types de phase stationnaire

La chromatographie de partage est la plus usuelle et permet la mise en ceuvre de deux types de

phase stationnaire

» La phase normale

» Laphase inverse
1.3 Appareillage :

11.3.1 Différents organes de HPLC
L’installation de I’HPLC nécessite un assemblage d’organes bien spécifiques afin d’avoir une

bonne séparation des constituants. Elle est composée des éléments suivants :

» Un four dans lequel se met une colonne qui contient la phase mobile

» Un module dans lequel se fait I’injection automatique, une vanne d’injection pour
I’injection manuelle ;

> Un systeme de pompage a deux pistons, munit d’un filtre qui communique avec le
réservoir des éluant (solvants) ;

» Un dégazeur ;

» Une unité de pilotage par ordinateur et d’impression, pour traitement des donnees et
enregistrement des chromatogrammes (un contréleur) ;

» Un détecteur UV-vis: Le détecteur UV-visible (celui que nous utilisons) mesure
I'absorption de la lumiére par le produit a la sortie de la colonne. On opére une
longueur d'onde constante, celle-ci ayant été fixée par I'opérateur

11.3.2 Principe de fonctionnement
Au départ, le mélange a separer est dépose en une couche mince au sommet d’une colonne,
Ia ou s’entasse la phase stationnaire sous forme de particules de petite taille.
L’échantillon a analyser est poussée par un débit élevé de la phase mobile, ce qui entraine
une augmentation de la pression dans le systeme. Ainsi, le mélange a séparer se déplace

progressivement vers le haut, a grande vitesse et sous une trés forte pression.
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11.4

En descendant, ils tendent a se séparer quand ils atteignent I’extrémité inferieur de la
colonne. A cet endroit, la phase mobile traverse un dispositif de détection qui permet de
déceler la présence des composés dans la phase mobile, et de tracer un chromatogramme
(évolution des pics a une longueur d’onde donnée dans UV-vis, en fonction du temps). Les
pics obtenus sont plus étroits, donc la séparation de la solution est améliorée. Le seuil de

détection est également plus bas [39]

Delectaur

Colonne HPLC

Pompe - o I I..-

Injecteur

JL_H)I- _A,_._,):._ i _/4-- I

Solvant Echantillcn Sartie

(phase mobils) Systéme informatique

Figure 19: principe de fonctionnement de HPLC.

Domaine d’application de I'HPLC

La Chromatographie a produit un effet pour le moins explosif dans le monde scientifique, si
bien qu’elle connait aujourd’hui des applications dans tous les secteurs ou les sciences
comme la biochimie, chimie analytique et la biologie sont présentes, notamment au niveau
de I’industrie pharmaceutique, clinique, alimentaire, I-industrie des polymeres et le secteur

de la protection de I’environnement [40]
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I.  Objectifs de I’étude

1.1 Introduction

Notre étude a été réalisée a I’unité ANTIBIOTICAL de SAIDAL (Médéa), le mois de février 2018.
Cette unité fabrique et contrdle environ 71 produits pharmaceutiques sous différentes formes, telles
que : gélules, comprimés, sirops, solutions et suspensions buvables, poudre pour solutions

injectables, les solutions injectables, pommades et cremes dermiques.

Pour ces derniers, nous avons effectué le dosage du conservateur I’alcool benzylique dans la creme
dermique LAMIDAZ®1% qui est I’un des 06 nouveaux produits de I’unit¢ ANTIBIOTICAL.

Le matériel utilisé pour notre étude est un matériel de routine, que nous rencontrons dans tous les
laboratoires de chimie (balance, pH-métre, etc....), aussi toutes les méthodes utilisées sont décrites

dans la Pharmacopée Européenne 2004.

1.2 Objectif

Dans cette pratique nous avons essayé de mettre au point une méthode de dosage d’un conservateur
I’alcool benzyliqgue dans LAMIDAZ®1%, en identifiant au premier lieu la créme dermique
LAMIDAZ®1% par une étude comparative avec le standard ,Ensuite nous allons faire le dosage
d’alcool benzyligue dans LAMIDAZ®1%, ces tests sont faits par deux méthodes :
spectrophotométrie UV-Visible et La chromatographie liquide a haute performance HPLC.

1.3 Type de I’étude

Il s'agit d'une étude essentiellement expérimentale.

Il.  Matériels et équipements

1.1  Matériels : dans notre expérience, nous avons utilisé les matiéres et les réactifs suivants :

11.L1.1 Matieres

LAMIDAZ®1% : est une creme dermique blanche homogéne avec une texture lisse et une légere
odeur caracteéristique, il est disponible en tube aluminium de 15 g, elle est produite par I’unité
ANTIBIOTICAL de Médéa, on utilise aussi chlorhydrate de terbinafine (principe actif)

11.1.2 Réactifs et produits chimiques

Les réactifs que nous avons utilisés dans notre expérience sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 12- les réactifs utilisés.
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Réactif Propriété physico-chimique Marque
Acétonitrile Formule : CoH3N Signa Aldrich -grade
Masse molaire : 41.05 g/mol HPLC
Pureté : 99.85%
Méthanol Formule : CH3;OH Honeywell-grade
Masse molaire : 32.04g/mol HPLC
Pureté : 99.8%
Acide phosphorique Formule : H3PO4 Sigma Aldrich
Masse molaire : 97.99 g/mol
Tampon phosphate Formule : KH,PO, Sigma Aldrich

Masse molaire : 136,086 g/mol

Alcool benzylique

Formule : C;HgO
Masse molaire : 108.14 g/mol
Pureté : 99.20%

Honeywell-grade
HPLC

Acétate d’ammonium

Formule : C,H;NO;
Masse molaire : 77.082g/mol

Signa Aldrich -grade
HPLC

Eau distillée

Formule : H,O
Masse molaire : 18.015 g/mol
Pureté : 100%

Groupe saidal

1.2  Equipements :

v Appareil de chromatographie HPLC

Nous avons utilisé I’appareil HPLC de marque SHIMADZU qui se compose :d’un détecteur

UV-Visible de marque SPD-10 A vp qui est connecté a un ordinateur pour le traitement des

données par logiciel : CLASS-vp (version 4.5), une pompe a deux pistons de marque Lc-10 ADvp,

une électrovanne de marque Fev-10ALvp, un dégazeur de marque DGU-12A, un four de marque

CTO-10Avp dans lequel se trouve la colonne de marque C8 Waters (4,6mm*250mm) avec une

phase stationnaire :gel de silice symmetrey
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Figure 20 : Appareillage de I’'HPLC-Shimadzu

v’ Autre équipements :

Pour réaliser notre travail, nous nous sommes servies d’un appareillage de laboratoire indiqué au

tableau suivant :

Tableau 13- appareillage de laboratoire.

Appareillage Marque Réle
pH métre Metrohm Mesure du pH
Dispositif de filtration Ficher Scientific Filtration
sous vide
Bain a ultrasons Ficher Scientific Dégazage de la phase
Fb15052 mobile
Agitateur magnétique Metrohm Homogeénéisation d’un
milieu
Balance numérique Sartorius, Pesées de matiéres
type :NEWCLASSIC MF, premiéres et réactives
Spectrophotométrie UV- Biobase marque BK- mesure l'absorption de la
Vis UV1800PC lumiére par le produit a la
sortie de la colonne.

v Verrerie et autres petits matériels: béchers (50-100-500 ml), spatules, fiole jaugée (25-50-
100 ml), pipette graduée de 5ml, éprouvette graduée (200 ml) et erlenmeyer (50-100 ml).
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Figure 21: pH metres.

Figure 23: balance analytique

Figure 25: balance analytique Figure 26 : spectrophotometre

I11.  ldentification du chlorhydrate de terbinafine dans LAMIDAZ®1%

Nous allons faire le dosage du principe actif chlorhydrate de Terbinafine dans le mélange
LAMIDAZ1% qui est comparé avec les normes en vigueurs par spectrophotométrie UV-visible, et par
Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
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I11.1  Identification du chlorhydrate de terbinafine dans LAMIDAZ®1% par
spectrophotométrie UV-Visible :
Préparation des solutions
e Préparation de la solution standard
- Dans une fiole jaugée de 50 ml, nous pesons 50mg de Terbinafine chlorhydrate SCR. dans du méthanol
puis nous remplissons jusqu’au trait jaugé avec le méme solvant, ensuite dans une fiole jaugée de 100 ml nous

introduisons 2 ml de la solution précédente puis nous remplissons jusqu’au trait jauge avec le méme solvant.

e Préparation de la solution échantillon :
- Dans un bécher, nous introduisons une prise d’essai pesée de 0.2g de mélange final LAMIDAZ1% ,nous le
dispersons et homogénéisons avec quelques gouttes de méthanol dans un bain ultrason, puis nous transvasons
dans une fiole jaugée de 100 ml puis nous ajoutons le méthanol jusqu’au trait jauge.
- Dans un spectrophotomeétre (UV-Vis) nous déterminons les densités optiques de la solution finale standard et

échantillon & Amax = :283 nm, solution blanc : méthanol.

I11.2  Identification du chlorhydrate de terbinafine par La chromatographie liquide a haute
performance (HPLC):
o Conditions opératoire :
Température de four : 25°C
Longueur d’onde : 220 nm
Débit : 2ml/min
Quantité injectee : 20 pl
Colonne : C8 (250*4.6mm)

Y V. V V V

Préparation des solutions :

e laphase mobile :

Phase mobile : acétonitrille /Tampon phosphate KH,PO, 0.01 M ; (50/50, V/V). Nous ajustons le
pH de la phase mobile a 2.8 par HsPO, puis nous filtrons par filtre de 0.45 Um et nous dégazons

pendant 10 min.
e Solution standard :

Nous dissolvons une prise d’essai, de 50 mg pesée avec précision de chlorhydrate de terbinafine étalon, dans

une fiole de 50 ml avec la phase mobile nous mettons dans un bain ultrason pendant 15 mn, nous complétons
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au volume avec le méme solvant. Puis nous transférons 5.0 ml de cette solution dans une fiole de 100 ml, nous

diluons au volume avec le méme solvant

e Solution essai :

Dans un érlenmeyer, nous introduisons une prise d’essai exactement pesé de 2.5 g de creme LAMIDAZ®1%,
nous dissolvons avec 150 ml de la phase maobile avec homogénéisation. Nous mettons dans un bain ultrason
pendant 15 min. Puis nous transférons dans une fiole de 250 ml et nous complétons le volume avec le méme
solvant puis nous filtrons. nous transférons 50 ml du filtrat dans une fiole de 100 ml, nous le diluons au

volume avec le méme solvant.

111.3 Résultats et interprétation d’ldentification du chlorhydrate de terbinafine dans
LAMIDAZ1% par spectrophotometrie UV-Visible

Les résultats d’identification de LAMIDAZ®1% de concentration (0.02 mg/ml) et chlorhydrate de

terbinafine (0.02mg/ml) par spectrophotométrie UV-VIS sont représentes dans la figure suivante :

Figure 27: Spectre UV de LAMIDAZ 1% (0.02 mg/ml) et terbinafine chlorhydrate (0.02

mg/ml).blanc: méthanol.

D’aprés La courbe obtenue, nous constatons qu’a partir de la longueur d’onde 270 nm les deux
courbes de LAMIDAZ 1% et de chlorhydrate de terbinafine se superposent. L’absorbance de
I’échantillon et du standard donne les mémes maximums a 262 nm et 272 nm et 283 nm

Les résultats montrent que la concentration du standard chlorhydrate de terbinafine 0.02mg/ml est la

méme avec la concentration de I’échantillon chlorhydrate de terbinafine dans LAMIDAZ®1%
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0.02mg/ml, donc I’identification du chlorhydrate de terbinafine dans LAMIDAZ®1% par
spectrophotomeétre UV-Visible est positive.

I11.4 Résultat et interprétation d’identification de LAMIDAZ ®1% et du chlorhydrate de
terbinafine par La chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
Les résultats obtenus par I’identification de chlorhydrate de terbinafine dans LAMIDAZ®1% par (HPLC)

représentés dans le chromatogramme de la figure suivante :

0B85
0.60
055

0.50

TERBINAFINE - 2.027 ~

045
040
0.35
0.30
0.25-

0.20-

Standard
0.15 chlorhydrate

snilon de terbinafine

0.10 chlorhydrate g

de terbinafine /
.-"/z 7

r /

0.00-, S v

o.05

-0.05

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.80 1.80 200 220 2.40 2.60 2.80 3.00
Minutes

Figure 28 : LAMIDAZ1%(0.05mg/ml) et chlorhydrate de terbinafine (0.05 mg/ml); phase mobile
acétonitrille /Tampon phosphate (50/50), Amax= 283nm, D= 1.0 ml/min, t= 25C°, v.d= 20ul.

D’apres I’analyse du chromatogramme nous avons obtenu le tableau ci-dessous :

Tableau 14-résultat d’identification de LAMIDAZ1% par HPLC.

Nom Injection Temps de Surface Surface%o Hauteur

rétention (min)
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Std 1 2.027 3810012 100.00 677026
LAMIDAZ

Ech 2 2.024 3819409 100.00 682734
LAMIDAZ

D’apres I’analyse du chromatogramme du mélange de la figure 28 nous n’avons constaté que le
résultat du standard et I’échantillon respectivement: temps de rétention (2.027-2.024 min), surface
(3810012-3819409), hauteur (677026-682734) est identique donc le produit: creme LAMIDAZ®

1% est conforme.

I11.5 Conclusion
D’apreés les résultats obtenus de I’identification de LAMIDAZ®1% par UV-Visible et HPLC nous
constatons que la creme LAMIDAZ®1% et conforme selon les normes en vigueur (monographie de

saidal).

IV. Détermination de I’Alcool Benzylique dans LAMIDAZ ®1%

Apres I’identification de LAMIDAZ1% nous allons vérifier le dosage de I’alcool benzylique dans
LAMIDAZ®1% par deux méthodes spectrophotométrie UV-Visible et chromatographie liquide a
haute performance (HPLC).

IV.1 Détermination de I’Alcool Benzylique dans LAMIDAZ®1% par UV-VIS
Préparation des solutions :
e Préparation de la solution standard :
- Dans une fiole jaugée de 50 ml, nous pesons 50mg de I’Alcool Benzylique, nous le dissolvons avec le
méthanol puis nous remplissons jusqu’au trait jaugé avec le méme solvant.
- Dans une fiole jaugée de 10 ml nous introduisons 5 ml de la solution précédente puis nous remplissons

jusgu’au trait jaugé avec le méme solvant.

e Préparation de la solution échantillon :
- Dans un bécher, nous utilisons une prise d’essai pesée de 1 g de mélange final LAMIDAZ ®1% dispersée et
homogénéisée avec quelques gouttes de méthanol dans un bain ultrason. Ensuite, nous transvasons dans une
fiole jaugée de 20 ml puis nous ajoutons du méthanol jusqu’au trait jaugé.apres, nous filtrons la solution par
filtre seringue 0.45 um
-- Dans un spectrophotométre (UV-Vis) nous déterminons les densités optiques de la solution finale standard

et échantillon a 200 < Amax< 400 nm, solution blanche : méthanol.
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IV.2 Détermination de I’Alcool Benzylique dans LAMIDAZ ®1% par HPLC
o Conditions opératoire :

Température de four : 25°C

Longueur d’onde : 220 nm pendant 4 min puis 252 nm

Débit : Iml/min

Quantité injectée : 10 pl

Colonne : C8 (250*4.6nm)

YV V V V V

Préparation des solutions :
e Préparation de la phase mobile :

La phase mobile est composée du mélange méthanol/Acétate d’ammonium (V/V : 65/35), Pour
obtenir 500 ml de la phase mobile nous préparons 325 ml de méthanol et 175 ml d’acétate
d’ammonium

Le tampon Acétate d’Ammonium d’une concentration de 6.9 g/l a été préparé comme suit : en
dissolvant une masse de 1.38g d’Acétate d’Ammonium dans 200 ml d’eau distillée, le pH de cette

solution a été ajusté par I’acide phosphorique.

Puis nous dégazons par bain ultrason pendant 5 min a 40 C° ensuite, nous filtrons sous vide la
solution par filtre (0.45 pm), aprés nous mettons la solution dans un bain ultrason une 2éme fois
pendant 5 min a 40 C°

e Préparation de la solution standard

v’ préparation de la solution mere [Ter : 4mg/ml] ; [AB : 8mg/ml].

Nous pesons 200 mg du principe actif chlorhydrate Terbinafine et 400 mg d’alcool benzylique dans
une fiole jaugée de 50 ml, ils sont été dissous dans 50 ml de méthanol, nous agitons pour bien
dissoudre. Cette solution standard mixte a été diluée avec la phase mobile et elle a été utilisée pour

préparer la courbe d’étalonnage.
v’ Préparation des solutions filles :

On prépare six (06) dilutions de 0.4 mg/ml jusqu’a 2.4 mg/ml & partir de la solution mére. Ces

dilutions sont données dans le tableau suivant :

Tableau 15- Préparation des solutions filles.
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Cde la solution 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
fille TC (mg/ml)

C de la solution 0.4 0.8 1.2 1.6 2 2.4
fille AB (mg/ml)

Volume de la 1 2 3 4 5 6
solution mere
(ml)
Volume de la 19 18 17 16 15 14
phase mobile
(ml)

Exemple : pour préparer la dilution de 0.4 mg/ml, nous prélevons 1 ml de la solution mére et nous

complétons jusqu’au 20 ml par la phase mobile.
e Préparation des échantillons

Environ 03 g de creme (LAMIDAZ®1%) contenant Chlorhydrate de terbinafine est extrait avec
10 ml de méthanol et nous faisons passer la solution dans un bain a ultrason pour le dégazer
pendant 5 min a 40 C°.Aprés le refroidissement, l'extrait est filtré a travers un filtre Whatman de
0,45um. 2 ml de la solution filtrée est diluée a 10 ml avec la phase mobile.

IV.3 Résultat et interprétation de dosage de I’ Alcool benzylique dans LAMIDAZ®1% par
spectrophotométrie UV-Visible
Le spectre Alcool Benzylique standard de référence a une concentration de 0.5 mg/ml dans le

méthanol est représenté dans la figure suivante :
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Figure 29 : Spectre UV de I’alcool benzylique de concentration 0.5mg/ml

Le résultat obtenu par la figure 29 est ordonné dans le tableau suivant :

Tableau 16-Amax et DO obtenue par UV-Visible.

Amax (nm) DO
242.17 0.5980
247.46 0.7501
252.98 0.5834

D’apres I’analyse de ces résultat nous avons constaté que I’ Alcool Benzylique standard est absorbé

en 3 Amax (Tableaul6) a DO<L1.

Le spectre de I’échantillon d’alcool benzylique a une concentration de 0.5 mg/ml dans le méthanol

est représenté dans la figure suivante :
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Figure 30: Spectre UV de I’échantillon (I’AMIDAZ#=1%) de concentration 0.5 mg/ml, blanc

méthanol

En comparaison avec A max du standard (tableau-16), nous avons obtenu d’apres cette figure le
tableau suivant :

Tableau 17-A max et DO obtenue par UV-Visible.

A max (nm) DO
242 3.9869
247 4.6300
253 4.2292

En comparant ces résultats (tableau 17) avec les résultats de standard (tableau 16), nous constatons
qu’aux mémes Amax :( 242-247-253 nm) nous trouvons que les DO du standard (0.5980-0.7501 -

0.5834) sont<1, mais les DO d’échantillon (3.9869-4.6300-4.2292) sont >1, donc les résultats ne
sont pas identiques.

Cette différence est due a I’existence de plusieurs excipients dans LAMIDAZ®1%, qui peuvent

étre absorbés dans les mémes A max comme le principe actif (chlorhydrate de terbinafine)

En conclusion, les résultats de cette étude montrent que I’absorbance d’alcool benzylique dans

LAMIDAZ®1% n’est pas nettement acceptable donc le choix du dosage d’alcool benzylique dans
LAMIDAZ ®1% par UV-VIS n’est pas adéequat.
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IV.4 Résultat et interprétation du dosage de I’Alcool benzylique dans LAMIDAZ®1% par

Volts

Volts

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

a) Le dosage d’Alcool Benzylique dans le standard de LAMIDAZ®1% par HPLC est la

détection a deux différents A : 220 et 252 nm

> Les chromatogrammes a A max= 252 nm

Detector A (254nm)
—— Standard lamidaze 1% 260218 (252)

0,084 Standard lamidaze 1% 260218(252) injo01.dat
1 Retention Time
-1 Name
1 Height

0,061 Area

80388 6421500

T L L e
0 5 10 15 20 25 30 35 40 4
Minutes

Figure 31 : Chromatogramme du dosage standard de LAMIDAZ®1% 0.4 mg/ml. C8 nm ;

5

phase

mobile : méthanol /acétate d’ammonium (65/35), Amax= 252 nm, D= 1.0 ml/min, t=25C°.

0.15 Detector A (254nm)
’ —— Standard lamidaze 2% 260218 (252)
Standard lamidagze 2% 260218(252) inj001.dat
Retention Time
Name
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00
[2]
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0,00 8
S %
- Tt - - - 1 - - 1 - - - T - - - 1 - - 1 - - T 1 T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Minutes
Figure 32 : Chromatogramme du dosage standard de LAMIDAZ®1% 0.8 mg/ml. C8 nm ; phase

mobile : méthanol /acétate d’ammonium (65/35), Amax= 252 nm, D= 1.0 ml/min, t=25C°.
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Volts

Volts

Detector A (254nm)
’ —— Standard lamidaze 3% 260218 (252)
0,20 Standard lamidaze 3% 260218(252) inj001.dat
| Retention Time
Name
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0154  Area
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Figure 33 : Chromatographie du dosage standard de LAMIDAZ®1% 1.2 mg/ml. C8 nm ; phase
mobile : méthanol /acétate d’ammonium (65/35), Amax= 252 nm, D= 1.0 ml/min, t= 25C°.
Detector A (254nm)
—— Standard lamidaze 4% 260218 (252)
Standard lamidaze 4% 260218(252) inj001.dat
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Figure 34 : Chromatographie du dosage standard de LAMIDAZ®1% 1.6 mg/ml. C8 nm ; phase

mobile : méthanol /acétate d’ammonium (65/35), Amax= 252 nm, D= 1.0 ml/min, t= 25C°.
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Volts

Volts

Detector A (254nm)
—— Standard lamidaze 5% 260218 (252)
Standard lamigaze 5% 260218(252) inj001.dat
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Figure 35 : Chromatographie du dosage standard de LAMIDAZ®1% 2.0 mg/ml. C8 nm ; phase
mobile : méthanol /acétate d’ammonium (65/35), Amax= 252 nm, D= 1.0 ml/min, t= 25C°.
B Detector A (254nm)
—— Standard lamidaze 6% 260218 (252)
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Figure 36 : Chromatographie du dosage standard de LAMIDAZ®1% 2.4 mg/ml. C8 nm ; phase

mobile : méthanol /acétate d’ammonium (65/35), Amax= 252 nm, D= 1.0 ml/min, t=25C°.
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Les informations obtenues par les chromatogrammes a A= 252 nm sont groupees dans le tableau 18.

Tableau 18- résultats obtenues par les chromatogrammes a A= 252 nm.

Alcool benzylique
Concentration Temps de Surface Hauteur Absorbance
(mg/ml) Rétention
0.4 2.108 855636 39293 0.042
0.8 2.083 1546887 75116 0.075
1.2 2.075 2321788 113868 0.11
1.6 2.075 2996058 144735 0.15
2.0 2.058 3740409 181644 0.18
2.4 2.056 4033508 195409 0.19

D’apreés I’analyse du tableau 18 nous trouvons que :

» Quand la concentration est augmentée de 0.4 jusqu’a 2.4 mg/ml, le temps de rétention reste
le méme, tandis que les valeurs de la surface, la Hauteur et I’ Absorbance dans A=252 nm

sont élevées, c’est une relation proportionnelle.
D’apreés ce tableau nous tragons les courbes suivantes :

Courbe représente la surface en fonction de la concentration : S=f(c) a A= 252 nm.

surface=f[concentration(mg/ml)] a A=252 nm

4500000 - S7a0465 2033508
4000000 -
3500000 - 2996058
3000000 - 2321788
2500000 -
2000000 - y = 2E+06x + 26796
1500000 - 855636 R*=0,988
1000000 -
500000 -
O T T T T T 1

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

concentration mg/ml

surface

@ surface 252
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Figure 37 : Courbe représente la surface en fonction de la concentration : S=f(c) a A= 252 nm.

Courbe représente la Hauteur en fonction de la concentration : H=f(c) a A=252 nm.

hauteur=f[concentration(mg/ml)] a A=252 nm

195409

y = 87658x
R2=0,978

250000
200000 181644
[ X
144735 ..
) 150000 ,
2 113868 .-
5 [ I
2 100000 75116 .
39293 ..
50000
@
0
0 0,5 1 1,5 2

concentration mg/ml

2,5

® hauteur 252

Figure 38 : Courbe représente la Hauteur en fonction de la concentration : H=f(c) a A=252 nm

Courbe représente I’ Absorbance en fonction de la concentration : A=f(c) a A=252 nm.

Absorbance=f[concentration(mg/ml)] a A=252 nm
0,25
0,2 0,18 Oi9
0,15 ) 2
o 0,15 <
® 0,11
é Nn-A75 /
0,1 0,075 v =0,078x + 0,015 @ absorbance
0,042/ R2=0,979
0,05 e
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
concentration mg/ml

Figure 39 : Courbe représente I’ Absorbance en fonction de la concentration : A=f(c) a A=252 nm.
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Les chromatogrammes a Amax =220nm
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Figure 40 : Chromatogramme du dosage standard de LAMIDAZ®1% 0.4 mg/ml. C8 nm ; phase
mobile : méthanol /acétate d’ammonium (65/35), Amax=252 nm, D= 1.0 ml/min, t= 25C°.
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Figure 41 : Chromatogramme du dosage standard de LAMIDAZ®1% 0.8 mg/ml. C8 nm ; phase

mobile : méthanol /acétate d’ammonium (65/35), Amax=220 nm, D= 1.0 ml/min, t= 25C°.

Page 54




Partie Pratique

Volts

Volts

Detector A (254nm)
—— Standard lamidaze 3% 260218
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Figure 42 : Chromatogramme du dosage standard de LAMIDAZ®1% 1.2 mg/ml. C8 nm ; phase

mobile : méthanol /acétate d’ammonium (65/35), Amax= 220 nm, D= 1.0 ml/min, t= 25C°.
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Figure 43 : Chromatogramme du dosage standard de LAMIDAZ®1% 1.6 mg/ml. C8 nm ; phase

mobile : méthanol /acétate d’ammonium (65/35), Amax= 220 nm, D= 1.0 ml/min, t= 25C°.

Page 55



Partie Pratique
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Figure 44 : Chromatogramme du dosage standard de LAMIDAZ®1% 2.0 mg/ml. C8 nm ; phase

mobile : méthanol /acétate d’ammonium (65/35), Amax= 220 nm, D= 1.0 ml/min, t=25C°.
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Figure 45 : Chromatogramme du dosage standard de LAMIDAZ®1% 2.4 mg/ml. C8 nm ; phase

mobile : méthanol /acétate d’ammonium (65/35), Amax= 220 nm, D= 1.0 ml/min, t=25C°.
Les informations obtenues par les chromatogrammes a A= 220 nm sont groupées dans le tableau 19.

Tableau 19- résultats obtenues par les chromatogrammes a A= 252 nm.
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Alcool benzylique

Concentration Temps de Surface Hauteur Absorbance
(mg/ml) Rétention
0.4 2.108 3995884 175496 0.19
0.8 2.092 6376788 270775 0.25
1.2 2.092 8473899 343364 0.39
1.6 2.083 9774050 393878 0.4
2.0 2.067 11285609 446957 0.42
24 2.075 11819861 463915 0.45

D’apres I’analyse du tableau 19 nous trouvons que :

-Quand la concentration est augmentée de 0.4 jusqu’a 2.4 mg/ml, le temps de rétention reste le

méme, tandis que la surface ; la hauteur et I’absorbance sont augmentées, c’est une relation

proportionnelle.

D’apreés ce tableau nous obtenons les courbes suivantes :

3

surface=f[concentration(mg/ml)] a A=220 nm
4500000 T 4033508
4000000 - 374:)’4} *
3500000 - 2996058 _—
3000000 +
2 2500000 s
o
R S et
5 2000000 + 1546887~
1500000 pas #su
I 855636
1000000 P y = 2E+06x+ 2679
500000 iz Q2=OIQRR
O I
0 0,5 1 1,5 2 2,5
concentration mg/ml

rface 220

Figure 46 : Courbe représente la surface en fonction de la concentration : S=f(c) a A= 220 nm.
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Hauteur=f[concentration(mg/ml)] a A=220 nm
2 600000
T 500000 446957 463915
393878 /
400000 343364 | 9 —
27077 *
300000 s &
175@3/’/ @ hauteur 220
200000 7S
y = 14436x + 14694
100000 —trats
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
concentration mg/ml

Figure 47 : Courbe représente la Hauteur en fonction de la concentration : Hauteur=f(c) a A= 220

nm.
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Figure 48 : Courbe représente I’ Absorbance en fonction de la concentration : Absorbance =f(c) a

A= 220 nm.
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b)

Résultat de dosage d’Alcool Benzylique dans I’échantillon de LAMIDAZ®1% par
HPLC a Amax =220 nm

Doatmsoor A ZS4nm)
—— Eoh Lamigare 29021E

5637653

0.5

1993 038759258350 Booraps

1378753 140652340

0.0 1

-
D_
o

Echn Larmiazs E02 15000 . dan
R=tention Times
Nam=

Figure 49 : Chromatographie du dosage échantillon. C8 nm ; phase mobile : méthanol /acétate
d’ammonium (65/35), Amax=252 nm, D= 1.0 ml/min, t=25C°.

Les résultats de chromatogramme de I’échantillon sont ordonnés dans le tableau suivant :

Tableau 20- résultat de 1’échantillon a A=220nm

Temps de rétention Surface Hauteur Absorbance
(min)
2,025 5637653 240788 0.25

Pour la détermination de la concentration I’alcool benzylique dans LAMIDAZ®1%, nous avons

compareé les résultats de : surface ; Hauteur et Absorbance d’échantillon (tableau-20) avec les

résultats précédents de : surface ; Hauteur et Absorbance de standard, aux deux défirent A (220-252

nm) par la projection.

Cette comparaison est appliquée sous la forme des courbes : surface ; Hauteur et Absorbance a A :

252 et 220 nm, en fonction de la concentration (mg/ml).

Le tracé de la variation de la surface en fonction de la concentration d’AB est représenté par la

figure suivante :
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Figure 50 : variation de la surface en fonction de la concentration d’AB (mg/ml).

Le tracé de la variation de I’Hauteur en fonction de la concentration d’AB est représenté par la

figure suivante :

Hauteur a A=252 et 220 nm en fonction de
concentration (mg/ml)
600000
500000 y =14436x + 1469
/-/'
400000 )/
]
300000
240788~ -~ 1~ 7,/./
] I
200000 S /1
1
100000 /;/‘/ _
0 ¢ + + +
WY NP v ¥

¢ hauteur 252

B hauteur 220

@ hauteur

——Linéaire

(hauteur 252)

——Linéaire
(hauteur 220)

Figure 51: variation de I'Hauteur en fonction de la concentration d’AB (mg/ml).
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Le tracé de la variation de I’ Absorbance en fonction de la concentration d’AB est représenté par la

figure suivante :

Absorbance a A=252 et 220 nm en fonction de
concentration (mg/ml)
0,6
0,5 y=0,13x+ 0,16
0,4 | L
®A 252 nm
0,3
025F ======== > S
— T WA220 nm
0,2 | 1 /’/Q/‘
I
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0,1 . e ® absorbance
0//1/:/
0 + LW + T T
0)
™ 6\<° © o
N Qg» N 5 N v

Figure 52: variation de I'Absorbance en fonction de la concentration d’AB (mg/ml).

D’apreés I’analyse des courbes d’étalonnage (figure : 50-51-52) nous trouvons que :

Dans la courbe de variation de la surface en fonction de la concentration d’AB (mg/ml) : la surface
d’échantillon(5667653) traverse linéaire a A=220 nm dans un point de concentration (0.66 mg/ml),

mais il ne traverse pas linéaire a A=252 nm.

Dans la courbe de variation de la Hauteur en fonction de la concentration d’AB (mg/ml) : la
Hauteur d’échantillon(240788) traverse linéaire a A=220 nm dans un point de concentration (0.65

mg/ml), mais il ne traverse pas linéaire a A=252 nm.

Dans la courbe de variation de I’ Absorbance en fonction de la concentration d’AB (mg/ml) :
I’ Absorbance d’échantillon (0.25) traverse linéaire a A=220 nm dans un point de concentration

(0.63 mg/mll), mais il ne traverse pas linéaire a A=252 nm

Avec ce résultat, nous pouvons observer que les valeurs des concentrations obtenues sont tres
proches (0.66-0.65-0.63 mg/ml). A partir de ces concentrations nous avons calculé le pourcentage

d’AB dans LAMIDAZ®1% pour la surface, la Hauteur et I’ Absorbance selon le calcul suivant :
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Le pourcentage d’AB dans LAMIDAZ®1% pour la surface :
60mg/ml ________, 100 % x=11%

0.66 mg/m| ——— x

Le pourcentage d’AB dans LAMIDAZ®1% pour I’Hauteur :
60mg/ml —_____, 100 % x=1.08 %

0.64 mg/m| —— x

Le pourcentage d’AB dans LAMIDAZ®1% pour I’ Absorbance :
60mg/ml ________, 100% x=1.05%
0.63 mg/m| ——— x

La moyenne de ces trois valeurs donne le résultat suivant :

_ 1.1+1.08+1.05
- 3

x=1.07%

v

On conclut que la concentration d’alcool benzylique dans LAMIDAZ®1% est 0.64 mg/ml, qui est
I’équivalent de 1.07%

IV.5 Conclusion
En guise de conclusion, la technique d’analyse par chromatographie liquide a haute performance

présentée dans ce modeste mémoire est convenable pour le dosage d’AB dans LAMIDAZ®1%.

En effet les conditions chromatographiques et la méthode de dosage adaptée permettent une bonne

séparation d’AB dans la creme LAMIDAZ®1% avec un temps d’analyse relativement court.

Ainsi les résultats de la mise au point montrent une bonne linéarité de la technique de dosage du

conservateur dans le médicament étudié
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Conclusion Générale

L’Alcool benzylique est tres utilise dans les médicaments comme conservateur antimicrobien leur
propriété dépendant de leur concentration, le but précis de ce mémoire est de déterminer le taux
exact de I’alcool benzylique dans LAMIDAZ®1%, en identifient tout d’abord la creme
LAMIDAZ®1%. Donc ce travail aspirait a deux parties :

Le premier est I’identification de la creme LAMIDAZ®1% par deux différentes methodes

Spectrophotométrie UV-visible et chromatographie en Phase Liquide a Haute Performance (CLHP)

Les résultats de cette étude montrent que ce médicament LAMIDAZ®1% répond aux normes et ne

présente aucune insuffisance ou défaut et est tres pur.

Le deuxiéme partie est la détermination d’alcool benzylique dans la creme LAMIDAZ®1% dont le
but de montrer que la concentration du conservateur ne dépasse pas 2% par deux différentes
méthodes Spectrophotométrie UV-visible et chromatographie en Phase Liquide a Haute
Performance (CLHP)

Les résultats de dosage par Spectrophotométrie UV-visible montrent que I’absorbance d’Alcool
Benzylique dans LAMIDAZ®1% n’est pas nettement acceptable donc le choix du dosage d’Alcool
Benzylique dans LAMIDAZ® 1% par UV-VIS n’est pas adéquat.

Les résultats de dosage par chromatographie en Phase Liquide a Haute Performance (CLHP)

montrer que :

Les valeurs de la Surface ; Hauteur et I’ Absorbance sont généralement proportionnelles aux valeurs

des concentrations d’Alcool benzylique.

La longueur d’onde optimale pour la détermination d’Alcool Benzylique dans LAMIDAZ® creme
1% est A=220 nm.

La concentration détectée de I’Alcool Benzylique dans LAMIDAZ®1% créme 1% est 0.64mg/ml
ce qui equivaut a 1.07%, cette valeur est dans I’intervalle de I’activité de I’alcool benzylique (1 a
3%).

La chromatographie liquide haute performance est la meilleure technique utilisée pour le dosage
d’Alcool Benzyliqgue dans LAMIDAZ® cremel% qui est bien séparée dans les conditions

opératoires déja décrites.
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En effet, la procédure bio analytique de dosage proposée est acceptable et correspond a I’usage pour
lequel le suivi thérapeutique pharmacologique est prévisible, ceci témoigne I’aspect pratique et
efficace de la technique.
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Annexe 01

Le Groupe SAIDAL

SAIDAL est une Société par actions, au capital de 2 500 000 000 dinars algériens. 80 % du capital
du Groupe SAIDAL sont détenus par I’Etat et les 20 % restants ont été cédés en 1999 par le biais de
la Bourse a des investisseurs institutionnels et & des personnes physiques.

Organisé en Groupe industriel, SAIDAL a pour mission de développer, de produire et de

commercialiser des produits pharmaceutiques a usage humain.

Le Groupe SAIDAL a pour objectif stratégique de consolider sa position de leader dans la
production de médicaments génériques et de contribuer, ce faisant, a la concrétisation de la
politique nationale du médicament mise en ceuvre par les pouvoirs publics.

La qualité d'entreprise publique confére a SAIDAL une double vocation:

*Assurer son autonomie financiére et sa pérennité en sauvegardant ses équilibres financiers, en
veillant a améliorer en permanence la compétitivité de ses produits, a réaliser ses objectifs de
croissance et a développer ses ressources humaines.

*Réaliser les objectifs qui lui sont assignés par I’Etat, en sa qualité d’actionnaire principal.

Awu titre de sa mission premiere, SAIDAL a défini les lignes d’actions devant lui permettre d’assurer

sa croissance et de conforter sa position de leader dans la production de médicaments génériques.

Au premier rang de ces lignes d’action, figure un plan global et intégré de développement qui
accompagne I’expansion du Groupe avec un programme d’actions centré sur la valorisation des
ressources humaines, I’amélioration de I’organisation et du systéme d’information, la promotion de
la culture d’entreprise et la mise en ceuvre d’une politique efficace de communication:
v Promouvoir des régles éthiques tendant a la régulation et a I’assainissement du marché du
médicament,

v Contribuer a la réduction des importations,

<

S’ouvrir sur les marchés extérieurs,

v Accroitre le degré de satisfaction des consommateurs.
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Historique du Groupe SAIDAL

SAIDAL a éte créée en avril 1982 a la suite de la restructuration de la Pharmacie Centrale
Algérienne (PCA) et a bénéficié, dans ce cadre, du transfert des usines d’El Harrach, de Dar El
Beida et de Gué de Constantine. Il lui a été également transféré en 1988, le Complexe
’ Antibiotiques’” de Médéa dont la réalisation venait d’étre achevée par la SNIC (Société Nationale

des Industries Chimiques).

En 1989 et suite a la mise en ceuvre des réformes économiques, SAIDAL devint une entreprise

publique économique dotée de I’autonomie de gestion.

En 1993, des changements ont été apportés aux statuts de I’entreprise, lui permettant de participer a
toute opération industrielle ou commerciale pouvant se rattacher a I’objet social par voie de création

de sociétés nouvelles ou de filiales.

En 1997, la société SAIDAL a mis en ceuvre un plan de restructuration qui s’est traduit par sa

transformation en groupe industriel regroupant trois filiales (Pharmal, Antibiotical et Biotic).

En 2009, SAIDAL a augmenté sa part dans le capital de SOMEDIAL a hauteur de 59%. En 2010,
elle a acquis 20 % du capital d’IBERAL et sa part dans le capital de TAPHCO est passée de 38,75%
a 44,51%.

En 2011, SAIDAL a augmenté sa part dans le capital d’IBERAL a hauteur de 60%.

En janvier 2014, Saidal a procede par voie d’absorption, a la fusion de ses filiales détenues a 100%

Pharmal, Antibiotical et Biotic.
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Annexe 02 . .
Les antifongiques
Les Les
polyénes echinocandi
Les allylamines
Structure

N”\/\% H

| CH;

Oh

e Of,

Structure de la terbinafine -

Antifongiques Il existe pour cette classe 2

actions

> Fongistatique : le déficit
en ergostérol provoque
I’arrét de la croissance
fongique.

Les fluoro-
pyrimidines

Mécanisme action

Leur représentant, terbinafine
agit au Niveau des premieres
étapes de la Synthese de
I'ergostérol en inhibant la
Squaléne epoxydase.

Elle inhibe ainsi la biosynthéese
de I’ergostérol et conduit a La
mort cellulaire.

» Fongicide : 'laccumulation
de squaléene dans la cellule
sous formes de vésicules
lipidiques entraine une
rupture des membranes
cellulaires.
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Annexe 03

Les allylamines est active sur les dermatophytes, levures et champignons suivants :

¢ les dermatophytes (Microsporum , trichophyton) :

Microsporum

Les levures (candida, Malassezia furfur ...) :

Malassezia furfur candida

e Certains champignons filamenteux et certains champignons dimorphes

Champignon dimorphe champignon filamenteu
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Les différentes étapes de production de LAMIDAZ 1%

Annexe 04
Phase Huileuse
Huile de vaseline
Principe Actif
T:25°C

Chlorhydrate de

Agitation Jusqu’a

Dissolution compléte

Rincage avec |'eau

ControleduPHetdelaT®

Phase Aqueuse

Polysorbate 60

Myristate Isopropyle

Alcool Cétylique

Alcool Stéarylique
Agitation 20min

Monostéarate Sorbitan

Cétyle Palmitate

Alcool Benzylique

Agitation
Mélange+ Hydroxyde de
Sodium

i . ContréleduPHetdelaT®
Mélange finale

Remplissage dans des tubes
d’aluminium

Produit fini
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