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RESUME

Les sirops sont des préparations pharmaceutiques largement répandues et favorisées pour
leur facilité d’administration et pour leur tolérance. Ainsi, ils ne présentent pas de
problemes de délitement ou de dissolution dans le tractus gastro-intestinal. Bien que les
sirops présentent beaucoup d’avantages, ces derniers sont des milieux favorables a la
prolifération des micro-organismes. Pour remédier a ce probléme, I’utilisation des
conservateurs antimicrobiens tels du méthyl- et du propylparabene est recommandée. Mais
cette association peut, dans certaines conditions, interagir avec les autres composants de la
préparation. Pour cela, une bonne maitrise des parametres de la formulation ainsi qu’une
bonne connaissance des phénoménes physico-chimiques permet de prévoir d’éventuelles
incompatibilités entre les matiéres premieres pendant 1’étape de préformulation. Le test de
stress est le principal outil utilisé pour prédire les problemes de stabilité, élaborer des
méthodes d’analyse et déterminer les produits et les voies de dégradation. Dans cette étude,
un intérét est porté a une forme pharmaceutique liquide buvable, en 1’occurrence un sirop a
base de pidolate de magnésium associe aux deux parabénes de méthyle et de propyle dans
leur forme sodée. Un protocole expérimental pour 1’étude de dégradation forcée est
présenté afin d’évaluer les éventuelles incompatibilités physicochimiques pouvant se

produire entre ces différents composés.



ABSTRACT

Syrups are widely used pharmaceutical preparations and are used for their ease of
administration and tolerance. Thus, they do not present problems of disintegration or
dissolution in the gastrointestinal tract. Although syrups have many advantages, they make
a good environment for the proliferation of micro-organisms. In order to solve this
problem, the use of antimicrobial preservatives such as methyl and propylparaben is
recommended. However, this combination can, under certain conditions, interact with the
other components of the preparation. So, a good mastery of the formulation parameters as
well as a good knowledge of the physical and chemical phenomena allows us to foresee
possible incompatibilities between the raw materials during the pre-formulation stage. The
stress testing is the main tool used to predict stability problems, develop analytical methods
and determine degradation products and degradation pathways. In this manuscript, we
will mention the liquid oral dosage forms and take the example of syrups as well as the
physicochemical incompatibilities that may occur within them. We will then talk about the
preservatives used in these preparations and the forced degradation studies. In a second
part, we will propose an experimental protocol for the study of the degradation of methyl-
and propylparaben sodium in the presence of a metallic compound (magnesium pidolate)

based on a bibliographical synthesis of various studies on the subject.
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INTRODUCTION

Parmi les différentes voies d’administration, la voie orale est encore la plus
couramment utilisée en raison de sa facilit¢ d’administration [1]. De trés nombreux
médicaments, notamment ceux a usage pédiatrique, sont administrés par cette voie sous

forme de simples solutions ou méme sous forme de sirops [2, 3].

Les sirops par exemple, ont I’avantage d’étre généralement bien tolérés et qu’ils
n’ont pas de problémes de délitement ou de dissolution dans le tractus gastro-intestinal.
Tout de méme, un sirop pourrait subir une altération liée a sa concentration en sucre
(contamination microbienne si faible concentration en sucre ou, si forte, cristallisation du

saccharose) ou a des incompatibilités physico-chimiques entre ses différents composants.

Les fabricants sont en effet conscients des probléemes associés a la contamination
microbienne éventuelle des produits. L’addition d’un conservateur antimicrobien pourra
permettre de combattre ces éventuelles contaminations, a condition que le choix de ce
conservateur ait été fait en tenant compte de tous les facteurs susceptibles de modifier son
activité [4].

Une bonne maitrise des paramétres de la formulation ainsi qu’une bonne
connaissance des phénoménes physico-chimiques permet de prévoir d’éventuelles
incompatibilités en étudiant, pendant 1’étape de préformulation, 1’association de certaines

matieres premiéres.

A leur tour, les tests de stress (aussi souvent appelés « dégradation forcée ») sont
depuis longtemps reconnus comme un élément important du processus de développement
des medicaments. Le test de stress est le principal outil utilisé pour prédire les problémes
de stabilité, élaborer des méthodes d’analyse et déterminer les produits et les voies de

dégradation [5].

Le guide Q6A de I’ICH relatif aux spécifications mentionne 1’exigence que les
méthodes d’analyse utilisées pour les substances actives et les produits médicamenteux
soient indicatrices de stabilité. Par ailleurs, le guide de 1998 de la FDA sur la stabilité
définit les méthodes indicatrices de stabilité comme étant des méthodes analytiques

guantitatives validées qui peuvent détecter les changements, au cours du temps, des



propriétés chimiques, physiques ou microbiologiques de la substance active ou du produit

médicamenteux et qui sont spécifiques [6].

Afin d’évaluer les interactions moléculaires et les voies de dégradation du méthyl-
et du propylparabéne, fréquemment utilis€és en association, en présence d’autres maticres
premieres dans la préparation, nous allons étudier I’exemple d’un sel minéral indiqué
contre les entéropathies séveres et certaines tubulopathies [7] qui est le pidolate de

magnésium.

Les trois premiers chapitres du manuscrit ont pour objet de traiter les formes
pharmaceutiques liquides buvables et leurs problémes d’incompatibilités physico-
chimiques (CHAPITRE 1), puis décrire les conservateurs antimicrobiens en général et les
parabenes en particulier (CHAPITRE I1) ainsi que les études de dégradation forcée et les
méthodes indicatrices de stabilité (CHAPITRE II1).

Dans le CHAPITRE IV est exposée une synthese bibliographique de travaux menés

dans le cadre de la dégradation des parabenes et du pidolate de magnésium.



CHAPITRE I :

FORMES PHARMACEUTIQUES
LIQUIDES BUVABLES :
EXEMPLE DES SIROPS ET
INCOMPATIBILITES ENTRE
CONSTITUANTS



1.1. Définition d’un médicament

D’apres le code de la santé publique, on entend par médicament toute substance ou
composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou préventives a I'égard
des maladies humaines ou animales, ainsi que toute substance ou composition pouvant étre
utilisée chez I'nomme ou chez I'animal ou pouvant leur étre administrée, en vue d'établir un
diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions physiologiques en

exercant une action pharmacologique, immunologique ou métabolique [8].

Au point de départ de la formulation d’un nouveau médicament, il y a la substance
active, c’est-a-dire une substance dont I’activité thérapeutique a été établie et qui a fait
I’objet de nombreuses études de la part des chimistes, des toxicologues et des

pharmacologues [3].

Tout composant, autre que la substance active, qui est présent dans un médicament
ou utilisé pour sa fabrication est un excipient. La fonction d’un excipient est de servir de
vecteur (véhicule ou base) aux substances actives, ou d’entrer dans la composition du
vecteur, contribuant ainsi a certaines propriétés du produit telles que la stabilité, le profil

biopharmaceutique, 1’aspect, I’acceptabilité pour le patient et la facilité de fabrication [3].

1.2. Les préparations liquides pour usage oral

En termes de formulation, les formes liquides présentent I'avantage de délivrer la
substance active a I'état déja dissous ou partiellement dissous. De plus, la forme liquide est
plus appropriée a l'ajustement posologique et est également plus adaptée aux patients
présentant des difficultés de déglutition [2]. En terme pharmaceutique, les préparations
liquides a usage oral sont généralement des solutions, émulsions ou suspensions contenant
une ou plusieurs substances actives dans un véhicule approprié, elles peuvent toutefois

consister en des substances actives liquides utilisées telles quelles [9].

En cas de besoin, les solutions destinées a 1’administration par voie orale peuvent
contenir des stabilisants pour maintenir la stabilité chimique et physique des substances
actives et des agents de conservation afin de prévenir la croissance des micro-organismes
dans la solution. Ainsi, le formulateur doit se méfier des interactions chimiques entre ces

diverses composantes qui peuvent affecter la stabilité de la préparation [10].



Bien que la caractéristique la plus importante d’une forme pharmaceutique soit
I’efficacité, il y a d’autres caractéristiques qui demeurent importantes pour la fabrication
des formes liquides telles que 1’innocuité ainsi que la stabilité chimique, physique et
microbiologique. D’un point de vue pharmaceutique, les problémes de stabilité¢ sont les

principales causes des plaintes de sécurité [11].

Certains sirops ou solutions aqueuses a usage pharmaceutique sont instables malgré
I’'usage des conservateurs (parabénes par exemple). Dans certains cas, il s’agit d’une
instabilité microbiologique due a la dégradation des agents antimicrobiens selon différents
mécanismes (hydrolyse, oxydation, etc.). Ces derniers dépendent essentiellement des
propriétés de la formulation telles que le pH et les différents composants (substance(s)

active(s) et excipients).

Pour avoir une idée plus formelle et pour approfondir les connaissances sur
certaines de ces formes, les sirops et les ampoules buvables ainsi que les incompatibilités

entre leurs différents composants feront 1’objet de la partie suivante.

1.2.1. Les sirops

Les sirops sont des préparations aqueuses concentrées d’un sucre ou d’un
succédané de sucre de consistance visqueuse. La plupart des sirops contiennent une forte
proportion de saccharose, généralement de 60% a 80%, non seulement en raison du goQt
sucré et de la viscosité désirables de ces solutions, mais aussi en raison de leur stabilité
inhérente en contraste avec le caractére instable des solutions diluées de saccharose. Les
solutions de sucre concentrées sont assez résistantes a la prolifération microbienne en

raison de I’absence de I’eau requise pour la croissance des micro-organismes [10].

Les sirops peuvent contenir une ou plusieurs substances actives et aussi des
substances auxiliaires telles que des colorants, des agents aromatisants et antimicrobiens.
Mais il est a noter que ces derniers peuvent €tre une source d’incompatibilités (colorations,

précipitation par variation de pH, etc.) [3].

La présence de grandes quantités d’eau dans les préparations médicamenteuses
liquides peut les rendre sensibles a la croissance des micro-organismes responsables

d’altérations organoleptiques telles que la détérioration du produit par I’apparition d’une



odeur désagréable et/ou des changements de I’apparence physique (couleur, turbidité,

viscosité) ainsi que la réduction de I’effet thérapeutique [12].

La quantité d’un agent de conservation nécessaire pour protéger un sirop contre une
éventuelle croissance microbienne varie avec la proportion d’eau présente dans la
préparation, la nature et I’activité de préservation inhérente de certaines matieres premieres

et la capacité de I’agent de conservation lui-méme [10].

Afin de minimiser ce risque de détérioration et pour tuer les faibles concentrations
de contaminants, des agents de conservation sont ajoutés a la formulation et ces derniers

doivent étre stables pendant toute la durée de conservation de la formulation [12].

1.2.2. Les ampoules buvables

Les ampoules a 2 pointes constituent des doses unitaires liquides majoritairement
utilisées pour 1’administration des solutions buvables. Elles ont sur les autres formes
liquides 1’avantage d’une meilleure conservation. Si cela est nécessaire, les ampoules
buvables peuvent méme étre remplies sous gaz inerte pour éviter I’action de 1’oxygene et
stérilisées pour assurer leur bonne conservation car ce type de procédés ne permet pas un
remplissage suffisamment propre. La stérilisation se fait a I’aide d’un procédé compatible
avec le produit et son conditionnement définitif : température plus ou moins élevée,

filtration stérilisante ou éventuellement 1’adjonction d’agents antimicrobiens [3, 13].

La méthode de remplissage des ampoules a pointes fines est identique a celle
employée pour les solutions injectables, c¢’est-a-dire un remplissage collectif sous vide.
Cette technique est le seul procédé utilisable pour la conception des ampoules buvables ou
un cristallisoir d’ampoules vides est noyé¢ dans la solution médicamenteuse pour étre

remplies avant de laver et sceller leurs pointes [13].

1.3. Les incompatibilités physico-chimiques dans les formes pharmaceutiques liquides

Le potentiel d’instabilité chimique et physique des excipients dans les médicaments
a été reconnu depuis plus de 30 ans. La compréhension de la chimie de dégradation de la
substance active en présence des excipients est essentielle pour sélectionner les excipients

appropriés aux étapes de la formulation [11].

Les études de compatibilité entre la substance active et les excipients ont un réle clé

au début des étapes de préformulation pour sélectionner les excipients ou aprés la



formulation pour aider & identifier le mécanisme de toute instabilité détectée. Une
compréhension des interactions physicochimiques potentielles des substances actives avec
les réactivités chimiques connues des excipients et de leurs impuretés facilitera la sélection

appropriée des excipients [11].

Les conséquences d’avoir plusieurs composants dans une formulation sont la
possibilité accrue d’incompatibilités physiques et/ou chimiques, ce qui résulte en un

produit instable, ou un composant qui ne fonctionne pas en présence d’un autre [14].

Les réactions d’instabilit¢ chimique apparaissent avec ou sans contribution
microbiologique par des réactions telles que 1’hydrolyse, 1’oxydation, 1’isomérisation et
I’épimérisation. Les interactions entre les ingrédients et celles des ingrédients avec les
matériaux du contenant (interactions contenant-contenu) ou avec le milieu extérieur (air,

humidité, oxygene et lumiére) sont les principales causes de ces réactions [11].

Nous pouvons distinguer deux types d’incompatibilités : les incompatibilités
physiques qui sont le plus souvent visibles et les incompatibilités chimiques qui, elles,
peuvent se manifester par des changements visibles et/ou invisibles (plus difficilement
évitables). Dans la plupart des cas, les instabilités physiques sont des conséquences

d’instabilités chimiques antérieures [11].
1.3.1. Les incompatibilités physiques

Elles se manifestent par la formation d’un précipité, I’apparition d’une coloration,
un dégagement gazeux, etc. La plupart de ces réactions résultent d’'un changement de
solubilité d’un produit ou d’une réaction acide-base formant des substances non ionisées
peu solubles ou des co-précipités d’ions. Ces réactions sont parfois réversibles et peuvent

étre prévenues en évitant les mélanges incompatibles [15].
1.3.1.1. Risques de précipitation

En solution, la précipitation d’une substance active ou d’un excipient instabilisé
peut survenir a n’importe quel moment, et pas seulement a cause d’un probléme de
saturation dans le véhicule utilisé. La précipitation n’est pas nécessairement immédiate et

sa cinéetique dépend de nombreux éléments [16].



La formation des complexes entre les molécules organiques anioniques a haut poids
moléculaire et les cations est une autre source du probléme de précipitation [16]. Elle se
produit tres souvent entre une fonction acide carboxylique et un cation divalent [17]. La
baisse de solubilité d’une substance active de type organique sous forme de base non
ionique, en présence des électrolytes tels que le sodium, le potassium, le calcium ou encore
des chlorures, suivant la concentration de ces derniers ou encore des variations de pH, peut

entrainer la précipitation [16].

La précipitation des cristaux des substances actives est I'une des instabilités

physiques les plus importantes dans les solutions et qui peut affecter sa performance [11].
1.3.1.2. Dégagement gazeux

Il s’agit de réactions chimiques libérant du dioxyde de carbone, résultat de la
réaction entre des molécules contenant des groupements carbonyles et des acides comme le
montre la réaction suivante [17, 15] :

HCOs + H" — H20 + CO>
Ce dégagement de dioxyde de carbone peut causer, dans certains cas, 1’éclatement

des ampoules buvables par effet de pression.
1.3.1.3. Les changements de couleur

Ils sont également des signes physiques d’incompatibilité, mais sont principalement
le résultat de réactions chimiques ou de dégradation de 1’un des composants de la

préparation [16].

1.3.2. Les incompatibilités chimiques

Il s’agit d’un changement de pH, réactions d’oxydo-réduction, photo-réactions ou
hydrolyse. Ces incompatibilités peuvent entrainer la dégradation d’un produit aboutissant a

I’inactivation de la substance active ou la formation d’un composé toxique [15].
1.3.2.1. Changement de pH

Le pH est un facteur trés important dans la stabilité et la compatibilité des
substances médicamenteuses. En effet, de nombreuses substances sont instables a des pH
basiques (au-dessus de 7) ou acides (au-dessous de 7). L’ajout d’une substance a caractére

acide ou basique dans une solution peut provoquer un changement de son pH et entrainer



la dégradation du produit par des réactions de type acide-base. Pour pallier a cette
problématique, des solutions tampons sont alors souvent utilisées pour stabiliser le pH

d’une préparation médicamenteuse et éviter sa dégradation [17].

1.3.2.2. Réactions d’oxydo-réduction

Ce sont des réactions d’échanges d’¢lectrons entre deux molécules modifiant la
charge et aboutissant @ un changement des propriétés physico-chimiques. L’oxydation est
la perte d’¢électrons. Elle est catalysée par 1’oxygene, la lumiére, les ions OH", les ions de
métaux lourds, etc. L’utilisation de matériaux d’emballages foncés permet de retarder ce
phénomeéne [15]. La réduction quant a elle est le gain d’électrons. Elle se passe rarement

avec les médicaments [17].

La plupart des molécules de substances actives sont sous forme réduite. Par
conséquent, la présence de ’oxygeéne de ’air peut présenter des problemes d’instabilité.
On parle souvent d’auto-oxydation quand cette réaction est spontanée. Il est clair que cela
peut étre amplifié par le pH, selon la structure moléculaire de la substance active. Ceci est
principalement di au fait que le potentiel d’oxydoréduction de nombreuses réactions est

dépendant du pH [16].

Les réactions d’oxydation sont complexes et il est difficile de comprendre le
mecanisme de la réaction. La meilleure approche est d’éviter les excipients contenant des

réactifs oxydatifs comme les peroxydes et les ions métalliques [11].

1.3.2.3. Photo-réaction

La lumiere du jour, ou de maniére plus spécifique les rayons UV, peuvent catalyser
des réactions d’oxydation et d’hydrolyse. La photolyse, selon la molécule, est directement
proportionnelle a I’intensité de la lumicre, sa longueur d’onde et a la durée d’exposition et
ceci lors du stockage et/ou de I’administration du médicament [15, 16]. L’énergie associée
au rayonnement augmente que sa longueur d’onde diminue. Quand les molécules sont
exposées a un rayonnement électromagnétique, elles absorbent la lumiére (photons) a des
longueurs d’onde caractéristiques, ce qui provoque une augmentation dans [’état

énergétique du composé. Cette énergie peut provoquer la décomposition [18].
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La solution la plus simple pour protéger une préparation du risque de photolyse est
de la garder a I’abri de la lumiére, soit a I’aide d’un contenant approprié, soit a 1’aide d’un

emballage secondaire adéquat [16].

1.3.2.4. Hydrolyse

L’hydrolyse d’une substance est sa décomposition par fixation des ions H* et OH

provenant de la dissociation d’une molécule d’eau [16].

Les cas d’hydrolyse des substances actives sont, en majeure partie, la conséquence
de la présence d’un carbone électrophile relié a un groupement qui peut facilement étre
libéré [19]. L’exemple des composés contenant un groupement carbonyle ou ester

constituent 1’essentiel des composés hydrolysables [2].

L’hydrolyse est le mécanisme le plus courant pour induire une incompatibilité entre
la substance active et les excipients. La plupart des réactions d’hydrolyse sont catalysées
par des acides et/ou des bases. Un changement d’une seule unité de pH peut augmenter ou

diminuer le taux de réaction par un facteur de 10 [11].
1.4. Les facteurs pouvant favoriser les incompatibilités physico-chimiques

Les réactions décrites précédemment peuvent étre influencées par de nombreux
facteurs, ce qui complexifie la problématique des instabilités et des incompatibilités
physico-chimiques [15]. Nous détaillons ci-apreés les facteurs pouvant influencer la stabilité

et la compatibilité physico-chimique entre les différents composants d’un médicament.
1.4.1. La concentration

D’une maniére générale, les produits sont plus stables en solution diluée car plus
une solution meédicamenteuse sera concentrée en substances plus 1’équilibre d’une
potentielle réaction chimique entre ces composants sera en faveur de la formation des

produits de cette réaction [15].

Néanmoins, pour certains médicaments, la stabilité est meilleure en solution

concentrée en raison de la présence d’un agent stabilisant en quantité plus importante [15].
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1.4.2. Le pH

Le pH a un réle important dans la solubilisation, et par conséquent dans la
biodisponibilité de la substance active, mais peut également, a des valeurs extrémes, étre
responsable d’une dégradation importante de la préparation. Le taux de dégradation est en
effet beaucoup plus élevé aux valeurs extrémes. Le pH optimal est souvent identique a

celui de la meilleure solubilité pour une molécule donnée [16].
1.4.3. La température

La température est 1’'un des facteurs les plus importants dans la stabilité des
médicaments, une augmentation de 10°C de la température de conservation pourrait

augmenter de 2 & 5 fois la vitesse des réactions de dégradation [16].

Il a été aussi constaté que la baisse de température de conservation peut engendrer
une instabilité chimique ou physique de la substance active comme dans le cas de la

précipitation d’une solution saturée mise au réfrigérateur [16].

Pour certaines molécules, la stabilité physico-chimique n’est optimale que dans une
petite fourchette de température en dehors de laquelle une augmentation de la dégradation

est constatée [16].

En 1889, Svante Arrhenius a proposé 1’équation mathématique suivante pour
expliquer I’influence de la température sur la constante de vitesse, k.

k = Ae—Ea/RT

Ou :

A : Facteur de fréquence. Il ne dépend pas de la température.
Ea : Energie d'activation.

T : Température (en Kelvin).

R : Constante des gaz parfaits (R = 8,3145 J. mol™. K1) [20].

1.4.4. La Lumiére

De nombreux textes de la littérature pharmaceutique font référence a I’instabilité de
nombreux produits lorsqu’exposés a une forte lumiére du soleil. Bien que, dans certains
cas, I’instabilité est due a la chaleur qui accompagne les rayons du soleil. L’exposition

d’un médicament, sensible a la lumiére (photolabile), au soleil fournit suffisamment
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d’énergie pour permettre la décomposition. Seul le rayonnement lumineux absorbé par le

médicament est efficace pour produire une réaction photochimique [18].

1.4.5. L’oxygéne

La présence d’oxygéne au sein d’une préparation peut entrainer I’instabilité de
celle-ci par oxydation de I’un de ses composants. Ce probléme est souvent évité par le
remplacement de 1’air par un gaz inerte (généralement 1’azote) durant le remplissage,
I’ajustement du pH et sa stabilisation ou encore I’addition d’un agent chélatant. Les anti-
oxydants, pour autant qu’ils ne créent pas d’autres problémes de dégradation ou de

toxicité, peuvent également étre une solution directe et pratique [16].
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11.1. Contamination microbienne des produits pharmaceutiques

Dans un produit contaminé, le micro-organisme utilise celui-ci comme une source
de nourriture pour en tirer de 1’énergie. En échange, il diffuse dans le milieu des déchets

provenant de cette transformation [21].

Dans la contamination microbienne des médicaments, il faut distinguer la
contamination qui peut survenir lors du processus de fabrication, de la contamination qui
survient aprés la fabrication. La contamination au cours de la fabrication peut avoir
plusieurs origines. Elle peut étre due aux matiéres (eau, produits biologiques d’origine
animale, végétale, ou tellurique, etc.), aux locaux, au matériel, ou encore au personnel. La

contamination aprés la fabrication concerne, quant a elle, le consommateur [21].

Comme déja mentionné, la contamination microbienne peut survenir lors des

différentes étapes de la vie du médicament et étre de sources multiples [22] :
- Liée aux matieres premiéres

L'eau est la principale matiere premiére utilisée comme excipient dans les formes
pharmaceutiques liquides ou comme agent de nettoyage ou de rincage des locaux et du
matériel. Elle est donc le constituant le plus souvent incriminé comme a l'origine des
contaminations accidentelles. De plus, la multiplication microbienne ne peut se faire que
dans les produits contenant une phase aqueuse, ce qui facilite aussi la propagation de la

contamination a tout le contenu du récipient.
- Liée aux locaux et au matériel

La contamination peut étre due a la réalisation de certaines opérations dans des
locaux ou dans du mateériel inadaptés ou insuffisamment protéges des sources de pollution

(courant d'air, humidité, eau stagnante, etc.).
- Liée au personnel

Le personnel chargé de la fabrication, du conditionnement primaire et d'entretien,
représente egalement une source non négligeable de contamination, par les germes dont il

est porteur méme en I'absence de toute pathologie infectieuse.
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- Liée au conditionnement primaire

Certains articles de conditionnement primaire peuvent étre a l'origine de la
contamination du produit fini. A titre d’exemple, les articles de conditionnement (flacons,
tubes, etc.) emballés directement dans des cartons peuvent entrainer la contamination du

médicament par des moisissures véhiculées par les particules de carton.

- Liée au consommateur

En effet, le consommateur peut lui aussi étre a l'origine de la contamination du
produit soit en favorisant I'entrée d'air lors du prélevement (flacon a large ouverture, pot,
etc.) ou en effectuant des gestes qui favorisent I'inoculation du produit (prélévement avec

le doigt, remise dans le récipient de I'excédent du produit prélevé, etc.).
11.2. Conséquences d’une contamination [21]

La contamination microbienne peut étre nuisible a la santé du consommateur, et

dans une autre mesure pour le fabricant, pour des raisons économiques.

Au cours de [lutilisation du produit, des modifications des caracteres
organoleptiques et physico-chimiques du médicament peuvent y survenir. On peut

observer :

- Un changement de coloration di soit a la dégradation des composants du médicament,

soit a la formation de métabolites diffusés par les contaminants.
- L apparition de gaz, le plus souvent due au développement de bactéries anaérobies.

- Un changement olfactif, car certains micro-organismes produisent des composés d’odeur

plus ou moins désagréable et peuvent modifier le parfum naturel du produit.

- Une modification du pH de la préparation, une oxydation, une réduction ou une hydrolyse
acide/base de la substance active et/ou de certains excipients y compris les agents de

conservation antimicrobiens, réactions dues a 1’activité des enzymes bactériennes.

- L’apparition de troubles ou floculats dans les préparations limpides constitués par la
biomasse bactérienne et/ou par des composants du produit insolubilisés sous 1’influence du

métabolisme microbien.
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11.3. La protection vis-a-vis des micro-organismes [21]

La protection vis a vis des micro-organismes peut étre réalisée par stérilisation, ou

plus communément par addition d’agents antimicrobiens.

Il faut agir a tous les niveaux de la vie du médicament : il importe, en premier lieu,
de bien connaitre les sources possibles de contamination. On adoptera une hygiéne
industrielle maximale en respectant de maniére rigoureuse les Bonnes Pratiques de
Fabrication, on instaurera un systéme de protection efficace du médicament a ’utilisation

et on fixera des taux de contamination maximums pour les produits finis.

En 1990, la Cosmetic, Toiletry & Perfumery Association a édité un fascicule de «
Microbial Quality Management ». En préambule, les membres de ce comité insistent sur

certaines notions d’importance capitale :

- La fonction du conservateur est de protéger le produit lors de son utilisation et non
pas de se substituer a une hygiéne rigoureuse en phase de production.

- La détermination in situ de I’efficacité du conservateur adapté a une formule
donnée (challenge-test) est irremplagable. Ce choix ne pouvant s’effectuer de
maniere satisfaisante sur la seule base de données théoriques.

- A chaque fois que cela est possible, le formulateur doit s’efforcer de développer des
produits intrinsequement hostiles a la prolifération microbienne afin d’éviter
I’utilisation de conservateurs chimiques.

- Lorsque I’addition d’un conservateur est inévitable, son choix doit étre effectué
pendant la phase de développement du produit et il doit étre considéré comme un
élément de la formule a part entiere.

- L’utilisation de mati¢res premicres biodégradables accentue la nécessit¢ d’un
systeme de protection efficace, dans la mesure ou ces composés seront plus
facilement employés comme source de nutriments par les micro-organismes
contaminants.

- Toute modification dans les specifications des matiéres premiéres entrant dans la
composition d’un produit peut modifier ’activité du systeéme de protection. Face a
une telle situation, de nouveaux challenge-tests devront étre entrepris afin de

vérifier I’efficacité de protection du produit.
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11.4. Qu’est-ce qu’un conservateur ?

IIs sont numérotés de E200 a E290 d'aprés les normes de la CEE-ONU. En réalite,

il n'existe qu'une quarantaine de conservateurs autorisés par la réglementation [23].

Un conservateur se définit comme une substance chimique naturelle ou synthétique
que l'on incorpore autant qu’additif dans un produit a usage alimentaire, cosmétique ou
méme pharmaceutique en vue d'accroitre sa sécurité et sa stabilité microbiologiques. Cette
définition n'inclue donc pas les actions contre la dégradation chimique apportées par les

antioxydants par exemple [23, 24].

Ces additifs antimicrobiens sont seulement bactériostatiques au regard des doses
faibles auxquelles ils sont employés. Ils ne peuvent donc pas rendre sain un produit
contaminé, ni améliorer la qualité d'un mauvais produit. Ces additifs permettent seulement
au produit de conserver plus longtemps ses caractéristiques de départ. La conservation
chimique ne peut totalement empécher les produits de s’endommager, mais ralentit le

processus de détérioration causé par les micro-organismes [23, 24].

11.4.1. Selon la pharmacopée européenne

Si une préparation pharmaceutique n’a pas elle-méme une activité antimicrobienne,
des agents de conservation antimicrobiens peuvent étre ajoutés, en particulier aux
préparations aqueuses ayant une teneur en eau plus élevée telles que les solutions et les
suspensions destinées a la voie orale, pour empécher la prolifération ou limiter la
contamination microbienne qui, dans les conditions normales de stockage et d'utilisation,

pourrait survenir dans un produit et présenter un risque d'altération pour la préparation [9].

11.4.2. Selon la pharmacopéee américaine

Les agents de conservation antimicrobiens sont des substances ajoutées aux
produits pharmaceutiques aqueux. Des agents de conservation peuvent étre ajoutés aux
formes posologiques non stériles pour les protéger contre la croissance de micro-

organismes introduits par inadvertance pendant ou apres le procédé de fabrication [25].
11.5. Qualités requises d’un conservateur

Aucun conservateur ne remplit tous les critéres d’un systéme idéal. En pratique, on
utilise des associations de conservateurs. Si le conservateur idéal existait, il devrait

présenter, en plus d’une conformité aux réglementations en vigueurs, les critéres suivants :
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11.5.1. Innocuité

Le conservateur doit étre dépourvu de tout effet toxique, irritant ou sensibilisant au
niveau de la peau ou des membranes mugueuses, a la concentration utilisée pour la

conservation, a court et a long terme [24].
11.5.2. Spectre d’activité

Le conservateur doit présenter un large spectre d’activité. Il doit étre efficace contre
les bactéries Gram + et Gram -, les levures et les moisissures. De plus, un haut niveau

d’activité est demandé aux concentrations les plus faibles possibles [24].

11.5.3. Solubilité dans I’eau

Les micro-organismes se multiplient en phase aqueuse, il est donc important que le
conservateur se maintienne a concentration efficace dans la phase hydrophile du

médicament, d’ou I’importance de la solubilité¢ du conservateur dans 1’eau [24].
11.5.4. pH de la formulation

La plupart des bactéries se développent a un pH neutre ou proche de la neutralité et
étant donné que les micro-organismes peuvent supporter des variations de pH allant de 2 a
11, le conservateur idéal devrait étre actif sur toute cette fourchette. En pratique, la
majorité des préparations pharmaceutiques sont ajustées a un pH voisin de la neutralité, un
pH qui permet la meilleure tolérance cutanée et de la muqueuse gastrique. De plus,
I’efficacité de nombreux conservateurs est étroitement liée au pH du milieu. Le pH d’un

médicament doit par conséquent étre stable pendant sa durée de validité [24].
11.5.5. Propriétés physiques

Le conservateur idéal devrait étre incolore, inodore et insipide dans le produit fini.

En outre il doit étre facile a utiliser et a incorporer [24].

11.5.6. Volatilité

Les conservateurs devraient étre non-volatils, évitant une perte d’activité si le

produit est sujet a une élévation de température [24].
11.5.7. Compatibilite

Il faut considérer la compatibilité du conservateur avec le processus de fabrication

(Notamment si une étape de chauffage intervient dans ce processus), ainsi qu’avec le
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récipient de conditionnement et son mode de fermeture. Une qualité fondamentale pour le
conservateur est qu’il doit étre compatible avec tous les autres composants du médicament.
Son contrdle doit donc étre effectué sur le produit fini et, si possible, dans son récipient
définitif pendant sa période de validité pour s’assurer que cette activité n’a pas été

empéchee par le stockage [3, 9, 24].
11.5.8. Stabilité

Idéalement, les conservateurs devraient étre hautement stables vis-a-vis de la
température, de I’air, de I’humidité, de la lumiére, de 1’eau et du pH ; conférant ainsi une

grande flexibilité d’utilisation, dans des procédés de fabrication divers [24].
11.5.9. Efficacité a long terme

Les conservateurs devraient maintenir leur efficacité durant toute la durée de vie du
médicament et présenter une activité constante dans le temps. De plus, ils ne doivent pas
étre dégradés, provoquant ainsi le risque de produire des métabolites pouvant modifier les

caractéristiques du produit fini ou étre néfastes pour la santé du consommateur [24].
11.5.10. Colit

Un conservateur doit étre rentable, facilitant ainsi son utilisation sur une

commerciale peu onéreuse [24].

Cette liste de paramétres pouvant intervenir sur 1’activité du conservateur montre
qu’il est indispensable d’étudier profondément, lors de la phase de développement, le
comportement de ces agents dans une formulation et leurs interactions avec les autres

composants de la préparation.

Parmi les conservateurs antimicrobiens les plus utilisés dans le domaine
pharmaceutique se trouve la famille des parabénes, il s’agit des esters de 1’acide

parahydroxybenzoique, dérivé phénolique de I’acide benzoique.
11.6. Acide benzoique et ses dérivés

L’acide benzoique est la structure de base qui, par adjonction d’un groupement
hydroxyle en position para, donne naissance a I’acide p-hydroxybenzoique. Ce dernier peut

étre estérifié pour donner naissance aux parabenes [26].
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11.7. Les parabénes

Les parabénes (ou para-hydroxybenzoates) forment un groupe homologue dérivé
de l'acide hydroxybenzoique. Celui-ci est estérifié en C-4 par un alcool et, selon I'alcool

utilisé, les différents parabénes sont obtenus ainsi que leurs dérivés sodiques [22].

La famille de ces molécules s’articule autour d’un méme squelette chimique. Celui-
ci est constitué d’un cycle unique aromatique, d’un groupement hydroxyle et d’un

groupement ester en position para du cycle [27].

Les parabénes peuvent étre utilisés seuls, en association avec d’autres de parabénes
ou avec d’autres agents antimicrobiens pour exercer une activité antimicrobienne et
antifongique [28]. 1l est reconnu que les parabenes sont des conservateurs présentant une
innocuité relative. De ce fait, ils constituent les conservateurs de choix pour la plupart des

formulations pharmaceutiques [29].

Les parabénes sont plus efficaces contre les levures et les moisissures que contre les

bactéries et sont plus actifs contre les bactéries Gram+ que contre les bactéries Gram- [28].
11.8. Stabilité des parabénes

La performance des parabenes est affectée par un certain nombre de facteurs
environnementaux y compris le pH de la formulation. En effet, il a été démontré que les
solutions aqueuses de méthyl- et de propylparabéne de pH compris entre 3 et 6 sont stables
(moins de 10% de perte durant 4 ans a température ambiante) et peuvent étre stérilisées par

autoclave a 120°C pendant 20 minutes, sans décomposition [28].

L’efficacité de ces agents antimicrobiens est modérée a un pH supérieur a 7, ceci
est di a I’hydrolyse. A titre d’exemple, les solutions aqueuses de méthyl- et de
propylparabéne de pH > 8 sont sujettes a une hydrolyse rapide en raison de la formation de
I'anion phénolate (perte de 10% ou plus en 60 jours a température ambiante). Plus la

longueur de la chaine alkyle est importante, plus la résistance a I’hydrolyse augmente [28].

Il a été prouvé qu’il y ait eu, a pH 8, une croissance microbienne a des niveaux sous

inhibition dans le cas du methyl- et du propylparabene [30].

Les parabénes subissent aussi une hydrolyse en solution alcaline faible ou d’acide
fort et le produit d'hydrolyse, I'acide p-hydroxybenzoique, n'a pratiguement aucune activité

antimicrobienne [31].
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11.9. Avantages des parabénes [21]

Les parabénes peuvent étre considérés comme étant bien tolérés et ayant une faible

toxicité générale. En effet, ils présentent beaucoup plus d’avantages :
- Ils offrent un trés large spectre d’activité.

- Leurs propriétés organoleptiques sont favorables : inodores, insipides et incolores
et ne provoquent pas la décoloration de la formulation. Leur pH quasi neutre ne

cause pas de changement d’aspect du produit dans lequel ils sont incorporés.
- lIs présentent une excellente stabilité chimique dans un large intervalle de pH.

- lls sont thermostables. Ainsi, les produits contenant des parabénes peuvent étre
stérilisés en autoclave sans perte d’efficacité antimicrobienne provoquée par

I’hydrolyse de ces derniers.

- lls sont stables également vis-a-vis de ’air, résistant a une hydrolyse dans une eau

chaude ou froide et dans une solution acide faible.

11.10. L’utilisation en association
Pour évaluer I’efficacité d’un conservateur, on peut considérer deux facteurs :

- L’activité intrinseéque de la substance, souvent liée a son aspect lipophile, permet,
plus ou moins bien, de traverser la paroi cellulaire et la membrane plasmique du
micro-organisme.

- Sa solubilité agueuse déterminante car la réplication microbienne a lieu

généralement dans la phase aqueuse [21].

Avec l'augmentation de la longueur de la chaine alkyle, I’activité des parabenes
augmente alors que leur solubilité dans 1’eau diminue. En considérant ces deux propriétés,
on peut procéder a un mélange de parabenes de chaines alkyles de longueurs différentes,
permettant ainsi une augmentation de 1’activité antimicrobienne tout en maintenant une

solubilité suffisante dans 1’eau [21].

L’association la plus fréquemment rencontrée est celle comportant du méthyl- et du
propylparabéne [21]. Par exemple, des combinaisons sont appliquées avec des
concentrations généralement de 0,015 a 0,2 % pour le méthylparabéne et de 0,02 a 0,06 %

pour le propylparabene dans les formulations pharmaceutiques orales [32].
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11.11. Incompatibilités

Les tests de compatibilité effectués entre les parabénes et les polyols (xylitol,
glycérol, sorbitol) en solution aqueuse ont démontré clairement une interaction conduisant
a des produits de transestérification avec la structure générale polyol esters d’acide

parahydroxybenzoique [33].

Aussi, une large gamme de matiéres premiéres a été signalée pour interagir avec les
parabenes comme les dérivés de la cellulose, le trisilicate de magnésium, le talc, les huiles
essentielles, I'éthanol, I'éthanolamine, la b-cyclodextrine et ’atropine. Par ailleurs, il a été
démontré que [D’activité antimicrobienne des parabénes est réduite en présence de

surfactants non ioniques suite a une réaction de micellisation [28].

Il a également été rapporté que le magnésium aluminium silicate, le trisilicate de
magnésium, 1’oxyde de fer jaune et le bleu outremer absorbent le propylparabene,

réduisant ainsi son efficacité de conservation [28].

Théoriqguement, une réaction de transestérification pourrait se produire entre les

parabenes et toute molécule contenant des groupements hydroxyles [31].

11.12. Les sels de parabenes

Les sels de parabenes, en particulier le sel de sodium, a savoir le méthyl- et le
propylparabéne sodique peuvent étre utilisés de maniere plus promue a la place des
parabénes en eux-mémes, en raison de leur plus grande solubilité dans I'eau. Cependant, le
pH d'une formulation peut devenir plus alcalin en raison de la formation de 1’anion
phénolate [28]. Aussi, les sels de parabenes peuvent étre particulierement utiles lorsque le

chauffage d’une préparation aqueuse est indésirable.

Les sels potassiques de parabénes ont montré une meilleure activité

antimicrobienne contre plus de micro-organismes que leurs parabenes respectifs [34].

La dégradation de ces sels par hydrolyse transforme le parabene en acide

parahydroxybenzoique et en alcool, puis en phénol par décarboxylation [21].
11.12.1. Le méthylparabene sodique

En pharmacie, le méthylparabene sodique est employé pour la conservation des
préparations médicamenteuses liquides ou semi-solides. Il est préparé par estérification de

I’acide p-hydroxybenzoique avec du méthanol [28]. Une dose journaliere admissible allant
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de 0 a 10 mg/kg de poids corporel/jour a été établie par I’EFSA pour le méthylparabéne et

ses sels utilisés en tant qu’additifs [27].

Les principales propriétés physico-chimiques et organoleptiques du méthylparabéne

sodique sont présentées dans le tableau 11.1 ci-dessous.

Tableau 11.1 : Propriétés physico-chimiques et organoleptiques du méthylparabene

sodique [9, 28]

Propriétés
physico-

chimiques

0
- H
Structure chimique o~
NaO
Para-hydroxybenzoate de méthyle sodique,
Synonymes o _
nipagine sodique, E219.
Formule empirique | CgH7NaOs
Masse moléculaire | 174.14 g/mol

Composition

Le para-hydroxybenzoate de méthyle sodique
contient au minimum 95,0 % et au maximum
102,0 % de 4- (méthoxycarbonyl) phénolate
de sodium, calculé par rapport a la substance

anhydre.

Acidité/alcalinité

pH = 9.5 - 10.5 (solution aqueuse a 0.1 %

massique).

Solubilité

lg dans 50ml d’éthanol (95 %), 1g dans 2ml
d’eau, pratiquement insoluble dans les huiles

végétales et dans le chlorure de méthylene.

Propriétés organoleptiques

Poudre hygroscopique cristalline blanche ou
sensiblement blanche, inodore ou presque

inodore.

11.12.2. Le propylparabéne sodique

Le propylparabéne sodique est inclus dans la base de données des ingrédients

inactifs de la FDA (capsules orales, comprimés, suspensions) [28].
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Dans le tableau 11.2 sont citées les principales propriétés physico-chimiques et

organoleptiques du propylparabéne sodique.

Tableau 11.2 : Propriétés physico-chimiques et organoleptiques du propylparabene

sodique [9, 28]

O
/\/CH3
Structure chimique O
NaO
Formule empirique | C1oH11NaO3
Masse moléculaire | 202.2 g/mol

Propriétés

hysico-
p- y- Composition
chimiques

Le para-hydroxybenzoate de propyle sodique
contient au minimum 94,0 % et au maximum
102,0 % de 4-(propoxycarbonyl) phénolate de
sodium, calculé par rapport a la substance

anhydre.

Acidité/alcalinité

pH = 9.5 - 10.5 (solution aqueuse a 0.1 %

massique).

Solubilité

Ig dans 1ml d’eau a 20°C, 1g dans 2ml d’éthanol
(50 %), 1g dans 50ml d’éthanol (95 %),
pratiquement insoluble dans les huiles végétales et

le chlorure de méthylene.

Propriétés organoleptiques

Poudre hygroscopique blanche ou sensiblement

blanche, cristalline, inodore ou presque inodore.

11.13. Interaction des parabénes avec les composés métalliques : cas du pidolate de

magnésium

Le magnésium est un cation essentiel, impliqué dans de nombreuses réactions

enzymatiques. Il a un réle majeur dans le métabolisme énergétique ainsi que dans la

synthese des proteines. Un déficit magnésien ou une hypomagnésémie, traduit quasi

constamment une pathologie sous-jacente d’origine digestive ou rénale [35, 36].
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Pour remédier a une hypomagnésémie, des solutions buvables contenant du
magnésium sont prescrites. Afin de protéger ces préparations d une éventuelle prolifération

microbienne, des agents conservateurs (les parabénes par exemple) y seront ajoutés.

Selon une ¢étude chez I’animal, le pidolate augmente les propriétés
pharmacologiques du magnésium, comparés a d’autres sels [37]. Certaines des propriétés
physico-chimiques et organoleptiques du pidolate de magnésium sont regroupées dans le
tableau 11.3.

Tableau 11.3: Propriétés physico-chimiques et organoleptiques du pidolate de

magnésium [9]

M 2+ NH
Structure chimique g H

7CO; |,

Formule empirique | C10H12N20sMg

Propriétés Masse moléculaire 280.5 g/mol
physico-

. 849 % a 884 % de Mg (substance
chimiques

Teneur anhydre).

Trés soluble dans I’eau, soluble dans le
Solubilité méthanol, pratiqguement insoluble dans le

chlorure de méthylene.

o _ Poudre amorphe blanche ou sensiblement
Propriétés organoleptiques )
blanche, hygroscopique.




CHAPITRE 111 :

LES ETUDES DE DEGRADATION
FORCEE






27

111.1. Généralités

Les études de dégradation forcée impliquent généralement 1’exposition
d’échantillons représentatifs de la substance active ou du produit médicamenteux aux
conditions de stress pertinentes de lumiere, chaleur, humidité, hydrolyse acide/base et
oxydation [38]. Les études peuvent devoir étre répétées a mesure que les méthodes, les

procédés ou les formulations changent [39].

Une exposition suffisante d’une substance active ou d’une préparation
médicamenteuse est atteinte lorsque la substance active se trouve dégradée a environ 10%
de sa quantité initiale ou aprés une exposition supérieure a I’énergie fournie lors des essais
de stabilité accélérés. L’application de cette régle empirique peut n’entrainer aucune

dégradation dans certains cas [39].

Il est recommandé que les études de dégradation forcée doivent étre entreprises a
une concentration de 1 mg/ml. En utilisant une telle concentration en substance active, il
est généralement possible d’obtenir méme les produits de décomposition mineurs dans la

gamme de détection [40].

Une enquéte sur les publications traitant les études de dégradation forcée a révélé
qu’il existait encore une variabilité énorme dans les conditions employées [5]. En dehors
des conditions de stress photolytique explicitées dans la ligne directrice ICH Q1B (ICH
Guideline, 1996), il n’existe pas de recommandations spécifiques fixant les conditions
d’exposition vis-a-vis des autres facteurs a explorer (stress hydrolytique, thermique et
oxydant), ni de recommandations sur les approches analytiques a employer. Par
conséquent, les études de dégradation forcée n’ont pas un protocole général et bien précis
pour leur réalisation. Ainsi, I’intensité des conditions de stress et la durée d’exposition sont
donc a déterminer par I’expérimentateur et ce, en fonction des objectifs prédéfinis, des

risques identifiés et des moyens disponibles [2].

111.2 Interét des études de dégradation forcée

Les études de dégradation forcée sont entreprises pour démontrer la spécificité lors
de 1’¢laboration des méthodes indicatrices de stabilité, en particulier lorsque peu
d’informations est disponible sur les produits de dégradation potentiels. Ces études
fournissent aussi des renseignements sur les voies et les produits de dégradation des
différents composants d’un médicament qui pourraient se former pendant sa durée de vie et

leur caractérisation [39].



28

L’industrie pharmaceutique meéne des études sur la dégradation forcée des
médicaments pendant 1’étape de préformulation pour sélectionner les matiéres premieres
appropriées et évaluer leur compatibilité pour développer la formulation [41]. Elles
peuvent également étre utiles pour investiguer la stabilité chimique et physique des formes
cristallines, la stabilité stéréochimique de la substance active seule et dans une préparation,
les problémes liés au bilan massique et a la différenciation des produits de dégradation des

différentes substances dans une formulation [39].

Les études de dégradation forcée permettent également de prévoir le devenir du
médicament au niveau de 1’organisme mais aussi dans ’environnement. En outre, ces

études permettent aussi 1’évaluation de la toxicité de la molécule [42].

La stabilité de différentes formulations dans des conditions de dégradation forcée
spécifiées pourrait étre comparée et les plus stables et robustes des formulations peuvent

étre sélectionnées pour des développements ultérieurs [41].

111.3. Exemples de conditions de dégradation forcée décrites en littérature

111.3.1. Dégradation hydrolytique

Les réactions d’hydrolyse sont généralement catalysées par des bases ou des acides.
Les études de dégradation forcée se font ainsi généralement en milieu aqueux a pH 1 (HCI
0,1 mol. I'Y) et a pH 13 (NaOH 0,1 mol. I'Y) [2].

Mais, tant que la solubilité de la substance active en milieu aqueux dépend de son
état de charge qui est fonction du pH de la solution, il est possible que la substance active
soit insuffisamment soluble pour évaluer son hydrolyse en milieu aqueux. Pour cette
raison, il est d’usage d’avoir recours a de I’acétonitrile ou a du méthanol comme co-solvant
[2]. Néanmoins, les alcools étant susceptibles d’induire des réactions secondaires
(transesteérification dans le cas du méthanol), surtout lorsque la substance contient une
fonction acide carboxylique, amide ou ester [42], il est préférable d’utiliser 1’acétonitrile
réputé plus inerte. Ce dernier peut cependant induire des époxydations en milieu basique et

en présence de peroxydes [2].

111.3.2. Dégradation oxydative

L’oxydation peut suivre plusieurs mécanismes : 1’auto-oxydation, oxydation par les
peroxydes ou par les électrons de transferts. L’étude de stress se fait classiquement par une

dilution aqueuse de H20; (0.3-3%) a une température inférieure a 30°C. les températures
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supeérieures a 30°C peuvent dégrader H2O> en radicaux libres qui, a leur tour, vont dégrader
la molécule avec un mécanisme différent de celui souhaité. En plus, il est recommandé
d’effectuer la dégradation dans un milieu sombre pendant 1 a 7 jours pour éliminer 1’effet

de I’oxydation due a la lumiére [43].

La dégradation par H>O. entraine souvent une dégradation secondaire des

dégradants primaires rendant I’interprétation des résultats plus difficile [38].

111.3.3. Dégradation thermique

Le mot « thermolyse » est utilisé pour décrire des réactions de décomposition
chimique guidées par la chaleur. La dégradation thermolytique correspond a 1I’exposition a
une température élevée, ce qui va provoquer la rupture des liaisons. Son mécanisme peut
étre considéré comme, hydrolyse, déshydratation, isomérisation, épimérisation,

décarboxylation, réarrangement ou quelques types de réactions de polymeérisation [42].

Ces tests sont généralement initiés a une température ambiante, en 1’absence de
dégradation, une température plus élevée est appliquée (50-70°C). Un contr6le thermique
(c-a-d médicament en solution neutre a la méme température de 1’essai) doit également étre
exécuté pour identifier toute dégradation due a la température. Le temps de stress maximal
ne devrait pas dépasser 7 jours. Les échantillons & analyser sont souvent neutralisés a 1’aide

d’un(e) acide/base/tampon pour éviter une décomposition plus poussée [38].

111.3.4. Dégradation photolytique

L’¢évaluation de la photostabilit¢ des substances médicamenteuses comprend deux
parties : les essais de dégradation forcée et les épreuves de confirmation de la stabilité.
Quant aux médicaments, 1’évaluation doit, normalement, suivre un enchainement : le
médicament est d’abord exposé directement a la lumiére, puis, s’il y a lieu, il est exposé
dans son emballage primaire et, enfin, dans son emballage commercial. 1l faut poursuivre
I’évaluation en passant a des essais de plus en plus poussés jusqu’a ce que les résultats

montrent que le médicament est suffisamment protégé de la lumiére [44].

Certains chercheurs I’ont trouvé pratique d’entreprendre ces études en commengant
par des conditions extrémes (80°C ou encore plus, 0,5N NaOH, 0,5N HCI, 3% H»0,) avec
des fréquences de prélevement plus courtes (2, 5, 8 et 24 heures) permettant ainsi une

évaluation approximative des taux de dégradation. Les prélevements a des temps précoces
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peuvent permettre de distinguer les dégradants primaires et leurs produits de dégradation
secondaires [45].

111.4. Méthodes indicatrices de stabilité

La mise en évidence des produits de dégradation nécessite une méthode d’analyse
apte a détecter les produits de dégradation formés et a discriminer le signal de chaque
produit de degradation et de la substance active. Cette méthode doit aussi permettre de
suivre leur augmentation et leur diminution. Ces performances analytiques peuvent étre
obtenues par le couplage de techniques de chromatographie liquide avec une détection

fondée sur la spectroscopie UV-visible, ou la spectroscopie de masse [2].

Si une méthode indicatrice de stabilité n’est pas disponible dans la littérature, il
peut étre intéressant de chercher une monographie de la substance active dans une
pharmacopée. En effet, les monographies des matiéres premieres peuvent constituer une
premiere approche. Ces monographies recensent les principales impuretés de synthése. Il
s’agit le plus souvent d’intermédiaires de synthese et ces derniers sont parfois les premiers
produits de dégradation. Néanmoins, il est important de ne pas perdre de vue que les
pharmacopées ne précisent pas si la méthode de la monographie est aussi indicatrice de
stabilité [16].

La stratégie de développement d’une méthode indicatrice de stabilité commence par
un « screening » d’une méthode capable de séparer et de détecter un large éventail des
produits de dégradation. Toutefois, il est impossible de développer une méthode indicatrice
de la stabilité d’un nouveau médicament d’une maniére idéale dés le début. Dans ce cas, la
réalisation des études de dégradation forcée est beaucoup plus importante surtout lorsque

les produits de dégradation potentiels sont inconnus [42].

Dans la pratique pharmaceutique actuelle, la méthode analytique la plus utilisée est
la méthode HPLC liée a un détecteur a barrette de photodiode (DAD). Cette méthode
d’analyse chromatographique est régie principalement par deux paramétres : les
caractéristiques de la colonne disponible pour 1’étude (contenant la phase stationnaire) et

les proportions du mode gradient utilisées de la phase mobile [42].

Pour développer une méthode indicatrice de stabilité d’un composé et optimiser la
séparation des différents pics, il est nécessaire de choisir des échantillons appropriés a ce
processus soit en préparant des échantillons partiellement dégradés ou en utilisant des

échantillons dopes avec des impuretés de la substance concernée. De toute facon, la
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meilleure maniére de développer une méthode spécifique a la substance médicamenteuse et

ses impuretés consiste a utiliser ces deux méthodes a la fois [42].

Les méthodes d’analyse doivent étre validées ou vérifiées, et ’exactitude ainsi que
la précision (écarts-types) devraient étre consignées. Les essais des substances apparentées
ou des produits de décomposition utilisés doivent étre validés pour démontrer qu’ils sont

spécifiques au produit examingé et qui sont suffisamment sensibles [18].

Dans le cas des interférences dues aux excipients, I’exploration doit étre faite lors
de I’étude de linéarité en préparant des gammes avec et sans excipients, les rapports de
concentrations entre la substance active et les excipients reproduisant la composition du
produit fini. Le traitement des résultats des gammes de concentration s’attachera alors a
démontrer 1’absence de différences significatives entre les pentes et les ordonnées a

I’origine des gammes obtenues dans chaque condition [16].

I11.5. Le bilan massique

L’analyse des résultats obtenus a partir des études de dégradation forcée sera

préférentiellement complétée par I’évaluation du bilan massique [16].

D’un point de vue théorique, une véritable diminution de la masse de la molécule
meére dans les études de la dégradation forcée est nécessairement équivalente a la masse
totale de tous les produits de dégradation formés [42]. Si une différence importante existe,

plusieurs hypothéses peuvent étre avancees :

- Certains produits de dégradation ne sont pas mis en évidence par le systeme
chromatographique et la méthode peut étre discutable.

- Le coefficient de réponse de I’impureté est différent de celui de la substance active
[16].
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Au cours des trois étapes de son cycle de vie, la substance active est réguliérement
exposée a un environnement aqueux, au sein des formes pharmaceutiques liquides, lors de

son devenir dans I'organisme et/ou apres son élimination dans I'environnement [2].

Au cours des trois étapes précédemment citées, des mécanismes de dégradation
et/ou de métabolisation en milieu aqueux s’opérent sur la substance active conduisant ainsi

a des changements en matiére d'identité et de teneur du médicament [2].

Ces transformations impliquent une disparition partielle ou totale de la molécule
meére et, parallelement, I'apparition d'autres composés de structure plus ou moins

apparentée dont le profil de risque est souvent moins bien évalué voire reste inconnu [2].

La partie suivante est une synthéese de différentes études entre récentes et anciennes
sur la dégradation des parabénes. Pour commencer, nous aborderons le comportement des
parabenes dans différents milieux en présence de certains agents oxydants notamment ceux
utilisés dans les procédés d’oxydation avancée. Nous citerons apres quelques mécanismes
de biotransformation des parabénes par des bactéries résistantes et nous finirons par décrire
le devenir des parabénes dans 1’organisme. La dégradation du pidolate de magnésium sera

aussi traitée ainsi que des méthodes d’analyse indicatrices de stabilité.
IV.1. Comportement des parabénes

1V.1.1. En présence d’agents oxydants
IV.1.1.1. Le chlore

Le méthylparabéne peut €tre dégradé d’un milieu aqueux contenant 1’anion chlorure
par un procédé électrochimique, principalement par oxydation, ce qui aboutit a la
formation d'un sous-produit solide de nature polymérique constitué de produits de
dégradation chlorés du méthylparabéne, car lorsque des composés phénoliques et leurs
équivalents oxydes sont présents dans la méme solution, ils peuvent subir des réactions de
polymeérisation. Cette oxydation se produit initialement par la chloration et 1’hydroxylation
de I'acide p-hydroxybenzoique [46].

Une autre etude sur la cinétique de dégradation du méthyl- et du propylparabene
par ClO. a montré une réaction de second ordre dont sa vitesse augmentait avec
l'augmentation du pH et de la température. Deux produits de dégradation ont été générés,

pour chaque parabéne, par hydroxylation dont le schéma de dégradation est représenté
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dans ’APPENDICE B. De plus, les deux produits étaient moins toxiques que le compose
d'origine [47].

La dégradation des parabenes résiduels (le méthyl-, propylparabene) dans les eaux
grises par oxydation des composés phénoliques par le dioxyde de chlore dans des
contacteurs biologiques a été observé [48].

D’aprés une autre expérience, la réaction de chloration se produit au niveau du
carbone en position ortho du cycle, celui en para étant bloqué par le groupement ester. La
réaction a lieu plus facilement a pH alcalin (entre 7,3 et 8,0) en présence d’acide
hypochloreux [49]. Il a été constaté aussi que la présence de brome dans I’eau intervient
dans la réaction des parabénes avec le chlore et que la réaction de bromation est beaucoup
plus favorable que la réaction de chloration surtout a 38°C [49].

Il a aussi été prouvé par que les dérives halogénés des parabénes peuvent étre

formés par réaction des bactéricides parents avec le chlore résiduel de I'eau de robinet [50].
IV.1.1.2. Le fer

En 2018, la dégradation du propylparabéne par le ferrate aqueux Fe(VI), 600 mM a
été étudiée dans différentes matrices d'eau et a donné une réaction de second ordre a pH
7,0. Les produits de dégradation intermédiaires identifiés par HPLC/SM sont le benzoate
de propyle, I'acide p-hydroxybenzoique et I’acide benzoique [51].

Il a été suggéré, comme présenté sur le schéma réactionnel de I’APPENDICE C,
que la voie de dégradation du propylparabéne par oxydation se déroule par la formation de
liaisons hydrogénes accompagnée d’un transfert intermoléculaire d'électrons. Le Fe(VI)
oxyde le fragment phénol du propylparabene par un transfert d'électrons générant un
radical phénoxyle puis un électron est transféré a I'atome d'oxygene ce qui va rompre la
liaison C-O du phénol impliquant une oxydation supplémentaire avec Fe(VI) a la
formation de benzoate de propyle. D'autre part, Fe(V1) rompt la liaison ester pour former

I'acide p-hydroxybenzoique et I'acide benzoique [51].

En 2014, la photodégradation de quatre parabénes a été évaluée, dont le méthyl-,
éthyl-, propyl- et butylparabéne en presence de complexes Fe(lll)-citrate sous simulation
de lumiére solaire et a montré que la dégradation des parabénes augmente avec la
diminution du pH dans la plage de 5,0 a 8,0. L'oxydation des parabénes a donné naissance
a certains intermédiaires d'hydroxylation et a des acides carboxyliques de faible poids
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moléculaire, en effet le groupement OH formé dans la solution de citrate de Fe(lll) était
principalement responsable de la dégradation du méthylparabéne. Premiérement, comme le
montre le schéma réactionnel de I’APPENDICE D, le *OH a attaqué le noyau aromatique
et le fragment méthyle du méthylparabéne pour produire de I'acide benzoique et de l'acide
4-hydroxybenzoique (procédé a). Ces produits intermédiaires ont ensuite réagi avec le «OH
pour donner l'acide 3-hydroxybenzoique, I'nydroquinone, l'acide 2,4-dihydroxybenzoique
et l'acide 3,4-dihydroxybenzoique (procédé b). L'oxydation supplémentaire du *OH a
provoqué le clivage des cycles benzéniques suivi par la génération d'acides carboxyliques
de bas poids moléculaire tels que l'acide nonanedioique, I'acide malonique, I'acide
succinique, l'acide glutarique, I'acide adipique et I'acide heptanedioique (procédé c) [52].

IV.1.1.3. Le dioxyde de titane

L’ application du N-TiO, dans des réactions d'ozonation photocatalytique pour la
dégradation d'un mélange de parabénes (méthyl-, éthyl-, propyl-, butyl- et benzylparabene)
a 50 mg. I L sous rayonnement UV a été étudiée. Un taux de dégradation important a un

pH neutre a été remarqué [53].

Selon une autre étude réalisée en 2019, I’utilisation de I'Ag-TiO> comme catalyseur
dans un procédé d’ozonation photocatalytique pour la dégradation d’un mélange de
parabenes (méthyl- et propylparabéne) dans une eau ultrapure a montré que la dégradation,
a pH 7, était rapide [54]. Comme il été a montré en 2003, les valeurs élevées de pH
favorisent l'auto-décomposition de l'ozone en radicaux hydroxyles, ce qui améliore la
dégradation [55]. La dégradation des parabénes commence par I’attaque du cycle
benzénique ainsi que d’autres fragments par le radical hydroxyle comme déja montré en
2015 [56]. Cela peut conduire a des dérivés hydroxylés et désalkylés de parabenes tels que

I'acide p-hydroxybenzoique, I'acide 2,4-dihydroxybenzoique et I'hydroquinone [57].

En 2019, une étude a été réalisée sur la dégradation photocatalytique de mélanges
de parabenes (méthyl-, éthyl- et propylparabene) a partir d'eau ultrapure par des nanotubes
de TiO2 en utilisant une source d'irradiation. Des résultats positifs ont été obtenus sur

I’efficacité de 1'oxydation photocatalytique de ce systéme dans ces conditions [58].

Dans la littérature, les principaux sous-produits couramment identifiés a partir de
I'activité des radicaux hydroxyles sur les parabénes (A) sont I’acide 4-hydroxybenzoique
(B), l’acide 3,4-dihydroxybenzoique (D) et I'hydroquinone (C) [54, 56, 59]. Par
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consequent, les réactions les plus courantes pour la formation de sous-produits de
parabénes comme le montre le schéma réactionnel de I’APPENDICE E sont la
désalkylation (sous-produit B) et I'nydroxylation (sous-produits D et F) [56]. Cependant,
une reaction de décarboxylation peut se produire induisant ainsi a la formation de
I'nydroquinone (C). Le radical hydroxyle peut eégalement attaquer le cycle benzénique
lorsque des groupements esters sont présents (F) conduisant & des sous-produits

aliphatiques [60].
1V.1.1.4. L.’ozone

La principale réaction ayant lieu lors de la mise en présence des parabénes avec
I’0zone est I’hydroxylation du cycle aromatique et de la chaine ester. En raison de la nature
¢électrophile de 1’ozone, cette molécule ne peut réagir qu’avec le cycle aromatique des
parabénes. La décomposition de 1’ozone dans 1’eau engendre la formation de radicaux
hydroxyles (¢*OH). Ces radicaux sont les seules especes capables de réagir avec la chaine

ester des parabenes [61].

L’hydroxylation du cycle aromatique produit une série de composés hydroxylés
générés par une réaction directe avec 1’ozone ou un radical hydroxyle (APPENDICE F).
Les deux principaux produits de dégradation identifiés sont 1’hydroquinone et I’acide p-
hydroxybenzoique (APPENDICE G). La réactivité des parabenes vis-a-vis de 1’ozone est
dans I’ordre croissant méthylparabeéne < éthylparabeéne < propylparabeéne < butylparabene
[61].

La dégradation, par ozonation, d'un mélange contenant du methyl-, éthyl-, propyl-,
butyl- et benzylparabéne en solution aqueuse a été étudié en 2010. Il a été remarqué que la
cinétique réactionnelle été de premier ordre avec deux étapes d'ozonation. Il a été constaté
aussi que le taux de dégradation des parabénes se maximisaient a 35°C ainsi qu’a des pH
alcalins. En effet I'augmentation de la basicité de la solution a fait que I'ion hydroxyde a
agi comme initiateur et a ainsi accéléré la vitesse de décomposition de I'ozone en oxydants

secondaires tels que les radicaux hydroxyles [62].

En 2019, une étude sur la dégradation de propylparabéne en phase aqueuse dans un
systeme d’ozonation photocatalytique (O3/UV/ZnO) a été réalisee. Il a été révélé que la
dégradation du propylparabéne a suivi une cinétique de pseudo-premier ordre avec une

dégradation maximale a pH 9 due a un effet synergique entre I’0zone et le zinc [63].
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IV.1.1.5. Autres systémes d’oxydation avancée

L’étude de dégradation des parabenes (méthyl-, éthyl- et butylparabéne) dans les
gaux par oxydation avancée sous I'action de différents systémes (UV/H202, UV/S;05™ et
UV/Fe**/H,02) a montré que les rendements quantiques de dégradation augmentaient de
I'ordre méthylparabéne < éthylparabéne < butylparabéne. Ceci est lié a une diminution de
la différence d'énergie de leurs orbitales LUMO-HOMO et a une augmentation de la
longueur de leurs chaines alkyles. L'analyse des sous-produits de dégradation par
HPLC/SM a identifié, comme présenté dans le schéma de I’APPENDICE H, trois
principaux mécanismes sous-jacents : la désestérification, I'hydroxylation radicalaire et la
décomposition. Aucun des sous-produits de dégradation n'était toxique en fonction de leurs
effets sur la viabilité des cellules HEK-293 [64].

Il a été aussi montré que la présence d’ions 1", CI~, SO4* et HCO®" dans le milieu
réactionnel a induit un taux de dégradation plus élevé des parabénes, ce qui peut étre

associé¢ a une formation plus élevée de *OH et d'autres radicaux hautement oxydants [53,

54].
IV.1.2. Hydrolyse alcaline du méthylparabéne par du NaOH

Plusieurs chercheurs ont étudié la réaction d'hydrolyse du méthylparabéne catalysée
par une base (NaOH 0.5M) et ont montré que sa cinétique de dégradation suit un modéle

de pseudo-premier ordre, et que la réaction comprend deux étapes séquentielles [65, 66] :

La premiére (Figure IV.1) correspond a la déprotonation du groupe -OH du
méthylparabéne, qui se produit immédiatement lors de la dissolution du solide car le pKa
pour l'ionisation de I'-OH (pKa = 8,42-8,87 dans la plage de température de 278-313 K) est
considérablement plus faible que le pH de la solution initiale de NaOH (pH = 12,7) [65,
66, 67].

O o
OCH3 OCHg3;
(aq) + OH(aq) —— (aq) + H2O(aq)
HO O
Methyl Paraben (MP) (MP7)

Figure 1V.1 : Déprotonation du méthylparabéne [65, 66, 67]

La seconde (Figure 1V.2) est I'hydrolyse des especes déprotonées (méthylparabene

) produites lors de la premiére étape [65, 66, 67].
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(0] (o)
OCH; o~
(aq) + OH(aq) — (aq) + CH3z0OH(aq)
e O

(MP") (MP27)

Figure 1.2 : L'hydrolyse des especes déprotonées de méthylparabéne [65, 66, 67]

En 1992, linfluence de la congélation sur I'nydrolyse alcaline (NaOH 102 M) des
solutions d'esters de méthyle, d'éthyle et de n-propyle p-hydroxybenzoate a été examinée et
a montré que la cinétique de dégradation hydrolytique des parabenes est de pseudo-premier

ordre avec une vitesse de réaction maximale entre -12 et -10°C [68].

Les taux d'hydrolyse accrus qui se produisent a I'état congelé par rapport a I'état
liquide sont expliqués par la cristallisation des molécules d'eau dans la solution qui en
résulte ensuite une augmentation de la concentration en ions hydroxydes dans la phase

liquide restante [68].
IV.1.3. Interaction physico-chimique entre le méthylparabéne et les polyols

En 1995, une analyse par HPLC et RMN d’une solution tampon (pH 6,5 £ 0,05)
contenant 15 % de xylitol et 0,13 % de méthylparabene et qui a été chauffée a 90°C
pendant 1 heure a indiqué la présence de trois esters isomeres (des esters de xylityle) de
formule moléculaire C27Hs6Sis07, attribués respectivement aux xylityl 4-hydroxybenzoates
substitués en position 1, 2 et 3 qui ont été formé par transestérification ainsi que de I'acide
p-hydroxybenzoique. L’expérience a aussi montré que plus le pH augmente plus la vitesse

de réaction est élevée avec une vitesse de réaction maximale a pH 10 [69].

Le méthylparabéne peut réagir avec d’autres divers polyols tels que le glycérol et le
sorbitol a des valeurs de pH élevées entre 9 et 11 par réaction de transestérification en
raison des différents groupes hydroxyles des polyols, alors des isomeéres peuvent se former.
[69]

Il faut s'attendre a un degré élevé de formation d'esters dans le cas des formulations
pharmaceutiques a pH > 7, en particulier a des concentrations ¢levées de polyols. La
transestérification peut étre évitée dans ces formulations en abaissant, si possible, le pH ou
en abaissant la concentration des polyols. Il faut tenir compte des modifications des
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propriétés physiques causées par les faibles concentrations de polyols (l'isotonie) et par

I’utilisation de parabénes a longue chaine alkyle ayant une faible solubilité dans I'eau [69].

IV.1.4. Biotransformation des parabénes par des bactéries résistantes

Une souche EM de E. cloacae gram-, facultativement anaérobie, a été isolée et

identifiée en 2001 a partir de lots d'un complément minéral alimentaire qui était

normalement bien stabilisé avec du méthyl- et du propylparabene et il a été observé que

[70] :

La resistance de la souche EM aux parabenes se reflete dans les concentrations
minimales d’inhibition. La concentration de méthylparabene nécessaire pour
inhiber la souche était de 4000 mg. litre (26,3 mM). Les concentrations de
propylparabene nécessaires pour empécher la croissance de cette souche n'ont pu
étre déterminées qu'a des niveaux supérieurs a 600 mg. litre! (3,3 mM) [70].

La formation du phénol a été confirmée par la conversion steechiométrique de
I'acide p-hydroxybenzoique en phénol par une enzyme de type décarboxylase
fonctionnant dans des conditions aérobies (voir APPENDICE I) [70].

La souche EM était capable d'hydrolyser complétement environ 500 mg. litre’ de
méthyl-, d’éthyl- ou de propylparabéne en moins de 2 heures et un mélange de
méthyl- et de propylparabéne (1400 et 150 mg. litre! respectivement), quantités
similaires a celles utilisées dans les préparations commercialisées, en moins de 4
heures [70].

D’autres rapports sur les bactéries résistantes aux parabeénes ont montré que :

La décarboxylation de I'acide p-hydroxybenzoique en phenol par des bactéries
aérobies a été signalée avec une souche de E. aerogenes, a la fois sous des
conditions aérobies et anaérobies [71].

La voie de dégradation habituelle de I'acide p-hydroxybenzoique par les bactéries
aérobies dont  Acinetobacter cal-coceticus, Pseudomonas putida et
Agrobacteriumtume faciens est la voie B-cétoadipate, qui aboutit a la formation de
I'acide protocatéchuique au lieu du phénol [72, 73].

Il a été documenté que dans des conditions anaéerobies, l'acide p-
hydroxybenzoique peut étre décarboxylé en phénol. Cette voie a éte observee chez

un certain nombre de consortiums anaérobies isolés de I'environnement ainsi que
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dans Clostridium hy-droxybenzoicum et Moorella (basonyme, Clostridium) ther-
moacetica [74, 75].

e Une souche de P. Aeruginosa isolée en 1984 a pris 5 jours pour hydrolyser
complétement 100 mg. litre? de propylparabéne [76]. Alors que la souche de
Cladosporium isolée en 1962 était capable d'hydrolyser 70% d'une solution de

méthylparabéne de 2000 mg. litre* en 5 jours [77].

Deux micro-organismes (Pseudomonas beteli et Burkholderia latens) résistants au
méthyl- et au propylparabene respectivement ont été isolés et identifies. La dégradation des
parabenes par P. beteli et B. latens se fait par hydrolyse du parabéne en acide p-

hydroxybenzoique et son alcool respectif [78].

En 2012, il a été montré que dans un systeme de biofilm aéré a lit de galets, la
biodégradation du méthylparabéne a donné des molécules de phénol [79]. De plus, certains
rapports récents ont révélé que l'acide p-hydroxybenzoique et le phénol étaient produits

lors de la biodégradation des parabénes [80, 81].
IV.1.5. Transestérification des parabénes par voie enzymatique

En 2010, une étude a été menée sur I’effet d’addition d’alcools (méthanol, éthanol
et propanol) dans des solutions aqueuses de pH 7,0 a 25°C sur la transformation des
parabenes (méthyl-, éthyl-, propyl- et butylparabéne) cibles dans les boues activéees induite
par les enzymes d’Amano lipase de Pseudomonas fluorescens. D’abord les chercheurs ont
observé une dégradation efficace de 4 homologues de parabene, dans des solutions diluées
de boues activées, suivant une cinétique de dégradation de premier ordre. Ensuite ils ont
aussi observé I'nydrolyse des parabénes en acide p-hydroxybenzoique dans des solutions
enzymatiques d’Amano lipase de Pseudomonas fluorescens sans alcool ajouté. Apres ajout

d’alcool dans le systéme, différents résultats ont été notés [82] :

Avec ajout du méthanol au systéme, une transestérification efficace du butyl-,

propyl- et éthylparabéne en méthylparabene s’est produite [82].

Avec ajout d'éthanol au systeme on peut observer une transestérification du butyl-

et du propylparabéne en éthylparabéne [82].

Avec ajout du propanol au systtme on peut observer que I’hydrolyse des

parabenes est prédominante que la transestérification [82].
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En 2017, la transformation du propylparabene en méthylparabéne par
transestérification dans une eau grise synthétique par une biomasse aérobie n’a été
observée qu’en présence de traces de méthanol [83]. En 2018, une expeérience similaire a
été réalisée dans les mémes conditions dans un systeme a boue activée en présence
d'enzymes (biocatalyseurs, en particulier les lipases) et les mémes résultats ont été obtenus
apreés ajout du méthanol et de I’éthanol [84].

La transestérification a été expliquée par le fait que I'amano lipase attaque d'abord
le carbonium du groupe ester pour former un intermédiaire covalent et libérer I'alcool
endogéne. Ensuite, I'intermédiaire présumé réagit avec l'alcool exogene et enléve I'amano
lipase liée pour donner un parabéne nouvellement formé, ou avec l'eau pour libérer 1’acide

p-hydroxybenzoique [82].

Il a été signalé que certains micro-organismes, tels que : Bacillus, Bacillariophyta,
Fusarium sambucinum, Absidiaglauca, etc., produisent de la lipase ou de I'estérase et qu'ils
interviennent dans I'hydrolyse et la transestérification de I'ester (par catalyse enzymatique).
Cela suggeére une liaison préférentielle des fragments hydrophobes des enzymes au site

actif des esters avant I'nydrolyse [82].

IV.1.6. Métabolisme des parabenes

Dans la littérature, quatre espéces animales (rat, chien, chat et lapin) ont servi a
I’étude toxicocinétique (ADME) des parabénes. Par voie orale, 1’absorption des parabénes
est rapide et importante (jusqu’a 94 % de la dose est excrétée dans 1’urine). Ils sont trés
rapidement métabolisés puisque les composés parents se retrouvent a des niveaux
négligeables dans le sang et que divers métabolites sont présents dans 1’urine dans 1’heure

suivant I’administration [85].

Quelle que soit I’espeéce étudiée, la métabolisation des parabeénes aboutit a
I’hydrolyse de ces derniers en acide p-hydroxybenzoique qui est le métabolite principal. Ce
métabolite peut étre ensuite conjugué notamment avec la glycine, 1’acide glucuronique ou
le sulfate pour former 1’acide para-hydroxyhippurique, le glucuronide para-
hydroxybenzoyle ou le sulfate para-carboxyphényle (schéma de I’APPENDICE J) [85].

Ce schéma de métabolisme est confirmé par une étude francaise dirigée en 2012 qui
repose sur des études de toxicocinétique du profil ’ADME du méthyl-, propyl- et

butylparabéne a la suite de doses uniques de 100 mg/kg de poids réalisées chez 1’animal.
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Le principal métabolite est 1’acide p-hydroxybenzoique (un métabolite détoxifié qui n’a
aucune activité cestrogénique et qui n’a aucun risque pour la santé) ce qui suggére que les
parabenes subissent un métabolisme de premier passage dans le foie avant d'atteindre la

circulation systémique [86].

Il a été démontré en 2010 que I'hydrolyse des parabénes a longue chaine alkyle,
dans la peau ou dans le foie humain, est plus lente que celle des parabénes a courte chaine
alkyle [87].

Dans une évaluation des aspects sanitaires du méthyl- et du propylparabéne, le
comité spécial des substances GRAS n’a signalé aucune accumulation des parabénes dans
I'organisme des rats, des lapins, des chiens, des chats et des humains. Les principaux
métabolites excrétés dans l'urine, par ordre décroissant sont I'acide p-hydroxybenzoique >
les conjugués glycine > acide glucuronique > acide sulfurique conjugués de l'acide p-
hydroxybenzoique [88].

Le devenir métabolique du méthylparabéne a été étudié chez le lapin apres
administration d’une dose unique (0,4 ou 0,8 g/kg de poids). 39 % de la dose du
méthylparabéne administrée a été excrétée sous forme d'acide p-hydroxybenzoique libre,
tandis que le reste est apparu sous forme de glycine (15 %), d'acide glucuronique (ester 7
% et éther 15 %) et d'acide sulfurique (10 %) conjugués de l'acide p-hydroxybenzoique
[89, 90, 91].

La pharmacologie du méthyl-, de 1’éthyl- et du propylparabéne a été étudiée chez le
rat apres administration orale de 100 mg de ces esters. Il a été suggéré qu'il y avait deux
étapes de détoxification du parabene. La premiére étant I'absorption rapide du parabéne par
le tractus gastro-intestinal et I'excrétion de l'acide p-hydroxybenzoique dans l'urine et la
seconde, la detoxification métabolique par conjugaison glucuronique, sulfoconjugaison et

glycino-conjugaison [92].

Le devenir métabolique de I'éthyl- et du propylparabéne marqués au C14 et
administrés a des chats males a des doses de 156 et 158 mg/kg de poids par voie orale,
respectivement a été étudié. Les deux chercheurs. On a conclu que dans les 72 heures
suivant I'administration orale, les deux parabénes etaient complétement excrétés et que les
principaux métabolites urinaires étaient l'acide p-hydroxyhippurique et l'acide p-
hydroxybenzoique [93].
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Des études in vitro réalisé en 1997 suggerent que les estérases qui sont présentes
dans le foie et les reins sont extrémement efficaces pour hydrolyser les parabenes (100%
d'hydrolyse en 3 minutes) [94].

Chez un volontaire humain ayant recu 2 g de propylparabene par jour pendant 5
jours, 17,4 % de la dose administrée a été excrétée sous forme d'acide p-
hydroxybenzoique, dont 3,7 % a été associé a de la glycine et 13,7 % était sans glycine
[29].

IV.2. Données sur la transformation du pidolate de magnésium

En milieu aqueux, la condensation de I'acide glutamique en acide pyroglutamique
(APG) devient une réaction équilibrée. D'une fagcon générale, et a des pH variant de 3 a 10,
la formation d'APG est favorisée quand la température augmente, tandis que I'nydrolyse de
I’APG en acide glutamique devient totale en milieu fortement acide ou alcalin. Dans ce
dernier cas, la racémisation est rapide (voir APPENDICE K) [95].

Notons qu’en solution aqueuse tamponnée, une réaction secondaire lente et

irréversible de décarboxylation d’APG en pyrrolidone a été observée [95].

A partir de I’acide pyroglutamique, qui est le produit de condensation cyclique de
I’acide glutamique, on peut obtenir du pyroglutaminol et du prolinol par hydrogénation
catalysée par du ruthénium, et du succinimide par décarboxylation oxydative sur
catalyseurs d’Argent. Cette derniére réaction, cependant, utilise le persulfate de potassium
comme oxydant, produisant une grande gquantité de déchets de sel (schéma APPENDICE
L) [96].

Comme il a été démontré que le palladium (Pd) et le platine, soutenus par le
carbone sont les meilleurs catalyseurs pour la décarboxylation dans les solvants organiques
ainsi que dans 1’eau, En 2015, des chercheurs ont décidé dans une premiere expérience
d’exposer 1’acide pyroglutamique a un catalyseur Pd/C dans 1’eau a 250°C sous 40 bars de
N> et de vapeur. Aprés 6 heures, I’analyse quantitative a montré que la 2-pyrrolidone
s’était formée avec un rendement de 56 % a une conversion de 83 % de I’acide
pyroglutamique. L’acide pyroglutamique a également été exposé a un Catalyseur Pd/Al>O3
dans des conditions identiques a celles du catalyseur Pd/C. Cela a donné 70% de 2-
pyrrolidone a une conversion d’acide pyroglutamique de 86%, ce qui a confirmé

I’excellente activité de décarboxylation [96].
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Dans la décarboxylation de I’acide pyroglutamique sur Pd/C ou Pd/Al2Os, en plus
de la 2-pyrrolidone, plusieurs produits secondaires ont été identifiés par GC-MS et 1H-
NMR : acide propionique (PA), Acide y-hydroxybutyrique (GHB), y-butyrolactone (GBL)
et pyrrolidine, avec des rendements respectifs de 12 %, 4 %, 2 % et 1 % [96].

IV.3. Méthodes d’analyse indicatrices de stabilité

Une nouvelle méthode RP-HPLC simple, spécifique, sensible, rapide et précise a
été developpée pour le dosage du méthyl- et du propylparabene dans les formulations
pharmaceutiques ainsi que du phénol, qui est leur principal produit de dégradation. La
séparation a ¢été effectuée dans une colonne C18 a 1’aide d’une phase mobile
(acétonitrile/tampon d’acétate de pH 5 ; 25/75 v/v) en mode gradient. La détection a été

effectuée a une longueur d’onde fixe (A =271nm) avec un debit de 1,3 ml/min [97].

Dans ces conditions, les temps de rétention relatifs du propylparabene,

méthylparabéne et du phénol étaient de 1.00, 0.53 et 0.46 min respectivement [97].

La réponse du détecteur était linéaire a des concentrations variant de 10 a 60 pg/ml
pour le méthylparabéne, de 3 a 15 pg/ml pour le propylparabene et de 0,125 a 2,5 pg/ml
pour le phénol. La variation intra et inter journaliére s’est avérée inférieure a 2 %. Les
limites de quantification et de détection du phénol sont respectivement de 0,1 pug/ml et de
0,03 pg/ml. Le taux de récupération était égal a 101,8 % pour le méthylparabene, 101,2 %
pour le propylparabene et 98,4 % pour le phénol [97].

Par la performance de cette méthode, le suivi du mécanisme de formation du phénol

a partir des parabénes a été effectué [97].

Les concentrations de méthyl- et de propylparabéne dans les échantillons ont été
déterminées par un systeme HPLC (Shimadzu, Japon). L’échantillon a été dilué de fagon
appropriée et 10 ul ont été injectés dans une colonne C18 a phase inverse. Les composés
ont été élués par pompage d’une phase mobile d’acétonitrile/tampon phosphate de pH 3,5 a
50 mM (50:50 v/v) a un débit de 1 ml/min et detectés par un photometre UV a la longueur
d’onde de 254 nm. La méthode a ét¢ validée pour sa précision et sa linéarité¢ dans la plage
utilisée (10 a 200 pg/ml). Les surfaces des pics des échantillons et des pics des standards
ont été utilisées pour calculer les concentrations du méthyl- et du propylparabéne dans les

échantillons. Des produits de dégradation présumés, a savoir le phénol et 1’acide p-
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hydroxybenzoique, ont également été injectés a une concentration de 100 pg/ml pour
verifier leur présence dans les solutions de parabenes inoculées [98].

1V.4. Proposition d’un protocole expérimental

L’aboutissement a une formule galénique stable nécessite des études de dégradation
forcée, et le choix des tests va dépendre de la nature de la substance active et de la forme

pharmaceutique.

Dans les formes liquides, les parabenes sont souvent associés a la préparation

comme conservateurs antimicrobiens pour la protéger contre les micro-organismes.

Dans le cas d’une solution de pidolate de magnésium contenant du méthyl- et du
propylparabéne sodique, et sur la base des données bibliographiques énoncées, nous
recommandons le protocole des tests de dégradation forcée a entreprendre et qui est

résumé dans le tableau 1V.1.
Des séries de solutions sont préparees :

- Série 1 : (méthylparabene sodique + propylparabene sodique) / eau

- Série 2 : pidolate de magnésium / eau

- Série 3 : (pidolate de magnésium + méthylparabéne sodique) / eau

- Série 4 : (pidolate de magnésium + propylparabéne sodique) / eau

- Série 5: (Pidolate de magnésium + méthylparabéne sodique + propylparabéne
sodique) / eau

En 2015, il a été démontré que la dégradation du méthyl- et du propylparabéne,
dans un intervalle de pH entre 5.5 et 7.5, méne a la formation de I’acide p-
hydroxybenzoique qui se transforme ensuite en phénol. Dans le cas d’une association de
méthyl- et de propylparabéne, la présence de I’acide p-hydroxybenzoique seulement a été
remarqué, étant le produit de dégradation primaire des parabénes, cette association a

empéché sa décarboxylation en phénol [97].

C’est pour cela qu’il n’est pas nécessaire de faire une étude de dégradation des
parabenes mais la série 1 est préparée pour confirmer si le pH alcalin supérieur a 7.5
n’influence pas 1’absence du phénol dans le cas d’une association de méthyl- et de

propylparabéne.
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La série 2 est proposée pour étudier la dégradation du pidolate de magnésium en

milieu alcalin et pourrait servir comme blanc pour les séries 3, 4 et 5.

La série 3 et 4 ont pour objectif d’étudier I’effet de la longueur de la chaine alkyle
des parabénes sur leur dégradation en présence du pidolate de magnésium. L’évaluation de
I’effet de 1’association du méthyl- et du propylparabéne sur leur dégradation en présence

du pidolate magnésium se fera au moyen de la série 5.

Comme recommandé, et dans le but d’obtenir méme les produits de décomposition
mineurs dans la gamme de détection, les concentrations des solutions en parabenes et en

pidolate de magnésium sont a 1 mg/ml [40].

Chaque solution de chaque série sera étudiée dans un intervalle de pH alcalin

variant de 7 a 10 passant par 7.5, 8 et 9.

Ces différentes séries de solutions vont étre exposées a différents parametres de
stress (température, pH, agents oxydants) afin d’étudier différentes voies de dégradation

(hydrolyse, oxydation).
IV.4.1. La température

Les températures de stress sont en relation avec les conditions de stockage de la

substance en question :

— Substance conservée a -20°C : température de stress > 15°C

— Substance conserveée entre 5°C et 30°C : température de stress > 50°C [44].

La condition maximale de stress est définie en tenant compte de la durée
d’exposition. En effet, il est préférable de réaliser 1’étude de dégradation sur une durée plus
longue et a une température plus basse sans dépasser les 80°C car des températures trop
¢élevées risquent d’entrainer des processus de dégradation secondaires non représentatifs
[99].

Dans notre cas, ces trois matiéres premieres sont généralement conservées a

température ambiante, donc nous optons pour une température de stress de 60°C.
IV.4.2. Le pH et la dégradation hydrolytique

Afin d’évaluer I’'impact du pH sur I’hydrolyse de ces molécules, chaque série

comportera des solutions a différents pH alcalins. Pour se faire, nous utiliserons une
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solution de HCI 0.1M ou de NaOH 0.1M pour ajuster le pH et ce, selon le pH de la

solution initial et celui que nous voudrions atteindre.

Le choix d’un milieu alcalin revient aux propriétés des matieres premicres. Selon le
handbook of pharmaceutical excipients, 1’ajout de sels de parabénes peut rendre le pH
d’une formulation plus alcalin. Ainsi, des expériences ont montré que le pidolate de

magnésium augmente le pH d’une solution.

Les tests d’hydrolyse s’effectueront dans une fiole borosilicatée avec fermeture

étanche pour éviter le contact avec le milieu extérieur.

Au moment du prélevement, I’échantillon a analyser sera neutralisé avec une

solution de HCI 0.1M pour stopper la dégradation [42].

IV.4.3. La dégradation oxydante
La dégradation oxydante des parabénes se déroulera selon deux voies distinctes :
En 1* lieu nous utiliserons du peroxyde d’hydrogéne afin d’évaluer 1’effet oxydant

de ’oxygene sur les deux conservateurs en présence du pidolate de magnésium.

Le fait de soumettre les solutions a 0,1 & 3 % de H20: a la température ambiante
pendant 7 jours ou jusqu’a un maximum de 20 % de dégradation pourrait potentiellement

générer un produit de dégradation pertinent. [40]

En 2°™ lieu nous utiliserons le réactif de Fenton afin d’évaluer 1’effet oxydant d’un
métal de transition sur les deux conservateurs dans ces conditions [39, 100]. Cette voie est
catalysée par la lumiére. L’utilisation des métaux de transition (Fe3*) a une concentration

de 1 a5 mM pendant 1 jour est recommandeée [43].

Tableau IV.1 : protocole expérimental proposé pour les études de dégradation forcée

des parabenes en présence du pidolate de magnésium

Type de Série a - . Frequences de
) ) ) Conditions expérimentales .
dégradation | dégrader prelevement

Solutions a différents pH (7, 7.5,

Toutes les
Hydrolyse o 8,9, 10) 1, 3,5et 10 jours
séries
Conservation a 25°C et 60°C
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H202
Concentration entre 0.1 et 3% 1,3,5et 7 jours
) Toutes les a25°C
Oxydation o
SETIes Fe3* (FeCls ou Fez(S0a4)3)

Concentration entre 1 et 5mM | 1, 4, 8, 12 et 24 heures

a25°C

1V.4.4. Méthodes de controle

Divers parametres peuvent étre controlés afin de veérifier que les propriétés initiales
des solutions sont maintenues durant toute leur durée de conservation. Les principaux

parameétres a contréler ainsi que les techniques utilisables sont décrits ci-dessous.

1IV.4.4.1. La mesure de la limpidité et du degré d’opalescence des liquides

La mesure de la limpidité est décrite comme une méthode visuelle, qui permet de
comparer un liquide a examiner par rapport a des suspensions témoins extemporanées. Il
existe ainsi des méthodes instrumentales (néphélométrie, turbidimétrie) reposant sur la

mesure de la densité optique aprés agitation [16].
1V.4.4.2. Mesure du pH

Lors de la conservation, plusieurs causes peuvent induire une modification de pH :
une dégradation de la substance active, une dégradation d’un excipient, une interaction
contenant/contenu ou la diffusion du gaz carbonique ambiant a travers le conditionnement.
Ainsi, toute modification du pH marquera une modification de la solution initiale préparée
[16].

1VV.4.4.3. La coloration

Une préparation pharmaceutique sous forme de solution doit garder tout au long de
sa conservation une composition constante, ce qui signifie une constance de toutes ses
propriétés physiques, telles que la coloration. En effet, un changement de couleur signifie

un changement de composition. Toutefois, un non changement de couleur ne signifie pas
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un non changement de composition. La coloration d’une solution peut étre évaluée soit a

1’ceil nu, soit par spectrophotométrie visible [16].
IV.4.4.4. La viscosité

Durant la conservation, la viscosité peut évoluer soit en donnant des produits plus
fluides ou au contraire plus visqueux. Cette propriété ne doit pas évoluer au cours du temps

[16]. Une mesure de la viscosité, a I’aide d’un viscosimétre, pourrait s’effectuer.

1V.4.4.5. Méthodes d’analyse indicatrices de stabilité

Afin d’analyser et d’évaluer le taux de dégradation d’une substance ainsi que ces
produits de dégradation, on a généralement recours aux méthodes indicatrices de stabilité.
La méthode d’analyse la plus utilisée dans le domaine pharmaceutique c’est la méthode
HPLC. Pour plus de précision, cette derniére peut étre couplée a la spectrométrie de masse.
Dans notre cas, et d’aprés la synthése bibliographique, nous pouvons utiliser ['une des

méthodes validées trouvées dans la littérature.
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CONCLUSION

Notre travail a eu pour objectif d’étudier la dégradation de deux sels de parabénes :
le méthyl- et le propylparabéne sodique dans un milieu liquide alcalin en présence d’une

substance active : le pidolate de magnésium.

Au cours de notre synthése bibliographique, nous avons évalué la dégradation des
parabenes dans différents milieux et selon différentes voies ainsi que leur métabolisation

dans différents organismes y compris le corps humain.

D’apres les données de la littérature, les dérivés d’esters de I’acide p-
hydroxybenzoique sont des molécules qui s’hydrolysent facilement dans les milieux
alcalins a des pH supérieurs a 7. Cette réaction peut étre catalysée soit par I’augmentation
de la température, soit en présence de certains agents chimiques possédant des propriétés
oxydantes tels que les composés métalliques (Fe, Cu, Zn, etc.) ou en présence de certains

ions halogénures tels que I, CI~, Br~ ou en présence d’ions de SO4>~ et de HCO*".

Il a été démontré par plusieurs chercheurs que les parabénes peuvent étre
hydrolysés par des micro-organismes résistants en les transformant en acide p-
hydroxybenzoique avec leurs alcools respectifs. De méme, d’autres études ont révélé que
des réactions de transestérification des parabenes par voie biologique ou par voie normale

peuvent avoir lieu en présence de polyols ou d’alcools tels que le méthanol ou I’éthanol.

Afin de mieux illustrer les différentes voies de dégradation (hydrolyse, oxydation,
etc.) des parabénes en milieu aqueux, des études de dégradation forcée sont grandement
recommandées pour collecter des informations sur la stabilité chimique de ces composés
afin de prévoir leur comportement au cours de la fabrication d’un médicament, de
développer une méthode d’analyse indicatrice de stabilité, d’évaluer la toxicité des produits

de dégradation sur 1’organisme et de connaitre leur impact écologique et environnemental.

Pour conclure, I'avenir de la recherche scientifique dans le domaine pharmaceutique
ne se résume pas uniquement a la découverte de nouvelles molécules possédant un effet
thérapeutique, mais se base aussi sur une meilleure exploitation de celles qui sont déja
connues en les rendant plus sdres et plus efficaces soit par de nouvelles associations avec
d’autres excipients soit par une meilleure optimisation des formulations assurant ainsi une

stabilité chimique plus importante tout en minimisant ses risques sur la santé humaine.
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APPENDICE A
GLOSSAIRE

Agent chélatant : C’est une substance chimique qui a la propriété de fixer durablement

des ions positifs pour former un complexe soluble.

Biofilm : un ensemble de microcolonies bactériennes engluées dans leurs propres

exopolymeres et adhérant a une surface inerte ou vivante.

Biomasse bactérienne : La biomasse microbienne représente la quantité de “carbone
vivant” contenue dans les microbes du sol, essentiellement bactéries et champignons. Elle
constitue un indicateur précoce de la dynamique de la matiére organique qui réagit vite aux

modifications favorables ou défavorables du milieu.

Biotransformation : Ensemble des modifications subies par une substance introduite dans

I'organisme.

Cellules HEK-293 : Les cellules embryonnaires humaines du rein 293 sont l'une des
lignées cellulaires les plus courantes utilisées pour des recherches. Leur popularité est due
a plusieurs propriétés telles que la maintenance, la robustesse, et la facilité de la

transfection.

Challenge test : C’est un protocole microbiologique dont I'objectif est de déterminer si
une préparation est susceptible de permettre ou non le développement d’une bactérie
pathogéne ou potentiellement pathogeéne, telle que Listeria monocytogenes, Bacillus
Cereus ou Staphylococcus aureus. Il s’applique aussi a d’autres micro-organismes

responsables d’altération : bactéries végétatives, bactéries sporulées ou levures.

Coefficient de réponse : c’est le rapport de la surface S du pic du standard interne sur
celle du pic du composé analysé, a concentration égale. Cette injection est importante, car

le détecteur n’a pas la méme sensibilité pour tous les composeés détectés.

Contacteur biologique : C’est un procédé biologique de traitement des eaux usées. Il
consiste a permettre aux eaux usées a entrer en contact avec un milieu biologique afin

d'éliminer les polluants avant de les rejeter dans I’environnement.

Dégradation : Résultat de réactions chimiques continues, irréversibles, aboutissant a la
production d’entités chimiques distinctes, inactives et/ou potentiellement toxiques. Les

composants d’un médicament sont dits compatibles lorsqu’ils n’entrainent pas une



dégradation de la substance active de plus de 10% en termes de teneur, ni une précipitation
ou tout autre changement de I’aspect de la solution, de son pH ou de son potentiel

d’oxydoréduction.

Désestérification : La désestérification est I’hydrolyse d’un ester, c’est la réaction inverse
de I’estérification (formation d’un ester a partir d’un acide carboxylique RCOOH et d’un

alcool R'OH). Ces réactions se déroulent en présence d’un catalyseur acide, comme 1’acide

sulfurique H2S04.

Détecteur a la barrette de photodiode : Contrairement a un détecteur classique dont le
récepteur n’est capable d’analyser qu’une seule longueur d’onde en méme temps, le
détecteur UV a barrette de diodes, composée d’une multitude de diodes miniatures
sensibles a la lumiére, est capable d’analyser simultanément une large gamme de longueurs

d’onde allant souvent de 190 a 400 nm.

Energie d’activation (Ea) : Energie cinétique totale minimale que doivent fournir les

collisions intermoléculaires pour qu’une réaction chimique ait lieu.

Epimérisation : C’est une réaction qui permet 1’inversion de configuration d’un seul

stéréocentre parmi ceux présents dans un composé chiral.

Epoxydation : Les oxiranes (ou époxydes) sont des éthers cycliques de trois atomes dont
I’'un d’eux est un oxygeéne. Leur formation peut se faire par la réaction d’oxydation d’un

alcéne avec un peracide, ¢’est-a-dire par une réaction d’époxydation.

In situ : C’est une locution latine qui signifie sur place. Elle est utilisée en général pour
désigner une opération ou un phénomeéne observé sur place, a I'endroit ou il se déroule sans

le prelever, ni le déplacer.

Incompatibilité : Désigne un phénomeéne prévisible, se traduisant de maniére visuelle ou
physique par l'apparition d'un précipité, d'un phénomeéne d'effervescence, d'un changement
de coloration, d'une turbidité ou méme de deux phases non miscibles. L'examen visuel

permet d'écarter une préparation suspecte.

Instabilité : Concerne des réactions chimiques retardables mais irréversibles (hydrolyse,
oxydation, etc.) aboutissant a I'apparition de produits de dégradation inactifs ou toxiques.
Ces réactions ne sont pas nécessairement visibles a 1'ceil nu, ainsi une solution d'apparence

limpide n'exclut pas la présence de ces phénomeénes.



Isomérisation : Deux molécules possédant la méme formule moléculaire mais dont
I’arrangement entre les atomes est différent sont des isomeres. Le nombre d’isomeres
possibles associés a une formule moléculaire croit exponentiellement en fonction du

nombre de carbones.

Isotonie : Equilibre entre deux solutions séparées par une membrane, ayant la méme

pression osmotique (qui est liée a la concentration de la solution en molécules).

Métabolisation : Transformation biochimique dans le cadre du métabolisme, c'est-a-dire

processus de dégradation et de synthése organique chez I'étre vivant.

Néphélométrie : Mesure de la concentration d'un élément en suspension dans une solution
par comparaison de l'opacité de celle-ci avec celle d'une suspension témoin (étalon) de

concentration connue.

Orbitales LUMO-HOMO : HOMO et LUMO sont deux orbitales moléculaires, appelées

orbitales frontiéres et qui jouent un réle particulier :

- HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) Traduit le caractére électrodonneur
(nucléophile) de la molécule. Plus I'énergie de cette OM est élevée, plus la molécule cédera

facilement des électrons.

- LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) Traduit le caractere électro-accepteur
(électrophile) de la molécule. Plus I'énergie de cette OM est faible, plus la molécule

acceptera facilement des électrons.

Polymérisation : La polymérisation est le processus chimique permettant de synthétiser un
polymére a partir des monomeéres. Il existe quatre types de polymérisation, soit la
polymérisation radicalaire, la polymérisation anionique, la polymérisation cationique et la

polymérisation par catalyse métallique (ou organométallique).

Potentiel d’oxydoréduction : C’est une grandeur thermodynamique qui mesure le pouvoir

oxydant ou réducteur d'un systeme redox.

Racémisation : Transformation d’un énantiomére pur en mélange racémique (mélange des

deux énantiomeres en quantités égales) d’un composé chiral.

Réaction acide-base : Toute réaction dans laquelle un composé A ayant une orbitale
vacante, mis en présence d’un composé B possédant un doublet d’électrons libres (alcools,

¢éthers, amines, thiols, thioéthers...), avec création d’une liaison A-B.



Réactivité chimique : Dans la chimie, la réactivité est I'impulsion pour laquelle une
substance chimique subit une réaction chimique, soit par elle - méme ou avec d'autres

matériaux, avec une libération globale de I'énergie.

Réarrangement : Un réarrangement (ou déplacement) est une réaction par laquelle un
atome ou un groupe Z se déplace d’un atome A vers un autre atome B d’une méme
molécule (Z-A-B devient A-B-Z) ce qui correspond a priori et dans la plupart des cas a un

mécanisme intramoléculaire.

Rendement quantique : Rapport entre le nombre effectif de photons émis, absorbés ou
utilisés au cours d'un processus photophysique ou photochimique et le nombre théorique

associé a ce processus.

Stabilité : Une molécule est considérée stable en solution tant qu'elle conserve 90% de sa
concentration initiale (Normes USP). Son dosage s'effectue de préférence par HPLC ou par
toute autre méthode spécifique permettant de différencier la molécule active de ses
produits de dégradation (méthode indicatrice de stabilité). Enfin, les propriétés
organoleptiques de la solution doivent étre conservées (pas d'apparition ou de modification

de la coloration, de I’odeur, etc.).

Suspension extemporanée : Se dit d'un médicament qui doit étre préparé juste avant son

emploi.

Transestérification : Il s'agit de la réaction d'un ester sur un alcool pour donner un autre
ester. C'est une réaction réversible, catalysée par un acide ou une base. Pour rendre la

réaction complete, on met un gros exces de I'alcool qui sert souvent de solvant.

Voie p-cétoadipate : C’est I'une des voies par lesquelles un micro-organisme peut attaquer
le noyau a six atomes de carbone d'un composé aromatique et le convertir en acide

aliphatique.



APPENDICE B

Schéma réactionnel proposé pour la dégradation des parabenes par le ClIO2 [47]
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APPENDICE C

Schéma réactionnel proposé pour I’oxydation du propylparabéne par le Fe (V1) [51]

A: Phenoxyl radical reaction
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APPENDICE D

Schéma réactionnel proposé pour la photodégradation du méthylparabéne par le complexe
Fe (I11)-citrate [52]
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APPENDICE E

Schéma réactionnel proposé pour I’oxydation photocatalytique des parabénes [56]
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APPENDICE F

Schéma d’hydroxylation du cycle aromatique par 1’ozone et le radical hydroxyle [61]
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(a) : Hydroxylation du cycle aromatique par 1’ozone.

(b) : Hydroxylation du cycle aromatique par le radical hydroxyle.



APPENDICE G
Schéma réactionnel de 1I’action du radical hydroxyle sur la chaine ester et formation [61]
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() : Réaction du radical hydroxyle sur la chaine ester.
(1) : Réaction de formation de produits de dégradation (Y : acide p-hydroxybenzoique, Z :

hydroquinone).



APPENDICE H
Schéma réactionnel de la dégradation des parabénes selon différents systémes d’oxydation

[64]
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APPENDICE |

Schéma réactionnel proposé pour la dégradation des parabenes [70]
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APPENDICE J

Schéma de toxicocinétique des parabenes, établi d’aprés des tests sur des animaux [85]

Structure générale R Méthylparabéne
Ethylparabéne
HO Propylparabéne
0  Butylparabéne
. Voie orale ~100%
ABSOFpHion | . - tanée ~ 5-25%

\Y

Métabolisation

Parent PABA dés 30 min.
~1% =
Page”‘ Elimination urinaire
~1%
Acide para- V
o hydroxybenzoique
|| ~20% dés 30 min.
oS
// on
HO
o4 Sulfate de para-
Acide para- carboxyphényle
hydroxyhippurique ~10%
HO ~30%

H ]
”\)kOH

gt

Et conjugueés
Glucuronide para-
hydroxybenzoyle

H):[TJ:O ~6%
0y

OH Glucuronide cart}oxy
hydroxybenzoyle
~15%



APPENDICE K

Formation et transformations de 1’acide pyroglutamique [95]
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APPENDICE L

Voies de réaction possibles vers les produits secondaires observés dans la décarboxylation
de I’acide pyroglutamique ; les réactions catalysées a I’acide ou a la base sont marquées a

I’aide de parenthéses ; LA : acide de Lewis [96]
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