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RESUME

Les conditionnements multidoses tels les formes reconstituées posent, aprés ouverture un
probléme de conservation et de délai d’utilisation. La stabilité chimique portant sur la teneur en
principe actif de la forme orale reconstituée d’amoxicilline dosée a 250mg/5ml a été étudiée sur une
durée minimale de traitement de 6 jours consécutifs. Cing spécialités ont servi a 1’étude. Les
échantillons ont été reconstitués avec deux qualités différentes d’eaux (eau minérale naturelle et eau
de robinet bouillie et refroidie) et conservés & deux températures différentes (543 °C et 30£2 °C). La
stabilité a été étudiée par chromatographie liquide suivie d’une détection UV a 230 nm. La teneur en
amoxicilline dans tous les échantillons était conforme a la norme (225 mg a 300 mg/5 ml). La
nature de 1’eau utilisée n’a pas eu d’influence sur la stabilité. Les échantillons conservés a 3042 °C
ont présenté un taux de dégradation en principe actif plus élevé (> 6%). Pour deux marques
commerciales, une non-conformité portant sur le volume de reconstitution a été notée. La stabilité
chimique des médicaments est donc maintenue sur les 6 jours d’utilisation. Ce type d’étude devrait
étre étendu aux médicaments sous forme de poudres a reconstituer vendus en Cote d’Ivoire.
© 2019 International Formulae Group. All rights reserved
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Study of chemical stability of oral suspensions based on amoxicillin.
ABSTRACT

Multi-dose packaging such as reconstituted forms pose, after opening a conservation
problem and time of use. The chemical stability of the active ingredient content of the reconstituted
oral form of amoxicillin at 250 mg/5 ml was studied over a minimum treatment period of 6
consecutive days. Five specialties were used for the study. The samples were reconstituted with two
different qualities of water (natural mineral water and tap water boiled and cooled) and stored at two
different temperatures (53 °C and 30+2 °C). Stability was studied by liquid chromatography
followed by UV detection at 230 nm. The amoxicillin content in all samples was consistent with the
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standard (225 mg to 300 mg/5 ml). The nature of the water used did not affect the stability. Samples
stored at 30+2 °C showed a higher active ingredient degradation rate (> 6%). For two commercial
brands, a nonconformity regarding the reconstitution volume was noted. The chemical stability of
the drugs is maintained for 6 days of use. This type of study should be extended to drugs presented

as powders to be reconstituted sold in Cote d'lvoire.
© 2019 International Formulae Group. All rights reserved

Keywords: Reconstituted forms, Time of use, Liquid chromatography.

INTRODUCTION

Les antibiotiques & noyau béta-lactame
appartenant a la famille des pénicillines jouent
depuis des décennies un réle important en
médecine humaine en raison de leur large
spectre d'activité antimicrobienne, de leur
bonne absorption et de leur grande pénétration
dans les tissus (Kumar et al., 2014 ; Cha et al.,
2004). Ils sont des lors indiqués dans le
traitement de  nombreuses infections
bactériennes sous diverses manifestations
notamment bronchorespiratoires, ORL (oto-
rhino-laryngologie), urogénitales,
hépatobiliaires, rénales, gynécologiques, et
également lors des septicémies, des
méningites ou des endocardites (Vidal, 2010 ;
Pilon, 2016). Dans I’arsenal thérapeutique de
cette classe, 1’amoxicilline est 1’un des
antibiotiques  fréquemment  utilisés  en
pédiatrie, dont les présentations sous forme de
poudres reconstituées multidoses sont les plus
adaptées aux enfants (Vidal, 2010 ; Jerzsele et
Nagy, 2008).

Cependant, ce type de conditionnement
peut poser aprés ouverture, un probléme de
conservation lié aux conditions favorables de
dégradation rapide du principe actif (chaleur,
humidité variable, intensité lumineuse) et au
délai d’utilisation (Sabot et al., 2001). Dans
cette classe des béta-lactamines,
I'amoxicilline, fréquemment prescrite chez les
enfants, se dégrade facilement entrainant des
risques de sous dosage, de formation de
produits de dégradation etc. (Lahlou et al.,
2009).

De nombreuses suspensions
d’antibiotiques reconstituées doivent étre
conservées au réfrigérateur afin d’obtenir des
avantages optimaux (Alzomor et al., 2016).
Cependant, ces conditions de conservation ne
sont souvent pas clairement spécifiées.

Il nous est donc paru opportun, dans la
présente étude, d’évaluer la stabilité chimique
de I’amoxicilline dans certaines formes
reconstituées avec deux qualités d’eau (eau
minérale, eau de robinet) puis conservées a
deux températures (ambiante et réfrigéré). Un
contréle préalable du volume nécessaire a la
reconstitution a été réalisé. Cette étude s’est
déroulée sur une période de six (6) jours
correspondant a la durée moyenne d'un
traitement.

MATERIEL ET METHODES
Appareillage

Le dosage de I’amoxicilline s’est
effectué sur un chromatographe liquide
(Shimadzu, France) équipé d’une pompe
(DGU-20A5), d’un systétme d’injection
automatique (LC-20AT), d’un détecteur UV-
Visible réglé a 230 nm (SPD 20 AT) et d’un
enregistreur intégrateur (CTO-20A).

L’étude a nécessité également un
agitateur magnétique (Vortex Génie I, USA) ;
un pH métre (Thermo-Orion, USA); une
étuve (Jouan, USA) ; une balance de précision
(Sartorius, Allemagne) et un dispositif de
filtration sur Buchner pour le dégazage.

Réactifs et solutions de travail
o  Les réactifs utilisés étaient de qualité
analytique :

Acétonitrile  pour chromatographie
liquide (Scharlau, Espagne) ;
Dihydrogénophosphate de potassium (Merck,
Allemagne) ; Hydroxyde de potassium
(Merck, Allemagne) et Eau. Le produit de
référence était I’amoxicilline trihydratée
(Sigma-Aldrich, Allemagne) de titre : 100,2%
(858,7 pg/mg).

e Les solutions de travail préparées
étaient:
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- Solution tampon phosphate 0,02 M,
pHS;

- Solution d’hydroxyde de potassium
(1%) ;

- Solution de référence d’amoxicilline
a0,2mg/ml;

Echantillonnage

L’échantillonnage a été constitu¢ de
cing (5) marques commerciales de poudres
pour  suspensions buvables a  base
d’amoxicilline sélectionnées aprés une pré-
enquéte réalisée sur une période de 30 jours
dans deux officines de pharmacie de la place.
Les cing marques commerciales les plus
vendues ont été retenues.

Ces marques codifiées par les lettres A,
B, C, D et E étaient dosées chacune a 250 mg
d’amoxicilline pour 5 ml. Quatre (4) boites
de chacune des cinq marques retenues ont été
nécessaires pour ’analyse, soit un total de 20
échantillons.

Meéthodologie

Chacun des échantillons a été
reconstitué avec 2 différentes qualités d’eaux
puis conservé a 2 températures différentes
(53 °C et 30+ 2 °C). La stabilité a été étudiée
en déterminant la teneur en amoxicilline
pendant 6  jours  consécutifs par
chromatographie liquide en phase inverse
apres validation de la méthode d’analyse.

Le volume d’eau nécessaire pour la
reconstitution a été évalué pour chaque
marque commerciale.

Les pourcentages de dégradation ont
été calculés aprés les 6 jours de reconstitution
selon la formule suivante :

Pourcentage de  dégradation =
Teneur a J6 (mg /5ml) — Teneur aj1(mg /5ml)

Teneur aJ6 (mg /5ml)
100 (1)
Mode de reconstitution des suspensions
Deux qualités d’eaux ont été utilisées :
e  Eau minérale naturelle (EMN) ;
e  Eau de robinet bouillie et refroidie
(ER).

Le volume d’eau utilisé était de 60 ml
comme indiqué sur le conditionnement,
correspondant ainsi a 12 doses de 5 ml de
suspension  selon le fabricant.  Apres

reconstitution, les  flacons ont été
vigoureusement agités.
Températures de conservation

Chaque suspension préparée a 1’aide de
I’une ou ’autre qualité d'eaux a été conservée
a deux températures différentes:

e 5+3°C
e 30t2°C

Ces conditions représentent les
conditions de stockage a domicile (Nwokoye,
2012).
Préparation de l’extrait a analyser

Un millilitre de la suspension
reconstituee a été prelevé dans une fiole
jaugée de 100 ml. La prise d’essai a été diluée
dans 15 ml de tampon phosphate pH 5,0. La
solution obtenue a été soumise a agitation
mécanique vigoureuse pendant 10 min, puis
complétée jusqu’au trait de jauge avec le
tampon pH5,0. La solution a été
homogénéisée par agitation durant cing
minutes et filtrée. La solution obtenue a
constitué  D’extrait &  analyser  par
chromatographie liquide (USP 31, 2008).

Conditions d'analyse chromatographique
Les conditions d’analyse retenues sont
tirées des travaux de Perez - Lozan et al.
(2006):
- Phase mobile : tampon phosphate 0,02
M pH 5/ acétonitrile (95/5, v/v) ;
- Phase stationnaire C18, 250 x 4,6 mm X
5um;
- Débita 0,8 ml/min ;
- Détection UV a 230 nm.

Analyses statistiques

Le traitement des données a été réalisé
avec Excel 2013.

Les teneurs moyennes en amoxicilline
ont été comparées en utilisant le test de
Student.

Le test T de Student a été utilisé au
seuil de signification de 5% pour la
comparaison des échantillons aux différentes
températures de conservation avec les
différentes qualités d’eaux de reconstitution.

RESULTATS

Trois des cing marques commerciales
sélectionnées ont nécessité 60 ml d’eau pour
leur reconstitution contre 42 ml d’eau pour les

1839



J.S.N.T.YAO etal./ Int. J. Biol. Chem. Sci. 13(3): 1837-1845, 2019

deux autres. Les teneurs en amoxicilline des
échantillons d’une méme marque varient peu
au cours du temps selon la qualité d’eau
utilisée.

La teneur en amoxicilline des
échantillons conservés a température ambiante
et a température réfrigérée est présentée dans
le Tableau 1.

Durant cette période minimale de
traitement de 6 jours, il est a noter une
diminution progressive de la teneur en
amoxicilline qui reste dans [’intervalle de
conformité, se situant entre 225 et 300 mg. Ce
taux reste donc conforme aux normes (90 a
120%) (USP 31, 2008).

L’évolution au cours du temps de la
quantité en amoxicilline dans les 5 marques
commerciales apres reconstitution pendant 6
jours est illustrée par les Figures 1 a 4.

La teneur en amoxicilline des
différents échantillons reconstitués diminuent
au cours du temps quelles que soient les
conditions de traitement.

L’analyse réveéle une diminution
marquée de la teneur en amoxicilline dans les
échantillons conservés a température ambiante
comparativement & ceux conservés a 5+3 °C
(Figure 1, 2, 3, 4).

Apres 6 jours de reconstitution, le taux
de dégradation en amoxicilline était inférieur
a 18% dans tous les échantillons. Ces résultats
sont présentés dans le Tableau 1.

La teneur maximale en amoxicilline
retrouvée est de 299,90 mg. Au sixieme jour,
les teneurs les plus faibles (226,35 mg;
227,95 mg ; 228,15 mg) sont retrouvées dans
le cas des échantillons conservés a
température  ambiante. Les  différentes
suspensions orales ne contiennent pas moins
de 90% et pas plus de 120% de quantité en
amoxicilline.

Le Tableau 2 révéle le niveau de
significativité statistique en croissant les
paramétres de  conservation et de
reconstitution.

Il n’y a pas de différence significative
au seuil p < 5%, concernant la qualité de 1’eau
entre les échantillons reconstitués avec 1’eau
minérale et ceux reconstitués avec 1’eau de
robinet. Il y a par contre une différence
significative  concernant le mode de
conservation entre les échantillons conservés a
température ambiante et ceux conservés au
réfrigérateur au seuil p < 5% (p = 0,227 a 53
°C et p=0,443 a 30+2 °C) (Tableau 2).

Tableau 1 : Evaluation des teneurs des échantillons d’amoxicilline suspension.

Température Eau de Spécialité Concentration Pourcentage de
de reconstitutio Ji(mg/5ml)  Js(mg/5 ml)  dégradation (%)
conservation n
(53 °C) Eau minérale A 262,30+041  249,95+0,19 4,70
(Reéfrigéré) naturelle B 299,9040,63  290,50+0,51 3,13
(EMN C 267,60+0,28  256,55+0,45 4,12
D 262,85+0,46  254,75+0,02 3,07
E 260,30+0,38  247,15+0,83 5,05
Eau de robinet A 259,85+0,26  249,10+0,08 4,14
(ER) B 203,40+0,50  285,05+0,30 2,85
C 259,00+0,52  249,55+0,47 3,65
D 259,05+0,05  249,30+0,01 3,76
E 263,85+0,03  254,60+0,67 3,50
Température Eau minérale A 262,80+0,37 231,20%0,19 12,02
ambiante (302 naturelle B 298,50£009  270,70+0,28 9,32
©) (EMN C 255,00+0,22  227,95+0,41 10,60
D 272,75+0,25  226,35+0,17 17,01
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E 260,15+0,39  244,20+0,38 6,13
Eau de robinet A 260,0540,09  228,15+0,11 12,27
(ER) B 297,9040,57  274,65+0,26 7,81
C 251,30+0,19  233,45+0,37 7,10
D 255,35+0,34  232,75+0,06 8,85
E 257,75+0,03  242,15+0,49 6,07
Eau Minérale Naturelle + Température Refrigérée
310 +
300 - c o— ——
E 290 - ———
= 280 - —— A
S0 o
S 260 | ——— - _ ek
o 4 -
£ 250 - .\§:=‘\-o—=.
S 240 - D
© 230 - —o—E
220 -
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Temps (jour)

Figure 1: Courbes d’évolution des teneurs en amoxicilline des différents échantillons reconstitués
avec de I’eau minérale naturelle et conservés a 53 °C.
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Figure 2: Courbes d’évolution des teneurs en amoxicilline des différents échantillons reconstitués
avec de I’eau minérale naturelle et conservés a 30+2 °C.
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Figure 3 : Courbes d’évolution des teneurs en amoxicilline des différents échantillons reconstitués
avec de 1’eau de robinet et conservés a 5+3 °C.
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Figure 4: Courbes d’évolution des teneurs en amoxicilline des différents échantillons reconstitués
avec de I’eau de robinet et conservés a 302 °C.

Tableau 2: Analyse statistique ; test échantillons appariés.

Paires Test T Interprétation
(Température de conservation + Eau de reconstitution) (p)

(5¢+3°C+EMN ) - (5¢3°C+ER ) 0,227 Non significatif
(30+2 °C + EMN) - (30+2 °C + ER) 0,443 Non significatif
(53 °C + EMN) - (30+2 °C + EMN) 0,044 Significatif
(53 °C +ER) - (30+2 °C + ER) 0,014 Significatif

: Eau minérale naturelle
: Eau de robinet
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DISCUSSION
Volume de reconstitution

La reconstitution des poudres pour
suspension buvable d’amoxicilline nécessite
un volume d’eau de 60 ml, confirmée par le
trait de jauge indiqué sur le flacon.

Pour les échantillons A, D et E, les
60 ml d’eau utilisés pour la reconstitution
correspondent effectivement au trait de jauge.
Par contre, pour reconstituer les échantillons
B et C, seulement 42ml d’eau ont été
nécessaires pour atteindre le niveau de jauge.
Ces 42 ml d’eau correspondent a 8 doses de
principe actif.

Dans ces deux derniers cas, il manque
un volume de 18 ml de suspension pour
assurer la totalité du traitement sur les six
jours de traitement préconisés. Cette
observation pourrait impliquer la nécessité
d’achat de flacon(s) supplémentaire(s) pour
couvrir la durée de la prescription entrainant
ainsi une augmentation du co(t de la prise en
charge. Ces résultats sont en inadéquation
avec les volumes indiqués dans les notices de
forme orale reconstituée d’amoxicilline dosée
a 250 mg/sml (Vidal, 2010). Markman et al.
(2014) dans ses travaux sur la qualité et la
stabilitt  de  suspension reconstituée
d’amoxicilline dosé a 250 mg/5 ml n’a relevé
aucune anomalie du volume de reconstitution
sur les sept spécialités analysées.

Le trait de jauge n’indiquant pas le
niveau correct de remplissage s’expliquerait
par un défaut dans le processus de fabrication
des flacons ou une fraude sur la quantité réelle
de matiere premiére. Cette fraude consisterait
a réduire a la fois la quantité d’eau utilisée et
la quantité de matiére premiere afin d’obtenir
aprées analyse de la forme & reconstituer, des
concentrations en principe actif conformes a
celle déclarée.

Selon Pinel (2014), les contrefagons se
retrouvent aussi bien dans le circuit formel
qu’informel.

Stabilité du principe actif

La stabilit¢ est définie comme la
capacité d'une substance médicamenteuse ou
médicament a rester dans les limites des
spécifications établies pour maintenir son
identité, sa qualité et pureté.

Elle détermine la teneur en substance
médicamenteuse ou produit de dégradation

due a l'exposition a une variété de conditions
telles que la température, I’humidité, la
lumiére et le matériau d'emballage sur une
période définie (Alzomor et al., 2016).

La dégradation des suspensions peut
résulter soit de la température ou de la qualité
de I'eau utilisée pour la reconstitution, soit de
conditions de stockage inappropriées
(Nwokoye et al., 2012 ; Stanley et lgala,
2017).

Eaux utilisées pour la reconstitution

Il n’y a pas de différence significative
entre les échantillons reconstitués avec 1’eau
minérale et ceux reconstitués avec 1’eau de
robinet au seuil de signification p < 5% (test T
Student).

L’eau de robinet et 1’eau minérale
naturelle peuvent donc étre conseillées pour la
reconstitution des poudres pour suspension
buvable a base d’amoxicilline.

Température de conservation

La teneur en amoxicilline des
suspensions  reconstituées  conservées a
température ambiante decroit plus vite que
celle des échantillons conservés entre 5+3 °C
(Figure 1, 2) et (Figure 3, 4).

Le taux de dégradation d’amoxicilline
en 6 jours pour les échantillons conservés au
réfrigérateur reste inférieur ou égal a 5%,
donc conforme aux normes spécifiées
(norme < 10%) (USP 31, 2008).

Les  échantillons  conservés a
température ambiante ont au moins un taux de
dégradation supérieur a 6% allant jusqu’a plus
de 17% (Tableau 1). Alforjani et Kamour
(2019) trouvent apres 4 jours de
reconstitution, un taux de dégradation en
amoxicilline inférieure a 17%.

Ces variations de la teneur en
amoxicilline  observées  restent  dans
I’intervalle exigé. Les échantillons stockés
sous ces deux conditions de température
restent stables tout au long de cette période.

Des facteurs humains et erreurs
systémiques peuvent également influencer la
stabilité du principe actif (Abbou, 2016).

Il existe une différence significative de
teneur en amoxicilline lorsque 1’on compare
une méme marque reconstituée avec la méme
qualité d’eau mais conservée a différentes
températures (p = 0,044 quand ’eau utilisée
est I’eau minérale et p = 0,014 avec 1’eau de
robinet) (Tableau?2). Les teneurs en
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amoxicilline des différents échantillons restent
malgré tout dans les normes spécifiées de la
pharmacopée américaine (USP 31, 2008).

La conservation a température
ambiante est un facteur de dégradation rapide
de I’amoxicilline.

Traitement appliqué aux échantillons (eau
de reconstitution et température de
conservation)

L’amoxicilline  conservé & une
température comprise de 5+3 °C reconstitués
avec l’eau de robinet bouillie et refroidie
présente une meilleure stabilité sur les 6 jours
d’utilisation (Tableau 1). Ce constat se
rapproche des travaux de Alzomor et al.
(2016) qui trouvent I’amoxicilline stable
durant 7 jours dans les échantillons contenant
I’association amoxicilline et acide
clavulanique, lorsqu’ils sont conservés a 53
°C.

Naidoo et al. (2006) montrent qu’au
jour, plus de 11% de I’amoxicilline sont
dégradés lorsque conservé a une température
comprise entre 20°C et +25°C. Ce constat est
en accord avec les variations de teneurs de
certains échantillons de notre étude.

Selon Markman et al. (2014), 83% des
formes orales d’amoxicilline étudiées ont un
taux de dégradation inférieur & 10%. Ce
constat se rapproche des observations de notre
étude ou 80% des échantillons analysés ont un
taux de dégradation également inférieur a
10% (Markman et al., 2014).

Les suspensions conservées a température
ambiante sont moins stables.

7éme

Conclusion

L’étude a permis d’évaluer la stabilité
en cours d’utilisation des médicaments a base
d’amoxicilline présentés sous forme de poudre
pour suspension buvable commercialisés en
Cote d’Ivoire. Cette étude a porté sur
I’analyse des suspensions reconstituées avec
deux qualités différentes d’eaux a deux
températures de conservation (température
ambiante et température réfrigérée) sur 6
jours. Elle a permis d’apprécier la durée
d’utilisation dans des conditions de
conservation ou d’entreposage. Parmi les cing
marques commerciales analysées, une non-
conformité a été notée, portant sur le volume

de reconstitution pour deux marques
commerciales. La teneur en amoxicilline a été
évaluée sur six jours d’utilisation aprés
reconstitution. Elle a montré que, quelle que
soit la température de conservation, cette
teneur reste maintenue dans les normes. Les
formes  reconstituées  conservées  au
réfrigérateur ont montré une meilleure
stabilité de la teneur que celles conservées a
température ambiante quelle que soit 1’eau
utilisée. Ce type d’étude devrait étre étendu a
I’ensemble des formes a reconstituer
commercialisées en zone tropicale.
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