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fe Bulletin Technique de noire Société qu'il nous pialt de retrouver au gré
de nos déplacements sur les paillasses ou dans les bibliothéques, et souvent
en bonne compagnie, en vien! & rechercher sa propre définition.

De bulletin if m'en a pas le caractére strictement péricdique ou anecdotique ;
de technique il nWen a ni la structure, ni la fonclion, Cet ouvrage est bien
au-dela, le témoignage de félthique de notre entreprise ef annonce auvtant
ce gu'efle est que ce qu'elle fait. Nous imaginons que fa notion d’entreprise
trouve fa sa fondamenitale signification.

Nous participons 4 une action de sensibilisation des universitaires ef wes
industriels sur des connaissances expérimentales et sur des idées.

L’approche immédiate des problémes de la santé de I'homme pharmaceutique
ou le bien-&tre de 'homme cosmétique ne passe ni par la chimie, nf par la
physique, ni par la biologie, mais par I'appréciation cohérente et globale de
besoins non fragmentaires spécufatifs, industriels et commerciaux.

L'ouverture de nos recherches, iravaux ef applications, faite dans nos murs
at en dehors de nos murs, vers les aspecis isolés el particuliers aussi bien
gue vers fes éléments synthétiques et généraux de notre profession, débouche
sur une activité de service au premier sens du terme.

Ce Bulletin Technique exprime plus que notre souci, noire hesoin d'un
enseignement, une propagande des idées, une publicité des produits, une
relation publique des individus.

Noire Sociélé trouve paradoxalement sa spécialisation dans P'élargissement
de son éthique.

Que certains de nos lecteurs s'en soient déja apergus et en alent apprécié
la valeur, est pour nous une réponse a notre monologue.

© The Author.All rights reserved



a culture
es tissus végétaux

Extrait d’'une communication* de G. NETIEN et J. RAYNAUD
Laboratoire de Botanique et de Biologie cellulaire™”
Faculté de Médecine et de Pharmacie de Lyon

HABERLANDT, au début de ce siecle
{1902}, fut le premier & entrevoir ia possi-
hilité d’'une muttiplication cetiulaire hors
de f'organisme.

En 1907 le physiologiste américain HAR-
RiSON place un fragment de tube neural
de grenouilie dans une goutte de lymphe
coagulée et consiate 'apparition de fibres
nerveuses provenani de la croissance des
neurgnes ; puis Alexis CARREL obtient dés
1912 {a cultyre indéfinie de fibroblastes
de pouiet, grice a l'action de substances
Awil trouva dans le suc embryonnaire du
poulet et gu'il appela « trephones ».
MOLLIARD (1921} réussit un développe-
ment limité de racine de Radis dans un
milieu sucré, et aprés de nombreuses
tantatives en 1934 Ph. R. WHITE pouvait
annoncer qu'il cultivait une racine isoiée
de Tomate depuis 3 ans dans une solu-
tion minérale additionnée de saccharose
et d'extraii de levure. Au cours de cette
période cefte racine avait subi 160 repi-
quages, en une annee elie s'accroissait
de plus de 15.000 fois et produisait 35.400
ramificaiions.

* Présentén & Lourmarin fJournée de Aromati-
que), le 13 mai 1970 (voir page 91).

v |JE.R, des Sciences Fharmaceutiques, Lyon.
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Ge fut une grande découverte.

R.J. GAUTHERET ef L. NOBLECOURT
eurent l'idée de s'adresser 4 des tissus
méristématigues.

Ces deux chercheurs développent leurs
recherches avec la racine de carotte,
celle-ci présente un cambium facilement
repérable et finalement des tranches asep-
tiques cuitivées dans des milieux minéraux
{type sociution de Knop} contenant des
fraces de sels de cuivre, de nickel, de
manganése, de zinc, etc.... {solution oligo-
dynamique de Berthelol}, des exiraits de
levure, de la vitamine B1, de la cysieine
et enfin de I'acide i indolacétique, donnent
des proliférations cellutaires gqui, repl-
guées, perpetuent une souche constam-
ment entretenue depuis 1938,

A la méme date e physioiogiste américain
WHITE annongait qu'il cuitivait des iissus
d'un iabac hybride (M. glavca X N. Langs-
dorffii) ayant la propriéié de produire des
tumeurs sous 'influence d'un traumatisme
ibger.

A partir de cette époque, en France, les
premiers résuitats furent étendus a d'au-
tres vegétaux,




PRINDIPE DE PREPARATION DE LA CULTURE DES TISSUS
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PRINCIPES GENERALIK
DE LA CULTURE
DES TISSUS VEGETAUX

Le ptincipe repose sur la possibilité
d'iscler, par voie aseptique, une partie du
végétal, de travailler dans un milieu condi-
fionné et d'apporter les éléments néces-
saires & sa nutrition.

Acteptons d'envisager fa production d'une
cuiture indéfinie de racine de carotte.

Le prélevement s'effeciuera, aprés stérili-
sation de I'ensemble, dans la région cam-
biale, a4 'aide d'un scaipei préalablement
fiambé. Ces fragmenis soni placés en
tube 4 essais de gros calibre, contenant

un milieu nuiritit minéral, glucose et
gélosé, au prealable également stérilisé.
Qn constate aprés plusieurs jours, ¥appa-
sition d'un cal, plus ou mains volumineux,
chiorophyliien. Geci constitue la premiére
phase de FPopération. Aprés deux mois,
la prolifération peut s'arréter ayant épuisé
les réserves du milieu. B s'agit ensulie,
dans un deuxiéme temps, de procurer un
repiquage du cal, dans une autre série
de tubes a essais, en s'entourant de
toutes jes conditions d’asepsie nécessaire.

De mois en mois la culiure se développera
si- le milieu contlent tous les éléments
nécessaires a fa nutrition des ceflules.

La colonie devient pius homogéne et sa
croissance sera illimitée. L’obtention de
la souche est définitive et pourra servir
aux expériences de physiclogie végétaie.

MILIEUX DE CULTURE

Le mijiieu type renferme 5 catégories d'éléments : de Veau, des sels minéraux, une
source organique de carbone représentée par du saccharose et du glucose, des
subsiances de division et enfin de la gélose,

Voici une formule type utilisée

MURASHIGE - 8KOOG

KNG, B0 g/l
W N, 1440
MaB0, 7H.O 70
Call, oo 332
KMLPO, 136
MREO,, THO 14
AnGO,, THLD oL Cee gt
FBO e 45
WL o 0.8
(MH,) 8 MOO4HLO .. 0.18
CuSO,, 6H.O ..., 008

GHUCOBE . 2 s
EOTA (Sel de 80 mg/l Naj.
........... 15 My

Gélose Lo 5 Yo

Lalt os Soco

Nicofinamide .. ... ... 1 mgh
Ackde Panfothénigue 1 omgfi
Pyricloxing oo o 1
Thiaming ... 1
Firoflaving ... 0 o (1]
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Saccharose ou glucose

Eiémenis indispensablies de la culiure,
car fes tissus des planizs dans ces con-
ditions n’élaborent guére de chlorophylie,

On se place ainsi dans les conditions des
cultures bactériennes ou mycéliennes.

Suhstances de division

Ces subsiances agissent a {’état de iraces;
ce sont des catalyseurs bicchimigues.

Ce soni surtout les auxines naturelles et
en particulier l'acide fi indolacétique les
grands responsables de cette action.

Auires facteurs de division celuiaire

Les possibilités de croissance des tissus
végétaux se sont accrues lorsque les
chetcheurs oni découvert gque Vacide
B indolacétigue n'était pas la seule
substance capable d'enclencher la divi-
sion cellulaire. L’enttetien des souches fut
facilité en s’adressant a d’autres substan-
ces naturelles, dont Fétude est encore &
I'heure actuelle en pieine évoiution,



ASPECT MONPHOLOGIOGUE
DES CULTURES
DE TISSUS VEGETAUX

On obtient, au bout ds quelque iemps,
des colonies homeogenes qui s’arrondis-
sent de pius en plus &t prennent parfois
un aspect transhucide particulier aux diffé-
rentes espéces cultivées.

En coupe histologique, on constate alors
que les tissus néoformés sont générale-
ment constitués par des masses paren-
chymateuses au sein desquelles se diffé-
rencieni des formations cribowvasculaires
irés aberrantes dans 'aspect de nodules
ou d'anneaux.

il est trés possible de culliver des tissus
cancéreux, Apres inccujation a la racine
de Scorsonére d'une souche baciérienne
on obtient une tumeur gui peut &tre repi-
quée et développée dans les miliaux de
culture précédemment indiqués. Les condi-
tions expérimeniales de cette culture ont
&té précisées cas dernidres années {Mani-
gauit), On sait 4 I'heure actuelle que les
tissus cancérisés fabriquen! eux-mé&mes
leurs hormones de craissance et il ne de-
vient pas nécessaire de les mettre dans
las milieux nutritifs, L'aspect morphoiogi-

que de ces lissus tumorisés est un peu
différent des tissus normaux, on peut
d’'une fagon trés générale indiquer que
ces cultures se présentent transiucides,
souvent héiérogénes et souvent trés fria-
bles. L’'examen histologique de ces cultu-
res demontre d'énormes ceiluies, souvent
potynuctéées, dont {'architecture ressemble
assez bien & celle que nous connaissons
dans ie domaine des tumedrs animaies.

Il existe 3 types de cultures que Fon pré-
pare géneralement dans les laboratoires
s’intéressant & cetie question.

Tout d’abord ies cuitures de tissus nor-
maux dont les polarités et les besoins
nutritifs sont connus, ensuite les culiures
de tissus tumorisés obienus sur des plan-
tes cancéreuses a l'aide de moyens tech-
niques divers, enfin une troisidme catégo-
rie de tissus provenant généralement de
modifications culiurales obtenues au fur
et a mesure des différenis passages suc-
cessifs dans les milieux nutritits épuisant
la cuiture et la modifiant dans ses polari-
tés chimiques, c’est ce que {'on appelle
les culiures anergides, en particulier aux
substances de croissance et dont ies réac-
tions morphologiques, histologigues et bio-
chimiques sont trés différentes des tissus
normaux.

Culture de Conium maculatum L. &gée de 5 mois
(Formation d’embryocides}

=]
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LES APPLICATIONS
DE LA GULTURE
DES TISSUS VEGETAUX

La culture des tissus veégétaux a pefmis
de soulever un certain nombre de probié-
mes dans de nombreux domaines de ia
physinlogie végétale, alors que les tissus
animaux intéressaient plus spécialement
ceux de la ceillule proprement dite.

LA NUTRITION DES TISSUS

i est facile, dans un miliey conditionne,
sur un ensemble de cetiules homogenes
de faire varier les conditions expérimen-
iales et d'envisager alors {a croissance ou
Finhibition en fonction du poids de culture
obtenu dans un temps donné.

Il a donc été prépare des milieux de
culture dans lesquels toutes les substan-
ces minéraies gui paraissaient favorabies
a la multipiication des celiules furent ajou-
tées, puis en éliminant une a une ces
substances on a pu connaitre quelles
giaient ceiles indispensables a la nutrition
ceifulaire.

Le saccharose en particulier ainsi que le
giucose soni indispensabies & !a culiure
des tissus végétaux.

Certains tissus proliférent spontanément
sans la nécessité des auxines, d'autres au
contraire sont exclusifs & cette subsiance
de crojssance.

Une autre application qui iniéresse le
domaine pharmaceutique a é&té donnée

d'envisager la culture des tissus végétaux
comme un matériel biologique intéressant
Pactivitéd de différentes molécules utilisées
en pharmacie. Les antimitotiques, comme
fa colchicine ont été expérimentés, fes
radio-éléments g&galement, les antibioti-
ques dont Factivité est si importanie pour
notre probiéme ¢également. Toutes les
subsfances antagonistes et inhibitrices de
croissance ont {ait Yobjet de recherches.

En pathoiogie végétale, les méthodes de
cultures des tissus ont donné aussi d’in-
téressants résuitats, De nombreux agents
pathogénes des végeétaux qui appartien-
nent & la catégorie des parasites obligatci-
res ont éie cultivés en présence de la
plante hote. C'est ainsi que le mildiou de
la vigne a été cultive sur des cais produits
par des fragmenis de tige de vigne
cultivés in vitro.

On a pu de la méme maniére cultiver le
virus de ia mosaigue du tabac en se
servant comme support de cultures de
tissus de tabac ayani subi de nombreux
repiquages.

La connaissance des possibilités biochi-
migues des tissus tumoraux des plantes
commence A étre bien connue et fa dé-
couverte d'un acide aminé ncuveau, ia
lysopine, dans ie tissu tumoral du Scor-
sonére par LIORET, et les importanis tra-
vaux (Institut Pasteur, Pr. MANIGAULT)
nous laissent espérer que nous arriverons
& connaitre un jour, avec plus de detaiis,
fes substances interférant dans ce phéno-
mene pathologique.

The basic principle is fo isolate, by aseptic means, pari of the pfant,
to work in a carefully controllad environment, and fo provide it with
its nuiritional requirements.

Sampling Is carried out, after total sterilisation, in the cambial région,
by means of a flame sterilised scafpel. These fragmenis are placed

in a large diamster test fube containing a sterilised nuiritional solution consisting
of glucose, salls and agar agar. After several days, a chiorophyliian caliosity of
variable thickness Is noticed. Proliferation stops after two months when the
nutritional resources are exhausted. It is then necessary to prick ouf ihe
callosity. The tissue will develop from month to month it all the requirements
for cefiular nuirition are presenf. The culure will become muore homogensous
and its growih rate will dectease. The stock cobtained is final and can be used
for plant physiofogy experiments.

An application to pharmaceutics has been to consider the vegeiable fissue
cylture as a biological malerial concerned with the different compounds used
in pharmacology. Anti-mitosis agents such as colching, radioacfive iracers as
well as antibiofics which are so important for our problem, have been the
obfact of various research programmes. Tissue cufture fechniques have given
some useful results in plamt pathology studies, Many plant pathogenic agents,
belonging to the calegory of obligatory parasites, have been cultivated in the
presence of the pfant host

© The Author.All rights reserved
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Les tanins

Par H. POURRAT **

Professeur a la Faculté de Médecine et de Pharmacie
de Clermont-Ferrand

Cette définition n'a pas varié depuis ia découverie des tanins par le chimiste frangais
Proust qui les a étudiés a la suite de l'isolement par Seguin, en 1782, « d'un principe
tannant soluble dans I'eau et formant avec ia peau une combinaison qui cesse d'étre
soiuble ». Seule Forthagraphe de tanin s'esi modifiée car le mot s'écrivait alors avec
Z n. Chevreu! falsail déja remarquer qu'on rangeait dans ce groupe des substances
nettement différentes et a la fin du 19° sidcle, divers chimistes demandaient que le
terme générique de taning soit banni de la chimie et de ia physiclogie végétales et qu'il
soit réservé a la chimie technologigue d'ol it provenail. Aujourd’hui cette demande
devrait &tre nuancée car Fetude de leur constitution chimique a fait apparaitre guelques
points communs entre eux, outre leur nafure commune polyphenoligua.

Nous conformant & 'usage, nous parierons donc seulement das différents groupes de
polyphénols 4 proprigtés tannantes. Lorsqu’on parcourt les pubtications traitant de
'extraction des tanins, on est frappé par le fait que la solubilité ou Vinsolubilité dans
Peau servent souvent de critéres pour classer ces corps. Ceci est d0 au fait qu'il est
nécessaire pour avoir les propriétés tannantes, que le poids moléculaire soit au moins
de 500 environ ei que le corps solt soluble dans I'eas. Nous verrons que ce poids
moiéculaire de 500 est ohtenu par condensation de piusieurs motécules et que dans
ies planies ia polymérisation se continue, sous diverses influences, pour donner des
molécules insciubles dans Peau, donc qui ne sont plus des tanins si on se limite
stricterment a ia définition,

Le prabléme des précurseurs, c'est-a-dire la biogenése, et, celui de feur évolution dans
les plantes doivent étre abordés pour expliquer leur formation et leur structure. Cela
nous conduira 4 parier de divers corps volsins, qui, bien que ne possédant pas de
propriéiés tanantes, donnent la plupart des réactions des tanins. Précisons que les
corps se combinent aux protéines mais ne se lient pas au collagéne et par conséguent
ne tanneni pas.

* Caonférence prononcgée lors de la 1V¢ Semaine de Dermopharmacofegie, Lyon, 1970.

“* Nous tenons & remercisr Mme POURRAT, professeur agrégé, de Paide qu'elle nous a apporiee
pour ceito mige au point.
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Enfin sighalons que certains auteurs ont étendu 'appeliation tanin & tous les corps
qui se colorent en vert ou en noir, avec toutes les nuances intermediaires, par les sels
de fer. Nous ne souscrivons pas a cette definition frop élargie, et, en accord avec de
nomhreux chimistes et biologistes, nous classerons ces corps dans le groupe mal
défini des « tannoides », Certains d'entre eux peuvent se scinder en libérant des
tanins et c’est a ce litre qu'ils peuvent rentrer dans le cadre de notre sujeti,

Depuls langtemps la classification chimique des ianins est baseée sur leur division
en deux grands groupes :

|, Tanins hydrolysahles,
[1. Tanins condensés.

En Il'absence d'une classification plus précise, c’est celle-ci que nous adopterons.

- TAMING HYDROLYSABLES

lis soni ehcore appelés tanins gyrogalliques car par fusion alcaline ils dornent du
pyrogallol.

“ Q}“?

Leur hydrolyse peut étre faite en milieu acide, en milieu alcalin, ou par voie enzyma-
tique par la tannase extraite en particulisr de Sterigmatocystis nigra Van Tieghem.
Cette faculté d’étre hydrolysés se comprend lorsque Yoh sait que ces tanins sont des
asters de sucres et d'acides-phénois ou de dérivés d'acides-phénols. Dans ceriaines
moiécules, les liajsons sucres-acides-phéneis sont particulidrement fragiles et cela
expligue jes possibilités d'hydrolyse fors de Pextraction. Nous reviendrons sur les
conséquences imporiantes découiant de cette propriété gquand nous parlerons de
Fisolement des fanins.

Par hydrolyse its donnent donc des sucres et soit uhiguement de l'acide gallique, soit

de V'acide gailique et de I'acide ellagique et des dérivés de cet acide. La présence
de sucres dans ieur molécule a été montré par Fischer vers 1918,

acide galligus acide eHagigues

Ces tanins scnt les plus nombreux. Notons que le terme d'acide est impropre, l‘gc%de
eltagique ne possédant pas de carboxyle, mais une fonction lactone. On peut scinder
Jes tanins pyrogalligues en dsux sous-groupes:

— Les tanins galliques ou gallotanins,

— Les tanins eliagiques ou ellagitanins,

am
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% Tanins golligues. Ce sont des esters du giucose ou d'un polysaccharide et de l'acide
gailique ou de l'acide m-digallique ou d’acides polygalliques.

O

agide m-digailique

Les fonctions carboxyliques libres estérifient les OH des sucres.

Le pius connu parmi ces tanins est le tanin de la noix de galie qui, sous fes noms
de tanin officinal, d’acide tannique et d'acide galiotannique, est inscrit a ta Pharma-
copée Frangaise. L'emploi de |'éther pour sa préparation [ui a fait g¢gatement donner
le nom de fanin & I'éther. Comme tous les tanins, 1l ne s'agit pas d’un produit pur
mais d’'un mélange d'esters galliques du giucose dont le nombre de molécuies d‘acide
gallique estérifiant le glucose varierait de 2 &4 5 ou de 4 & 10. D'aprés le Codex, le
pentagalloylglucose serait le plus abondant. Environ 30 % d'acide galtique, m-digallique
ot trigallique Hbres existent dans ce produil, ces acides n'étant pas des tanins
proprement dits. Il est significatif de constater gue le tanin le plus classique est un
melange aussi complexe ef qu'il n'est méme pas constitué exclusivement par des tanins.

# Taning oflagigques. leur structure a surfout éte etudiée & partir des coips obtenus
par hydrolyse acide. Or tous les auteurs sont d’accord pour reconnaiire que lors ds
Yhydrolyse acide, il se produit des ruptures de ceriaines liaisons qui se reforment
selon un autre schema. On ne peut donc affirmer que les corps isolés existaient sous
cette forme dans les molécules natureiles.

A caié de Pacide ellagique on a isolé, entre autres, de Yacide deéhydrogalliqgue qui
posséde deux carboxyles,

mw O

ot OH OF oM

et i1a dilactone de l'acide valonéaigue, acide possédant un OH de plus gue I'acide
galligue, denc un hydroxygallique,

/ o L — [ (‘},// \\ { J
[ ' L O
h C>§:i\\“

'
OH

Dans ce sous-groupe on a également des molécules d'acides estérifiant les OH d’une
ou plusieurs molécules d’oses,

13
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- TAMING CONDENSES

ils sont plus couramment connus sous e terme de tanins catéchiques qui est d’ailieurs
impropre car certains ne possédent pas dans leur matécule 'enchainement du catéchoi,

¢ [Mrivés oy oaldchol (flavanols-3). Efudions d'abord la structure des plus ancienne-
meni connus qui sont constitués par plusieurs molécuies de catéchol.

Le catéchol, appelé souvent improprement catéchine, posséde la structure flavanol-3,

(SRS

= |
Sa maoaiecule comporie
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e phioroglucinai

Nous voyons gue sa moleécule comporte deux carbones asymeétriques 2 et 3, et gqu#
existe donc 4 isoméres optigues : catéchine (). catéchine {—j}, épicatechine (+] et
épicatéchine {~-}.
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On connaft également fes deux racémigues cotrespondants ()} catéchine et (&)
épicatéchine.

Les formes (+) catéchine et (—) épicatéchine semblent étre les plus fréguentes dans
fa nature.

La structure électronigue a fait I'objet d’un certain nombre de travaux récents,

o Derives des leuconanthooyanidines (flavanediols 3-4). Une partie importante des
tanins condensés est formée par oxydation d’hydroxycatéchol ou de dérives de ce
corps. L'hydroxycatéchol est un flavanediol 3-4; il fait partie du groupe trés important
des leucoanthocyanidines souvent désigne sous le nom de leucoanthecyanes.

C'est Rosenheim qui, vers 1920, les decouvril.

Cette appeliation est unanimement reconnue comme impropre. En effet, il est d'usage
de réserver le terme de leucodérivé a des corps Incolores qui, par oxydation, donnent
un saul groupe de dérivés colorés,

Or les leucoanthocyanidines, selon les conditions d'oxydation, peuvent danner des
anthocyanes ou des tanins.

fl existerait d’autres types de liaisons : 4-6, 4-7, 4-B, 3-7.

Dans la naiure, c'est le mécanisme 2 gui existerait seul et Baie-Smith et Swain ont
écrit que « ia parenté unissant les leucoanthocyanidines aux anthocyanes, du point
de vue de la physiclogie végétale, serait tout a fait accidentelle ». Masqueller a
d’aftieurs proposé que ie mot de leucoanthocyane soit remplacé par celui de leucoian-
noide, appeliation pius contarme & la biogenése. Pour les tanins formés a partir des
teucoanthocyanidines on a proposé de les désigner par le nom général de « flavolanes ».

Les leucoanthocyanidines sont trds répandues dans les plantes et la structure de
nombre d'entre eux a été élucidée.

lis se distinguent entre eux par le nombre et ia position des hydroxyles mgthylés. Le
pius répandu semble étre ia leucocyanidine gui ne se différencie du catéchol que par
la présence d’un hydroxyte en 4. Ces corps possident trois carbones assymetrigues
en 2, 3 et 4, pour chacun # peut donc exister huit isoméres optigues.

# Bilavancs. I y a une dizaine d’années on a isolé des diméres formés par {union
d'une meoiécule de flavanal-3 (catéchine) et une motécule d'un flavanediol 3-4 en
particulier de leucocyanidine. Le carbone 4 de la leucoanthocyanidine est reiié au
carbone B du catéchol, I'hydroxyle en 4 permettant seul cette déshydratation et le
catéchol ne possédant pas d’hydroxyle en 4 il est évident que ia polymérisation s'arréte
au dimére. Cependant ces diméres ayant un poids moléculaire supérieur & 500 et
étant hydrosolubies, pessédent certaines propriétés des tanins, Bien qu'ils semblent
peu abondants il était normal de les citer dans le cadre de cet exposé.

Nous disions au début de cet exposé que i'étude de la constitution chimique des tanins
a fait apparaitre quelques points communs de siructure et la distinction entre tanins
galliques et tanins condensés n'est plus aussi nette.
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Longtemps {a seuie présence
d’'acide gallique dans les pro-
duits obtenus par décomposition
d’un tanin permettait de le clas-
ser avec certitude dans les ta-
nins galligues. la découverte,
ces dernigres années, de deux
esters gailliques de catéchol
montre gue fes tanins catéchi-
ques peuvent subir une hydro-
lyse partiellie en Hbéarapt de
{"acide galligue.

Mécanisme de polymérisation

La structure des tanins condensés est beaucoup moins connue gue celle des tanins
galfigues. On sg'éiait apercu depuis longtemps que leur polymérisation se continualt
pour donner des corps insclubies dans Feau auxquels on avait donné le nom de
phiobaphénes. Cn salt aujourd’hui gue ces corps ont un poids moléculaire supérieur
& 2000, parfcis de piusieurs milHers. Ils se forment spontanément pendant la conser-
vation de differentes préparations renfermant des tanins condensés, par exempie dans
fe vin, et jouent un rble impertant dans le vieillissement de coes préparations. Cas
phiobaphénes, insolubles dans Feau, ne sont plus des tanins.

Les études de fractionnement des tanins condensés, dans le but de préciser leur
structure, ont dont porté sur des fractions d’'un polds moléculaire compris entre 500
et 2000. La chromatographie a éié particulisrement utilisée. Nous ne rapporierons
pas ici ces essais qui ont donné dans 'ensemble des résuliais assez décevanis mails
qui permetient d'identifier les monomeéres et d'évaluer le degré de polymérisation,

Nous dirons que pratiquement ifous les adsorbants connus ont &td utilisés : aiumine,
sephadex, celiulose, polyamide, etc. L'extraction sélective & différents pH, methode
de Craig {pariage a conire-courant) par des mélanges de solvanis a fait également
I'abjet de iravaux, qui n'ont guére apporté do résultats intéressanis.

EXTRACTION DES TANINSG

Nous avons vu gue I'étude de la structure des tanins a abouti 4 des résultals appré-
ciables, nous verrons gue 'on s'intéresse beaucoup & leur biogenése mais ies méthodes
d'isalement sont encore trés empirigues et aucune n’a jamais permis Fisolement en
quaniité notahle d’une substance définie. Il en est souvent ainsi en chimie végéiale
peut-éire parce gue les mises au point de méthodes d'isolement des divers consti-
tuants des plantes sont considérées par beaucoup de chercheurs modernes comme
mgins nobies que {‘étude de leur structure ou de lour biogénése ef sans doute aussi
parce gu'eiles demandent une participation personneile importante exciuant Yempioi
d'un appareillage physique automatique. 1 est pourtant indispensable que la structure
soit faite sur les vrais constituants des végétaux et non sur des artéfacts formeés
jors de Pextraction.

Les différents procédés d'extraction des tanins sont basés sur leurs solubilités dans
I'eau et dans divers solvants et sur certaines de leurs propriéiés chimigues découfant
de leur nature polyphénaiique. It est importani de souligner guun méme procédé
peut servir indifféremment & Pextraction de tanins condensés ou de tanins hydroly-
sables, ceci est normal puisquiis sont les uns et les autres hydrosolubles et poly-
phéncliques. Nous ne parlerons pas de I'extraction des phiobaphénes basée le plus
souvent sur la solubilité de leurs formes moyennemenf condensés dans ies aicools
supérieurs,

La polymérisation des tanins résulte de leur oxydation. Celle-ci peut étre le fait d’une
réaction chimigue ciassique ou étre due & Faclion d'enzymes, les oxydases, particu-
lisrement répandues dans le régne veégetal,

Les tanins posseédant une structure glucosidique pesuveni également subir i’actiqn des
glycosidases. Suivant la nature des sucres qu’ils renferment et selon les glycosidases

10
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présentes il peut en résulter la formation d'hétérosides plus simples {hétérosides
secondaires) ou le détachement de tous les sucres conduisant aux agiycones ou
génines.

De ceci il résulte que ces malécules éiant fe plus souvent irés fragiles il serait indis-
pensable d’opérer sur du matériel frais ou stabilisé et de conduire 'extraction en
gvitant toute oxydation. L'emploi de pilantes séchées sans precaution spéciale doit
Bire réserve aux rares exemples ol if a &té prouvé gue la struciure des lanins n'a
pas été modifiée lors du séchage, un séchage rapide ne suffit pas le plus souvent
pour conserver ies tanins intacts.

DEFFERENTS PROCEDES DPEXTRACTION

@ Gougelation - Lyophllisation. La congélation permet la consetvation de matériel
frais, sans altération, & condition qu'efle ait éié bien condulte. Divers auteurs préco-
nisent une congélation & — 20° Ceite temperature est irés souvent insuffisante. Les
nombreuses études effeciudes sur les plantes alimentaires oni suffisamment montré
que seul up abaissement rapide de la température permettait une bonne conservation.

On utilise classiquement aujourd’hui des congélateurs ef des fours tunnels permettant
d*atteindre des tempérafures de —80° a — 100° et méme, pour les organes fragiles,
on refroidit par sspersion d'azote liguide. Au laboratoire, pour [a conservation des
planies renfermant des corps polyphénoliques, nous les congelons entre —80° et
— 100°, D'autre part if est indispensabie d’obtenir le plus rapidement possibie fa tempe-
rature de congélation du suc infracellulaire. Ceite temperature de congélation est
toujours inférieure a 0% en raison des substances dissouies dans le suc. Elle varie de
—0°5 pour certains organes peu riches en substances de réserve, & — 7° pour ceux

renfermant une proportion élevée de lipides. En pratique, ii est nécessaire que la
température soit considérablement plus basse pour chtenir la congéiation, En effet,
au fur et & mesure de ia solidification des liquides, i} se produit un enrichissement

des fractions restant Hquides en produits dissous, ce gui abalsse leur point der congé-
lation. En moyenng & - 30", 5 & 10 % du suc celiulaire n'est pas congelé.

Mous utilisons un congélateur qui naous permet de congeler selon le diagramme
suivant :

Température

)

P

ternps en heure
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Dans ces conditions les réactions enzymatiques soni pratiguement négiigeables,

Lars de la deécongséiation {es enzymes retrouvent leur activité ef ies altérations des
tissus dues & des congélations insufiisamment rapides {rupiure des parois celiulaires
par de gros cristaux de glace} augmentent leur vitesse d’action. Dans les conditions
les plus favorables on se retrouve presque dans le cas ol 'on dispose d'un maiériel
frais. Toutefois, 'eau formée par fusion est liee moins fortement aux parois cellulaires
gue dans le produit frais. Ce phénoméne est bien connu, c’est lul gui est responsable
de la formation de jus lors de la décongélation de fruits ou de graines (fraises.
petits pois, etc.).

Nous avons utilisé ce changement physigue de structure ceilulaire pour 'extraction de
substances fragiles et en particulier des tanins. Si on soumet le matérie! congelé
a4 un brayage, il est possible de le presser et d'obienir un suc cellulaire dont la
tempéraiure est seulement légérement supérieure a ia température de fusion. Dans
ces conditions les actions enzymatiques sont pratiguement négiigeables. Ce jus est
aussitdt cangelé et soumis 4 la lyophilisation et donne un résidu dans fequet les tanins
ne doivent avoir subi que trés peu de modifications. La séparation des t{anins des
auires corps les accompagnant pose des problémes variés suivant la nature de ces
substances, Disons simplement qu'il est irés souveni préférable d’éliminer d'abord
fes subsiances étrangéres que d'extraire les fanins.

Ce procédé d'extraction utilise Feau du végétai comme solvant d'extraction. 1 est
d’ailleurs facile, dans fes cas o0 la {eneur en eau serait insuffisante pour dissoudre
les tanins, d’hydrater le materiel par immearsion préalable dans Peau et méme de
I'hydrater aprés passage & la presse ef de recammencer 'operation. Son inconveénient
réside principaiement dans le colt de ['opération mais i peut étre uiilisé pour
Pobtenticn de guantités relativement faibles comme c’est e cas pour Pemploi en
thérapeutigue.

© Siabilisation. Pour éliminer les possibilités de réactions enzymatiques, il est classigue
de procéder & une stabilisation aprés la récolte dans un délai qui varie de guelques
heures pour les organes trés fragiies (ex.: fleurs} a quelgues jours dans les cas o
'on traite des organes particuliérement riches en tissus lignifiés,

Les méthodes de stabilisation les plus couramment utilisées sont baseées sur le traite-
ment par des vapeurs de solvant, presque toujours eau ou éthanct (procédés Bour-
guelot et Perrot-Goris). Elles donneni des résultats 4 peu prés acceptables lorsguon
opére sur des organes fragiles &t de faible épalsseur, mais ne conviennenlt pas pour
ceux dont le diamétre atteint quelques millim&tres surtout si un épiderme ou un suber
épais jouent le rdle d'ispiant. Nous savons, en effet, qu'il est indispensable gue ia
montée en température soit suffisamment rapide pour que le temps ds séjour aux
températures optima d’action des enzymes scit aussi réduit gue possible, Pay
exemple ; il est admis, aujourd’hui, que la composition chimigue de la racine de
Valériane stabilisée par les vapeurs d'alcool se rapproche beaucoup plus de cetle
de la Valériane séche que de ceile de la Valériane fraiche.

Pour obtenir une montde rapide et homogdéne de température, on a proposé d'auires
procédés, en particulier, les traitements par les I.R. ou par les courants hyper-fraquen-
tiels. Le pouvoir pénetrani des LR, est insuffisant et on provoque irés souvent une
altération des couches cellulaires externes, particutiérement riches en tanins, par
suite d'une trop grande élévation de temperature.

L'empioi des courants hyperfréquentiels n'avait fail, jusqu'a ces derniéres années,
I'objet que de peu de travaux. Cela était surtout di aux difficultés de construction
de I'appareillage se iraduisant par un colt élevé st un fonctionnement delicat et
irrégulier. L'introduction de ce mode de chauffage dans l'industrie et la cuisine {fours
dans les grands restaurants) nous a permis de reconsidérer le probléme de: son
emploi pour la stabilisation. Rappeions briévement gue la supériorité du chauffage
hyper-fréquentiel sur les modes de chauffage conventionnels réside dans les fails
que seule 'eau confenue dans i'crgane s'échauffe, et gue les parois celiulaires ne
génant pas lsur pénetration en profondsur. Par voie de canséquence 'éiévation de
température est extrémement rapide, de l'ordre de la minute pour 80°, et jdentigue a
tous ies niveaux de Vorgane % 2 & 80°. Nous fondons beaucoup d’espoir sur ce mode
de stabifisation gue nous étudions au laboratoire.

an
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EXTRAGCTION PAR BOLYANTS

@ Eau. Il est évident gue ie premier soivant utilisé pour I'extraction des tanins a éte
{'eau et on 'empicie encore assez souvent aujourd’hui. Elfe a 'avantage de permetire
Iextraction de la totalité des tanins conienus dans un végétal. Cependant son emplo
présente de nombreux inconvénients, D’abord il est difficiiement possible de ['utiliser
dans les appareils classiques d'extraction par solvant & ['état de vapeur, en raison des
anomalies de sa viscosité. On est donc obiigé d'opérer par percolation, par infusion
ou par décoction, ce qui oblige, malgré la grande hydro-soiublilité des tanins, a uftiliser
des quantiiés importanies de solvant. En moyenne, il esf nécessaire d’employer une
quantité d'eau correspondant a 20 fois le poids de drogue séche pour ies extractions
effectuées par infusfon et décoction et plus du doubie lorsgu'on empicie la perco-
Jation (les appareils d’extraction classiques demandent 3 & 5 fois le poids de solvant).

Ensuite les réactions d'oxydation et d'hydrolyse se produisent patticuliérement rapi-
dement en miieu agueux, surtout & chaud, et le volume de solution extractive, rendant
la concentration longue, facilite également ces réactions. Enfin, I'eau n'est pas un
solvant sélectif, et en plus des tanins, elle extrait de ncmbreux autres constituants
organiques au minéraux.

® Holvanis hydroxyhés, 1l est le plus souvent préférable d’uiiliser des solvants hydroxylés
au iieu de I'eau. Deux alcools sont trés couramment employés, I'éthanol et le méthanal,

La sofubilité des tanins dans le méthanol est en général suffisamment grande pour
gu’on puisse l'utiliser pur, mais a I'éthanol absolu ou & 95° on doit souvent substituer
jes alcoois dilués & 90° ou méme 80°.

On a signalé quelgues exempies d'extraction par l'acétone qui, grice & sa forme
énolique peut &ire considérée comme un soivant hydroxylé.

Ces solvanis peuvent &ire uillisés dans des appareils d'exiraction classigues et la
concentration des soiutions exiractives ne pose pas de problémes.

Larsqu'on emploie des alcools purs pour Pextraction des tanins, il se produit souvent
ce gu'on a appelé une anomalien d'extraction. En effet, différents auteurs ont signaié
gu'il n'était souvent pas possible d'exiraire la totalité des tanins présenis dans une
plante maigré leur solubilité dans l'alcool utilisé et ils donnent Pexplcation suivanie
pour ce phénoméne, Selon leur siruciure et leur degré de polymérisation les tanins
seraient pius ou moins fixés aux polysaccharides et aux protéines présenis dans les
membranes cellulaires et l'intervention de Peau serait nécessaire pour rompre ces
liaisans hydrogéne. Ces liaisons sont d'autant pius difficiles a rompre que les tanins
sont plus polymeérisés. Nous sommes tou} a fait d'accord avec cette explication, mais
nous nous refusons a considérer gu’il s’agit d’'une anomalie. En effet, de nombreux
corps sont liés aux membranes cellulaires et dans la majoriié des exiractions utilisant
les alcools nous avons constaié que l'addition d’'une quantité variable d’eau facilifait
I'exiraction. Nous avons méme constaté ce phénoméne dans des cas d'exiraction de
saponines qui sont pourtant des tensio-actis. I est d'ailleurs souveni préférable
d’humidifier la poudre avant de proceder a Pexiraction par un alcool fort plutét que
d'opérer avec un alcool diiué, ia désadsorption s’effeciuant beaucoup mieux ainsi.

@ Auires soleants, Divers autres solvants ont éié essayés pour Pexiraction des fanins
dont acétate d'sthyie pour les tanins de nature glucosidique. Ces solvants permettent
seuiement d'obienir une partie, genéralement faible, des tanins totaux. Ceite affirma-
tion pourrait sembier curieuse a ceux qui penseraient au tanin officinal appelé aussi
tanin & P'éther. Le début de !a nomenclaiure qui lui est consacrée 4 ia Pharmacopée
Frangaise indigue que : « Le tanin est reliré de la noix de galle d'Alep a {'aide
d'ather contenani a la fois de l'eau et de lalcool... ». De cette phrase irés ambigué
il semblerait découler que I'éther joue: le réle d'un des solvanis d'exiraction. Mais si
an consulte un peu pius loin le paragraphe « Caractéres » on lit dans ies solubiiités
gue ce tanin est insoluble dans P'éther, Je pense gue mes collegues de la sous-
commission de Galenigue voni soumetire cette nomenclature a une nouvelle rédaction
lors de {a révision en cours de la Pharmacopée.
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ESSAIS DE FRACTIONMEMENT

Dans une piante les tanins ne sont jamals représentés par un seul corps d'un peids
moléculaire bien défini, mais par un mélange plus ou moins complexe de molécuies.
f{Is sont toujours accompagnés des monomérss dont ils proviennent, phénols divers,
acide gallique, catéchol ou leucoanthocyanidines et dans le cas des ianins condensés
par les polyméres. Si les phiobaphénes sont facilement séparables des tanins en raison
de leurs différences de solubilité, it n'en est pas de méme des monomeres, La sépa-
ration des différenies fractions est compliquée par le fait que tout fraitement risque
de provoguer des changemenis de structure et de poids moléculaire. On voit donc
gue le probléme n'est pas simpie et c'est pourquoi i na jamais été résolu de maniere
satisfaisanie. On a en particuiier utilisé les différences de solubiliié dans les melanges
de scivanis, eau-alcool, eau-acéione, alcool-acetone, alcool-éther. On a naturellement
fait intervenir les diverses chramatographies, mais leur coli élevé les réserve & Yiso-
lement des petites quantités necessaires & 'etude des structures chimiques.

Ces tentatives de fractionnement sont encore compliquées dans les nombreux cas
ol tanins condensés et tanins hydrolysables existent & ia fois dans une pianie. Il est
alors nécessaire de séparer quantitativement les tanins des deux groupes, ce qui nous
conduit a parler maintenant des méthades de dosage.

i existe de nombreuses méthodes de dosage des tanins mais elles ne permetient
que rarement de doser séparément les deux types de tanins. Un groupe de méthodes
basées sur I'oxydation des hydroxyles phénoliqgues ou sur ia mesure au spectropho-
iometre de coloration obtenues grace aux OH phénoligues ne peut &tre utilisé gu’en
'mbsence d’autres corps phénoligues et les résultais sont donc toujcurs entaches
de Yerreur due & la présence des monomeres.

# Taning catdéchinues. Une seule méthode permet une bonne séparation des fanins
catéchiques, eile est basée sur la réaction de Stiasny décrite ¥ y a plus de cinquante
ans, Celte réaction dite du formol chiorhydrique consiste & chauffer upe solution
de tanin avec du formo) chiorhydrique, ce qui entraine fa précipitation des seuls tanins
catéchiques. Il se produit la pelymérisation classique des phénols grdce au formol,
réaction qui est & la base de la préparation des bakeiites.

Le remplacement du formol chlorhydrique par la vanilline chiorhydrigue ou suEfuriq,ue
donne des produits colorés qui permetient le repérage sur un chromatogramme papier
cu plaque ou qui peuvent servir & un dosage spectrophotoméirique.

On voit d'aprés ce mécanisme gue la vanilline réagit sur le noyau du phloroglucinol.
Par voie oe conséquence, elle réagit d'autant moins que le tapin est plus condensé,
ce qui rend souvent les résuftats du dosage discutables.
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TANING CATECHIQUES ET GALLIQUES

#) Mathodes par précipiiation. Voyons maintenant les principales méthodes de dosage
s'appliquant & tous ies taning, Afin de séparer les fanins des aulres corps pouvani
tausser fe dosage, on a proposé depuis longtemps de les précipiter par divers sels
de métaux iourds et en particulier par les acétates de Pb, surtoui l'acétate neutre.
Le précipité formé est recueilll, lavé et décomposg par H.S. On utilise également
i'acétaie de Zn & !a place de 'acétate de Pb, Ces réactifs ne donnent pas de bons
résultats mais queiquefois ils sont utifisés pour éliminer fes tanins génant l'exiraction
d'auires corps.

Mais il existe une méthode de dosage par précipitation qui est largement utiiisée,
c’est {a méthode & la poudre de peau (shake method). Elle utilise la propriété qu’ont
les tanins de se fixer sur ies collagénes. On agite une solution de tanin avec de la
poudre de peau chromée standard, préparée par FAssociation Frangaise des Chimistes
du Cuir, on filtre et on détermine !'extrail sec de la solution. La différence enira
le —— %, d'exirait sec dosé avant 'addition de poudre de peau donne la guantité de
tanins. Cette méthode a linconvénient d'exiger des conditions rigoureusement iden-
tfiques pour étre reproduciible, mais elle a été adoptée par ¥Association internationale
des Industries du Cuir et la Pharmacopée Helvétigue, et elle a requ récemment un
accueil favorable & la sous-commission de Matiére Médicale de ta Pharmacopge en
vue de son inscription a la Pharmacopée Européenne.

On a proposé également de doser le précipité formé avec la poudre de peau.

by Méthodes volumstriques. Les méthodes de dosages voluméiriques sont basées sur
foxydation des tanins par le permanganate de potassium, l'iode ou le bichromate de
potassium, I'oxydation permanganique étant le plus souvent choisie. Elies présentent
Fintérét d'indiquer le nombre moyen d’hydroxyles phénoliques Hbres présents dans
les molécuies. On leur reproche un virage du réactif difficile & saisir, brun ou rose
avec MnQ.K, on opére d'ailleurs souveni en présence de carmin d’'indigo pour mieux
saisir le virage.

¢} Méthodes coloriméirigues. Les phénols, et surtout les polyphénols, donnant des
colorations intenses avec de nombreux métaux, on a cheisi ceux qui donnaient les
résultats ies plus reproductibles. La plus utilisée est la méthode de Lang qui utilise
la coloration bleue, donnée par le réactif phosphotungstigue de Folin-Denis, dont
fintensité est mesurée & 730-760 nm. C'est la méthode qui a é&i& reienue par ia
Pharmacopée Allemande de 1964 (D.A.B.7).

On exprime parfcis le resultaf en acide tannique ou en pyrogaliol en comparant la
densité optique obtenue a celle donnée dans les mémes gonditions par ces phénols.
Si on effectue un nouveau dosage des phénols restant en solution aprés élimination
des tanins par la methede a la poudre de peau, la différence des deux d, donne ia
feneur en tanins vrais de la sclution.

BIOSYNTHESE DES TANINS

Les tanins se rencontrent dans ies planies appartenant & toutes les familles des Phané-
rogames, maks aussi chez les Cryptogames vasculaires. Cette distribution aussi vaste
a touiours attiré l'attention des chercheurs s’intéressant au métabolisme des plantes
et plus récemmeni celle des biochimisies s'occupant des problémes de biosynihése,
Les tanins étant avani fout des phénols, il est normal d'exposer d'abord ie mécanisme
de formation des cycles phénotiques.

La formation des cycles A et B peut se faire par deux mécanismes différents, exami-
nons ces deux types de biosynthése.

2 CQycle B et cycle des lanins galliques. Ce cycle B des tanins condensés peut com-
porter 3 substituants en 3, 4 et & dans les tanins condensés, figurant alors le pyro-
gallel ou Facide gallique ou seulement 2 substituants en 3 et 4 correspondant a 'acide
protocatéchigue.

Davis, en 1955, a démontré gue la formation de compasés aromatiques pouvait se fabre
par lintermediaire de l'acide shikimique & partir du glucose: et de t'acide phospho-
énol-pyruvique, en étudiant les produits du métabolisme d’une culture d’Escherichia colk
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C OO0 Des analyses effecuées au cours de la
| végétation ont confirmé ces différentes

L études. L’étude de ce méiabolisme est
Y |"' | plus difficile chez les plantes sSupé-
O ; ) | rieures, mais it est certain que cetie
P i vale représente le principal mode d’ac-
i . T cumulation des phénols dans lss

oH 3 plantes.

acide shikimique acide
déhydroschikimique

acide gailique
GO0

acide protocatéchique

Donovan oni confirmé gue !es noyaux
aromatiques pouvaient se former a
partir d'unités acétate, grdce au co-
enzyme A, par des réactions de réduc-
fion ei d'acylation et par des énalisa-
tions,

® Cyele A, C’est en 1953 gue Birch et C---F”!

On comprend aisément jes paossibilités de soudure de ce cycle avec des homologues
supérieurs des acides galliqgues ou catéchiques. :

Cetie condensation peut donner non seufemeni des tanins mais des flavones, des
anthocyanes et des leucoanthocyanidines. Or, on a vu que les leucoanthocyanidines
fournissaient par oxydation des tanins catéchiques. Cette oxydation se fait non seule-
ment pendant ia vie du végétal mais aprés sa mort et méme aprés extraction des
leucoanthocyanidines. On est s(r que les leucoanthocyanidines du vin se polymérisent
au cours du vieiliissement pour donner d’abord des ianins catéchiques, puis des phio-
baphénes insolubles, Egalement au cours de ia maturation du raisin, la teneur en
tanins augmente grice a cette transformation.

% Wiarguage. Pour dtudier ces biosynthdses, on a eu recouri, ces derniéres annees,
aux éiéments marqués. Pour mettre en évidence la synthése du noyau A par funion
de 3 molécules d'acide acétique, on a fourni aux plantes de l'acélate marque au
carbone 14. Aécemment, Dainclart a arrosé des pieds de Muscat de Hambourg, en
juillet, avec de P'acétate de sodium marqué. Aprés vinification, il a mis en évidence
des leucoanthocyanes marqués sur le noyau A.

Enfin ¥acide gallique peut se
former au cours de la vegeéta-
#Hon ou lors de la conservation
d'une plante par catabolisme,
Les anthocyanes possédant 3 CH
en 3, 4, 5 {Delphinidel) peuvent
se couper et s'oxyder et donner
de l'acide gallique,

Ay
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Cette réaction est fapide dans les cas ol elle s'adresse & des génines ou méme a
des monogiucosides, fes diglucosides é&tant beaucoup plus stables.

GCela’'nous améne a dire que flavones, anthocyanes et tanins existent souvent sous
forme glucosidique plus stable. Le mode de fixation de ces sucres est encore mal
connu mais ces composés représentent certainement fes formes actives au point de
vue thérapeutique, {§ suffit de voir le succeés de ces medicaments. C'est laur stabilite
qui nous conduit & mettre au point, & partir des myrtilles, la seule méthode indus-
trielle de préparation des giucosides d'anthocyanes.

REPARTITION - PROPRIETES

Les glucosides de tanins peuvent exisier dans fes plantes sous forme de complexes,
Perrot et Gorls ont jes premiers moniré fa présence dans la Kola fraiche des complexes
avec la caféine ef on a reirouvé les associations de ce type avec divers alcaloides.
Lemesle a signalé I'existence de la combinaison tanin-muciiage. Plus recemment, nous
avons isoié avec Mme Pourral, de plusicurs Rosacees (Fraisier, Pimpreneile et Eglan-
fler}, des complexes tanin-triterpénes et des tanins catechiques.

Farier des plantes & tanin nous conduiraif a une fongue énumération. Les tanins,
méme ceux d'un méme groupe, peuvent avoir des propriétés pharmacodynamiques
trés différentes. 1l est classique d’écrire que les tanins possedent des propriétés anti-
septiques, comme les complexes tanins-triterpénes, antidiarrhéiques, astringents, qu’ils
inhibent les enzymes, agglutinent tes hématies et gu'ils sont utilisés en dermatologie.

Mais & partir de plantes d'intérét thérapeutique trés inégal, on a isolé les mémes
fragments de molécuies qui ne possédent pas Pactivité de la drogue et on en conciut
un peu hativement que I'emploi de la planie (Kinkeliba, Salicaire, Ratanhia..) n’efait
pas justifiée. Cette constatation peut d'aillours s'appliguer dans de nombreux cas ol
ies tanins ne sont pas en ied,

Traiter dans un seul exposé une question aussi vaste que les tanins impliquait la
nécessité de faire un choix. A coté de poinis imporiants qu'il n'était pas pessibie de
négiHger, nous nous sommes surfout attachés & montrer les immenses possibilités
de recherches dans ce domaine, Les procédés d’exiraction, de séparation et de con-
servation n‘ont guére fait de progrés depuis plusieurs deécades et relevent toujours
d'un empirisme archaique. Pour les tanins, pius peut-éire gue pour tout autre groupe
de corps Hrées du régne végétal, Ia chimie vegétale doil permeitre la découveris de
nauveaux médicaments.

4% The chemistry of tannins and their biogenesis has made inconfestable
progress ; there are however many jmportant poinis which are
unknown, | only need as proof the definition admitted by all workers
in this Heid : phenotfic hydrosoluble substances having tanning pro-
. W perties in comman.

it is classical to stale that tannins have antisepiic properfies as the tannin-
triterpene complexes, are anti-diarrhea agents, are asiringenis, inhibit enzyme
activity, agglutinate red biood corpuscules and are used in dermatology.

But from plants with very unequal therapeutic values, the same molecular frag-
menis have been isolated which have none of the activity the drug had, and it
has been concluded rather hastily that the use of the plant (Kinkeliba, Looses-
trifo, Ratany...j has been unjusiffied. This could however beo said {fo apply in
cases where tannins do not have a role.

We have above all tried fo show the immense research possibilities in this field.
Extraction, separation and preservaiion methods have made no progress, and
have remained archaically empirical. For tannins more than for any other group
of compounds obtained from the other vegetal kingdom, vegetal chemistry musi
allow the discovery of new medicaments.

23
© The Author.All rights reserved



IMAGE DE LA CHIMIE
AROMATIQUE

PLURESSENCES

FSSENCES [AGRUMES CONCENTREES

CITRON / ORANGE / MANDARINE

© The Author.All rights reserved



Biogénése

des monoterpénes bicycliques’

chez Rosmarinus officinalis L.
et Lavandula Stoechas L. -

MM. GRANGER, PASSET et Mile ARBCUSSET

¢ S OM

.,
L

L
borndal

a-pidne

Si ta composition gualitative des essences
de romarin est assez constante, le taux
des constituanis varie par conire dans des
proportions considérables selon l'origine
géographique : de 7 a 27 % pour Po-
pindne, de 1 & 35 % pour Peucalyptol,
de 1 & 29 % pour ia verbénone, de 1 &
38 % pour le camphre.

Les différences de composiiion quantita-
tive des essences « collectives » sembient
relever surtout de facteurs écologigues,
car Vinfluence des saisons ne se mani-
feste que par des variations assez faibles
du taux de chacun des consiituants.

La camposition d'une essence « collective »
est fonction de celle des essences « indi-
viduelles » qui la composent. Or, les
populations sont généralement hetérogé-
nes au point de vue chimique : les
individus se répartissent en trois iypes
principaux sefon le composé prédominant
de I'essence : camphre, bornéol ou ver-

bénone, avec de nombreuses formes inter-
médiaires.

L'essence de Lavandula Stoechas L. a
une composition plus simple que celle de
Rosmarinus officinalis L. La somme des
deux principaux constituants camphre et
fenchone est en efiet toujours superieure
& 75 % et peut atieindre 98 %. La fen-
chone domine pondéraiement dans cing
essences « collectives » examinés {50 a
88 %} tandls que dans la sixieme, prove-
nant de Corse, [ camphye est majoritaire.
Drautre pari, chez sepit plantes récoliéss
te méme jour au méme endroit et distitiées
individuellement, ie taux de fenchone varie
de 60 a4 70 % et celui du camphre de
12 a4 30 Yo.

Or se trouve en présence de piantes d'od
I'on peut iscler des terpénes bicycliques
apparienant aux irois series : pinane, bor-
nane et fenchane, aux fins de déceler
d’éventuelles corréiations struciurales.
Les couples a-pingne-verbénone, bornéol-
camphre chez Rosmarinus officinalis L. ef
fenchone-camphre chez Lavanduia Sfce-
chas L. sont ainsi successivement exami-
nes.

L'u~pinéne est irés répandu dans e monde
végetal, alors que la verbéncne n'a été
signalée, par contre, que rarement. La
présence de cetie derniére serait couranie
dans les essences riches en a-pinéne et
atérées par le contact de l'alr ce qui
pourrait laisser supposer qu'elle provient
de l'auto-oxydation du pinéne.

* Conférence pranoncede & Lourmarin au cours de fa XVIe Jouornge de Aromatique., 8 mai 1871,
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Chez HRosmarinus officinalis L. la verbé-

none est un constituant normal, puisgu'elle
existe dans I'essence fraichement distillée,
et de plus elle présente un pouvoir rota-
toire dextrogyre constani, proche du ma-
ximum connu. L’activité optique de {'w-
pinéne par contre est variabls, ce qui
indigue Yabsence de reiations stériques
rigoureuses entre les deux COomposeés,
puisqu’un mélange des (-} et (—) o-pinéne
doit conduire 4 un melange en proportions
identiques des {+) et (~} verbénones.

il ne semble pas toutefois gue ces deux
composés de la serie pinane pulsseni pro-
venir de précurseurs différents, et il est
plus vraisemblable d'envisager une oxy-
dation enzymatique préférentielle de la
farme {-) o-pinéne.

Deux composés de la série borane sont
présents simuitanément dans Pessence de
romarin : camphre et bernéol. In vitro, la
réduction du camphre conduit au bornéol
de méme signe, avec conservation de la
stéricité ef avec un certain pourcentage

d'isobornéo! de signe opposé. Cette con-
cordance siérigue ne se retrouve pas dans
le romarin, et il faut envisager égaiement
un systéme oxydo-réducteur intéressant
préférentiellement 'un des énantiomeres
du camphre ou du bornéol.

Chez Lavandula Stoechas L., P'une des
cétones bicycliques présente {camphre}
appartient & ta série bornane, tandis gue
Pautre {fenchone) a le squelette fenchane.
RUZICKA fait découler les cations « bor-
nyle » et « fenchyle » du méme cation
« pinanyle » précurseur, par extension de
cycle.

lLa configuration absolue des deux ceto-
nes optiguement actives étant connue et
compte tenu de la spécificité de {a trans-
position gque démontre fa construction des
modales molécuiaires, on dolt s'aitendre
4 ce guwun cation stériquement defini
engendre camphre ef fenchone de méme
signe.

Or chez Lavanduia Stoechas L. ia fenchone
est constituée par 'énantiomére dextro-
gyre pratiguement pur dans toutes les
essences, tandis gue le camphro ast com-
posé par le mélange des deux isoméres
optiques, avec prédominance de P'un ou
de l'autre selon l'essence examinge. La
synthése asyméftrique est donc spécifique
pour la fenchone et ne Vest pas pour ie
camphre, ce qui infirme I'hypothése de
Ruzicka et milite a envisager Pindepen-
dance de ieurs voies biogénétiques.
LU'ensemble des obsarvations ne concorde
pas avec la conception des interconver-
sions entre les composés présentis dans
tes essances. || sambie pius vraisemblable
d’admettre la présence d’'un ensemkle de
vyoies enzymatigues parallgles et concur-
rentes, procédant toutes du pyrophosphate
de néryle par I'intermédiaire du cation nen
classique dont ja charge, en se fixant sur
di#férentes positions, oriente la cyclisation
vers 'une des structures pinane, bornane
ou fenchane.

L'equilibre du systdme enzymatique peut
stre plus ou moins déplacé en faveur
de l'une des voies et il en résulte une
prépondérance des composés gui en dé-
coulent, La structure molécuiaire étant
déterminée, des processus oxydatifs ou
réductifs s'exercent également selon un
aquilibre qui peut favoriser la formation
de Pun ou Pautre des jsoméres optiques.

The hicgenesis of moncterpenes,
simplicity, has remained fitile known. The method, litile used until
now, consisis in comparing the optical activity of these componenis
i " which are opticaly aciive and has aflowed the genesfs of the acyclic

” % and monocyclic terpenes of THYMUS VULGARIS L,; it has been
taken up for the study of the monolerpsnes of fwo meridional Labiates rich in
these compounds ; ROSMARINUS OFFICINALIS L. and LAVANDULA STOECHAS L.

despite their apparent struciural

ne
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Calendula P

Etique

yioCos

Note du Laboratoire d'application de Gattefossé Ets

Enire une subsiance végétaie fraiche et
un produit de soin appliqué sur ja peau,
s'accumuie un nombre important de
transformations physiques, chimiques, bio-
iogiques, qui méritent d’8tre connues et
contrdides.

A Vorigine ia plante, Calendula offici-
nalis par exemple, est connue pour ses
applications medicales et pharmaceuti-
ques a f{état d'extrait, aicoolature, pom-
made ou méiange d'herborisierie : c'est
la fleur entiére, en pieine maturis, qui
est utilisee et traitée pour Pobtention
d'une préparation qui, & priori, et pen-
dant longtemps on sen est tenu |4,
assure ia liaison végétal-récepieur bio-
logique ou encore fleur-peau.

Les méthodes nouvelles d'exiraction ot
de contrle conjuguées a des expérimen-
tations cliniques st esthétiques permettent
de mieux orienter {a technologie indus-
irielie et les applications.

En médecine, en usage exierne notam-

ment, Calendula est prescrit a Pétat de

préparation alcoolique ou huileuse, pour

ses proprigiés :

@ daécongestionnantes, antiphlogistiques,
diaphorétiques, topiques, circuiatoires,
antiséborrhéiques.

Toutes ces propriéiés ont un point com-
mun : eiles intéressent le mouvement des
tiquides cutanés, les sécrétions, ie mou-
vement de l'eau, la circulation du sang.
En résumé on pourrait avancer que
Calenduia est un stimufateur cutang, un
gxcitant dermigue.

© The Author.All rights reserved

Ses effets curatifs sur les plaies, ulcéres,
cicatrices, brlQlures, impétigo, peaux d'o-
range, etc., peuvent s'expliquer par cetie
proprigté de « stimulation »,

En cosmétique et en dermopharmacie, ies
effets recherchés ne peuvent et ne doi-
vent éire aussi héroigues, aussi phénomé-
naux, mais ils peuvent é&re, et ils soni,
de méme nature.

C'est ainsi que les centres d'esthatique,
certains dermatologues et autres cosmé-
ficiens, rapparient des expérimentations
ou des utilisations trés positives et trés
favorables de Calendula comme :

@ agent anti-séborrhéique (ei pores dia-
tés)

® agent anti-inflammatoire {couperose)
o agent sédaiif des peaux irritées.

En revitalisant e derme, par I'excitation
vraisemblable des fonctions sudoripares
et circulaioires, Calendula redonne & ia
peau sa morphologie et sa physiologie,
une peau souple, fine, lisse, sensible et
vivante.

Calenduta est un nom (R. BENIGNI rap-
porie son origine éiymoicgique du iatin
Calendulae : « le premier jour du mois »
puisque la pilanie fleurit tous les mois,
presque toute l'année), mais aussi contri-
bue & la préparation d'un produit qui
dans des conditions précises dempioi,
conduit a {a manifestation des effets cuta-
nés signales ci-dessus.

Ces mémes effets sont atfiribués aux
campesants chimiques de la plante qui
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sont irés connus qualilativement et quan-
titativement,

Si la graine de Calenduia renferme &
Fétat sec plus de 40 % d’huile riche an
acide poiy-insaturé, la fleur par contre, et
pour ses verfus ornementales, est excep-
tionnellemeant riche en substances caro-
téncides {3 p. cent). Ces substances sont
constituées de carotene, Havechromone,
flavoxanthine, xanthophylie, etc..

Ces pigments sont accompagnés d’huile
fixe et de résine, d'acides organiques dont
'acide malique {6 a4 7 p. cent}, de sub-
siances aromaiiques lerpéniques et de
vitamine C.

Il n'est pas possible d’attribuer a tel ou
tel constituant {'effet thérapeutique ici, et
14 l'effet cosmétique. Ce serait aller
centre la phyto-cosmetique dont un des
principes admet qu'une substance végé-
taie développe des proptiétés biologiques
sur la peau par la combinaison harmo-
nieuse de ses constituanis en répartition
naturelie, a Pétat naturel. On psut néan~
moins accorder au complexe carcténoide
une préférence,

Par voie de conséquence, les prépara-
tions médicales et cosmétiques a base
de Calendula ont toujours été faites avec
des huiles, graisses ou alcoois suscepii-
bies d’extraire tout ou partie des substan-
ces caroiénoides. C'est ce que nous
avons réalisé sur le pian industriel avec
végeiol huileux Calendula 4192,

Mais dans le souci d'extraire la majeure
partie des constituanis de la fleur dans
leur état naturel, avec leur liaison autx
tanins, sucres et saponinegs, nous avons
étudié et appligug une extraction a l'alde
d’un solvant poly-alcooligue associé &

des substances amphiphifes {huiles végé-
tales polyoxyéthylénées) susceptibles d'ex-
traire des substances de polarité diverse.
Le produit obtenu, Calenfii 3646, soumis
a l'analyse chromatographique montre une

somme de composants pilus
et plus nombreux.

En outre le solvant extractif posséde par
lui-méme des propriétés de giffusion par
le i=u de son amphiphilie, trés favorables
a la mise en disponibiiité biologigue des
composants de Calendula au niveau de
ia pead.

L'ajout de substances aromatiques a
Pextrait hueux permet la préparation
d’'une variante trés seéduisante d'exirait
de Calenduia.

Aux propriétés slimulantes de Calendula
mises & la disposition de P'épiderme par
'huile végétale amphiphile, s'ajoutent les
propriétés eudermiques des huiles essen-

imporiants

tielles qui semblent prendre e relais
sur les récepieurs biclogiques : aprés e
mouvement et la mobilisation de 1'eau,

des sécrétions, doit s’installer une exci-
tation tonique des couches profondes du
derme.

Une histo-pharmacoiogie d'une exiréme
déiicatesse devralt é&tre abordée pour
confirmer nos assertions.

Qu’il s’agisse d’un exirait huileux standard,
d'extrait Calenfil, ou d'extrait aromatique,
e Calendula demeure une association de
substances biologiques denc fondamen-
talement fragile. Producteurs, transforma-
feurs, conscmmateurs, prenneni toutes
précautions pour éviter hydrolyse et oxy-
dation, contamination métailique, pollu-
tions bactériennes et fongiques.

Chaque lot de fabrication subit le con-
tréle baciériclogigue qui compléie Pana-
lyse chimigue et physique, colorimetrie
trichramatique, indice de saponification,
pH, etfc...

L’identification chromatographigue  sur
couche mince peut étre doubiée d'unz
spectrographie dans ulira-violet qui don-
nera une image définie et constante du
produit,

LaYa)
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Mise au point
d’une technigue
de desamérisation

Travaii du Centre d*Aromatisation
professeurs A. VERAIN et G. BIENVENU
et du Laboratoire d'Application de GATTEFOSSE, D. FELISAZ

Nous nous proposons de diminuer, & tire
expérimental, voire de supprimer fotale-
ment {a perception de la saveur amere
d’un principe actif médicamenteux : le
chlorhydrate de quinine, incorporé au sein
de deux formes destinées a 'administra-
tion par voie orale: la forme soluté et
ia forme sirop.

Pourquoi ces choix ?

@ Le chlorhydrate de quinine est choist
comme siandard de Pamerfume dans de
nombreux pays. Cet alcaloide est d’un
maniement aisé ef présenie en outre une
solubilité remarquable dans les vehicules
aquelx,

® Les formes liguides (soluté et sirop en
Poccurrence) sont les plus difficiles a uti-
fiser du point de vue correction du golt
amer, & cause des faibles concenirations
en principe amer susceptibles d'éire dé-
celées par fhomme {5 % 10-% grammes de
chlorhydrate de quinine / 1 ml de soluté
agueux). Par contre, les formes liquides
présenteni une souplesse de manipulation
gJue n'offrent pas, par exemple, les for-
mes pulvérufenies et a plus forie raison,
les formes solides.

@ Sur ces deux formes précedemment de-
finies, nous voulons metltre en pratique
conjointement deux technigues : une tech-
nigue de masquage de l'amertume pro-
premeni dite, associée a4 une aromatisa-
tion.

* Exirail de Ia présentation faite au cours de ta Table ronde du 14 sepiembre 197t a4 Grenoble,
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- LES TECHNIOUES DE MABQUAGE DE LAMERTUME

Nos précedents travaux sur ia correction
de Pamertume nous ont laissé entrevoir
la possibilité d'aborder le probléms du
masquage de l'amertume par trois voies
possibles :

1) Modifier la viscosité du milieu,

2y Ajouter des solutions salines a faibles
concenirations,

3) Modifier la tension superficisile.

Deux de ces techniques suiveni les prin-
cipes dirccteurs émis par Eastland et
Short. La troisiéme est une donnes nou-
velie que nous avons vouiu introduire ici.

Chacune de ces techniques a été etudiée
separément de maniére a obienir des ré-
suftats valables, permettant de comparer
I'efficacité des iechniques enire elies.

Nous avons mené cenjointement nos
essals sur un soluté aqueux de chlorhy-
drate de quinine a !a conceniration de
5 grammes de principe actif amer paour
1000 grammes de soiuté (5 p. mille) =t
sur un sirop de chiorhydrate de quinine
4 la méme concentration de 5 p. mille.

@ iHiisation dun jury de ddgusiation

L'appréciation de Vintensité de {"famertums
des échantillons a été confiée & un jury
de cing personnes {trois hommes et deux

femmas) non fumeurs, & en bonne santé.
Le code de Pintensité de 'amertume res-
sentie par les membres du jury était le
suivant :

trés amer N ol o
amer ot
légérement amer T

amer non perceptible . O

® Aulres godis @ les définir : stryptigue,

astringsnt, salé, etc.

Les dégustations se faisaient chaque jour,
entre 11 heures et midi.

1) Modification de la viscosiié du
milieu

Nous avons cherché a augmenter la vis-
cosité du soluté et du sirop de chiorhy-
drate de quinine en utilisant un certain
nombre de polyméres, parmi lesguels:
- la gomme arabique,

-~ la carboxyméthylceliulose,

—- la méthylcetluiose,

— la polyvinylpyrrolidone.

Déja, par rapport au soluté, le sirop de
chiorhydrate de quinine présente une cer-
faine viscositd, due a la grande quantite
de sucre entrant dans sa composition. i

est un fait que la forme sirop est micux
tolérée que fa forme sojuté au point de
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vue amertume, par ia fotalité du jury de
dégustation. La raison de ceite prédilec-
tion est peut-éire double : elle tient slre-
ment au caraciére éduicorant du sucre
gui fend a diminuer notabiemeni l'inten-
sité de Pameriume de la quinine, et peut-
&tre également & 'augmentation de visce-
sifé du milieu provoqué par ce méme
sucre,

Pour vérifisr ce phénoméne, if y a donc
interét & opérer conjointement ies essais
de viscosité sur les deux farmes: solui2
et sirop, pour voir fa parf qui revient au
seul sirop et celle gui est le fait de Vin-
tervention des polyméres cités précédem-
ment.

& Formes d'uiifisation de ces polyméres @
tes quatre polyméres cheisis sont tous
solubles dans ¥eau, & froid ou a chaud
selon leur nature.

@ Giowne arabigue @ nous avons utifise 1a
gomme arabique en larmes, en vue de la
préparation d’une sciution agueuse a 33
p. cent. Au bout de 24 heures de contact,
'a dizsclution de ia gomme arabique dans
'eau est totale. On filtre pour éliminer fes
débris végétaux. L'odeur de la soution
aqueuse rappelle celie de ia farine. La
saveur ast mucilagineuse.

© Carbonyméithyloeliulose sodigue @ ce
corps se présente sous ia forme d'une
poudre blanche, granuleuse, hygroscopi-
gue, On en faii une dispersion aqueuse
4 la concentration de 2 p. cent. La dis~
persion s'effectue dans de I'eau portée a
70° - 80" G, sous agitation constante.
Aprés refroidissement, on obtient une
solution colloidaje. L'edeur et la saveur
de la sotution soni nuHes,

# MathyleeHulose 1 poudre granuleuse
blanchatre, constitude de grains vermicu-
lés, opagues, de consistance fibreuse. On
disperse les granulés dans de "'eau chau-
de, non bouillante, sous agifation cons-
tante {concentration = 1 p. cent). La
pseudosoiution obtenue est visgueuse,
transparente et contient quelques frag-
ments non dispersés. On fitre sur gaze.
La pseudosolution ainsi préparée est ino-
dore et insipide.

@ Polyvinylpyrrolidone @ poudre fine blan-
che, légérement hygroscopique, solubie
dans {'eau froide. Pour obtenir une visco-
sité supérieure a celle de Peau, il est ne-
cessaire d’incorporer la PVP a un taux
supérieur a 10 p. cent. On a préparé une
solution de PVP au taux de 356 p. cent
Cette solution ne présente ni adeur, ni
gol} caraciéristiques, mais sembie s'aité-
rer au cours de la conservation (dévelop-
pement d'une teinie jaune orangé de plus
en plus soutenue).



@ Comporement rhéologigue de ces qua-
tre polyméres :le comporiement rhéologi-
que est défini d'aprés analyse d'un rhéo-
gramme ohtenu grice aux données d'un
viscosimétre coaxial, a cisaillemant
« Contraves AG - Epprecht Rhéomat 15 ».

- La gomme arabigus et la polyvinyl-
pyrrolidone se comporient comme des
substances dites Newtoniennes, r'est-a-
dire qu'il existe un rapport linéaire entre
les gradients de vitesse de rotation el la
force de cisaillement,

— La carboxymethylceliulose sodigue et
ia méthylceliulose se comporient comme
des substances pseudoplastiqgues. Pour
de telles substances, la viscosité dépend
du gradient de vitesse choisi, jusgu'au
moment ofl ies molecules sont toutes di-
rigées dans le sens de ia direction d'&écou-
fement,

Les resuliats oblonus :

Pour réaliser les échantillons d'essais,
nous traitons une prise d'essai de soluté
de chlorhydrate de guinine ou de sirop
par des concenirations croissantes du po-
iymére dont nous voulons analyser les
affets. Nous soumeiions ensuite les échan-~
tillons au jury pour la degustation.

A - UTILISATION
DE LA GOMME ARABIQUE

On réalise une gamme avec la solution de
gomme arabique & 33 p. cent, de manie-
re & ce que les échantilfons terminés
renferment 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 35,
40 grammes de domme pure pour 100
grammes d’échantifion.

a} Avec le soluté de chiorhydrate de qui-
nine & 5 p. mille : soumis a la dégustation,
le jury a estimé que Féchantiffon renfer-
mant 40 g de gomme pure / 100 g de
soluté otait e plus « acceptable » au
point de vue ameriume, dans la gamme
proposée. On ne peut donc tirer aucun
enselgnement avec e soluié.

by Ayec le sirop de chlorhydrate de gui-
nine & 5 p. mille : les meilleurs résuitats
de « couverture » de l'amertume semblant
étre donnés par les échantilfons renfer-
mant 40, 36 et 32 grammes de gomme
pure. De pius, si on compars les &chan-
fifions réalisés avec, d'une part le sojutd
et d'autre part ie sirop de chiorhydrate de
guinine, pour la méme concentration da
40 g de gomme pour 100 g d’echantilion.
on constate un meilleur masquage de
famertume de fa quinine dans le cas du
sirop que dans le cas du soluié. Donc,
le sirop intervient pour une bonne part
dans la couverture de 'amerfume.
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B - UTILESATION DE LA
CARBOXYMETHYLCELLULOSE SODHQUE

On utilise une dispersicn aqueuse & la
concentration de 2 p. cent en carboxy-
méthylceliufese sodique. On réalise une
premiére gamme trés étalée, avec comme
concentrations : 10, 30 et 50 grammes de
solution de CMGC pour 100 grammas
d'échantilion, ce gui correspond a: 0,2 4,
06 g et 1 g de carboxyméthylcellulose
pure,

a) Avec le soluté de chiorhydrate de qui-
nine: le jury choisit Féchantilion renfer-
mant la conceniration la plus élevée en
carboxyméthylcellulose sodique {1 p. cent),
mais fait remarguer que l'effet de mas-
guage de Pamertume est moins évident
que celui enregistré avec la gomme ara-
oique.

b) Avec le sirop de chlorhydrate de qui-
nine : la concentration optimum de car-
boxyméthylcetiulose sodique est 06 g /
100°g de sirop (30 g de solution de GMC
&4 2 p. cent). L'effet de « couverture » de
ramertume de la quininag st plus net dans
le cas du sirop gque dans le cas du
soluté, mais on peut faire la méme re-
marque gue ci-dessus.

G- UTILISATION
DE LA METHYLCELLULOSBE

La soiution de départ de méthyiceliulose
est réalisée par dispersion de 1 g de
méthylceliuiose dans 99 g d'eau permu-
tée {concentration = 1 p. cent}. On cons-
fitue une gamme analogue a celle reali-
sée pour la carboxyméthylcelluiose sodi-
qua, c'esi-a-~dire : 0,1 g, 0,3 g et 0,5 g de
méthyicellulose pure pour 100 g d’echan-
titton {10 g, 30 g et 50 g de solution de
méthyiceliulose pour 100 g de prise
d’essai).

a) Résultat obienu avec le soluié de qui-
nine ;: s meilleur résultat est enregisiré
avec la concentration de 0,50 g de mé-
thylcelluiose pure / 100 g de soluté,

b} Avec le sirop de chlorhydrate de qui-
nine : ici également, la concentration de
0.5 g de méthyiceliulose pure / 100 g de
sirop donne le meilieur masgquage de
amertume dans ia gamme proposeée,

Comme pour la carboxymethyiceliulose,
on peut dire que la meéthylcellulose ne
possede pas les mémes caractéres que
la gomme arabique, au point de vue
« couveriure » du golt amer de la qui-
nine.

- Comparaison entre les caractéres de
ja gomme grabigue, d'une part, et de Ia
carboxyméthylcellulose ef méthylcalfuiose
d'autre part :
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~ Si I'on falt les calculs de viscosité
correspondant aux trois polyméres que
nous venons de passer en revue, on ob-
tient :

@ frowr Ja gomane arabigue @ échantilion
renfermant 36 g de gomme pure / 100 g
de sirop:

- viscosité égale a: 470 centipoises en-
viron.

¥ Pour la carbonyméihyicoilutose sodinue @
échantilion renfermant 06 g de carboxy-
mé&thylcellulose sodique pure / 100 g de
sirop :

- viscosité égale a: 556 centipoises.

# Pour fa mdthyicotiuiose @ échantillon ren-
fermant 0,5 g de méthylcellulose pure /
100 g de sircp de quinine :

~ viscosité égale a: 100 centipoises en-
viron.

o Demargue @ pour e carboxyméthylceliu-
iose et pour !a méthyiceliulose, les cal-
culs de viscosité ont été éfablis & partir
de valeurs choisies dans ia pertion recti-
figne des courbes (rhéogrammes}, la ol
fes molécules sont toules dirigees dans
ie sens de la directicn d'écoulement (ia
courbe d’écouiement devient alors assimi-
table a une ligne droite).

Si Fon compare ies valeurs de viscosiié
relatives a la gomme arabique et a la
carboxymeéthylcellulcse scdique, on cohs-
tate qu'elles sont sensiblement égales.
Ces deux polyméres devraient donc don-
ner, & guelgue chose prés, le méme pou-
voir masquant vis-a-vis de l'amertume du
chiorhydrate de guinine,

Or il n’en est rien, bien au coniraire. Car
paradoxalement, la carboxyméthylcellulose
ef ia méthylcetiulose tofalement depour-
vues de goft et d'odeur sont unanime-
ment rejetées par I'ensemble des mem-
bres du jury de dégustation, & cause de
Iimpression désagréable ressentie lors
du contact des échantilions renfermant
ces polyméres avec la cavité buccale,
alors gue les &chantillons contenant de
la gomme arabique gqui posséde un goli
et une odeur spécifigues, sont mieux io-
lerés par les personnes du jury.

La viscosiié n'est donc pas 4 considérer
seule. La notion de texture du polymere
joue aussi un grand role et participe au
phénoméne genéral d’acceptation ou de
refus de la part des personnss ayant mis-
sion de déguster.

#f est un fait que la gocmme arabique,

substance dite Newionienne, s'écoule de.

maniére uniforme et s'étale de fagon a

formar un fiim, lorsqu’on ia verse sur ung:

surface lisee et plane, alors que la car-
boxyméthyiceliulose et fa méthylcellulose,
substances dites pseudoplastiques, s'écou-
lent en paguets, & ta maniére d'une cré-

[=1s)

© The Author.All rights reserved

me. Elles ne forment pas de fim lorss
qu'on ies atale sur une surface plane.
De la, réside également la difficulié a
augmenier }a concentration de la solu-
tion de départ de carboxyméthylceiiulose
ot de méihylcellulose.

En augmentant la concentration du poly-
mére, on augmente conjointement la vis-
cosité, mais on arrive 4 un état de semi-
gel, qui en limite les applications dans
te cas présent. De plus, H y a des con-
ditions de pH et de température & respec-
ter si Yon veut préserver les caractéres
propres de ces deux polyméres,

£ - FRILIBATION
DE LA POLYVINYLPYREOLIDONE ¢

La solution de départ préparée & la con-
centration de 35 p. cent dans de l'eau
parmutée montre une viscosité de valeur
frés peu élevée si on la compare 4 celles
de la gomme arabique préparée a4 une
concentration sensiblement éguivaientie
{viscosite égale & 180 centipoises environ
pour la PVYP, contre 340 centipoises envi-
ron pour ja gamme arabigue}.

Bien gue Ssubstance newlonienne, ia po-
lyvinyipyrrolidone dénuée de go(t et
d'odeur, n’a pas eté appréciés par le jury
jors des essais préiiminaires, ce qui l'a
fait abandonner d'embiée.

2y meorporation de solutions saiines
4 faibles concenirations o

Par solutions salines, on entend : solu-
tion agueuse de chiorure de sodium codex.

On prépare une solution agueuse a ia
concentralion de 10 p. cent en chiorure
de sodium {p/p}.

On opére sur le soluté et sur je sirop de
chlorhydrate de quinine, On réalise une
gamme, en concentrations molaires :

e syr le soluté 1/2000, 1/t000, 1/900,
1/800, 1/700, 1/600 de mole de NaCi pur,

e sur le sirop: en concentrations molai-
res : 1/10000, 1/5000, 1/4000, 1/3000,
1/2000, 1/1000, 1/800, /800, 1/700, 1/600
et 1/500 de mole de NaGl.

Pésuttais  obionus @

a) sur le soluté aqueux de chiorhydrate
de quinine : meifieur abalssement du seuil
de l'ameriume pour une concentration
mojaire de 1/900 de moie de chlorure de
sodium.

b} sur le sirop : on observe, au cours de
augmentiation de conceniration molaire
de NaCl, une éiévation sensible et conii-
nue du seuil de Pamertume avec un maxi-
mum ressenti pour une concentration de
1/800 de mole de chlorure de sodium,



puts fe seuil de amertume baisse brus-
quement pour les concentrations : 1/700
de mole de NaCl et 1/800 de mole, ol
'amertume ressentie est & son seuil ie
plus bas.

Puis la concentration molalre augmentant
encore, on assiste pour une concenira-
tion de 1/500 de mode de NaCl, & une
inversion du phénoméne : I'amertume qui
avait &té bien atténuée, se démasque a
ncuveau. De plus, a cette réapparition de
'amertume primitive se surajoute une sa-
vaur salée trés nette qui renforce celle-ch
Done, on constate que la plage d'effica-
cité du chlorure de sodium est assez ré-
duite ¢ |a dose ayani une action bénéfique
sur I'amertume est comprise dans un in-
tervalle de 1/2500 de mole de NaCi envi-
ron, ce qui réduit considérablement le
domaina d'application.

3y Modification de ia lension superii-
clele du miltey

Dans nos travaux préliminaires, lors de
'aromatisation du sirop de chiorhydrate
de gquinine par des huiles essentielles
d’agrumes, il avait été nécessaire d’incor-
porer de maniere concomitante un agent
de solubiiisation, en I'bccurrence un oléate
de polycxyéthyléne glycol {« Olepal H1 »).
Cet agent solvatant réalisc une modifica-
tion de la tension superficielle du milieu,
et nous avons voulu savoir si ceite varia-
tion de tensio-activité availt une action
directe sur la perception de tamertume
du chiorhydrate de quinine.

Pour ce faire, nous avons utilise un agent
tensio-actif plus commode d’emploi que
I" « Olépal Hi » : le stéarate 1540.

Nous avons mené les essais conjoniement
sur e soluté agueux et sur le sirop de
chiorhydraie de quinine {& 5 p. miile).

Fasulats oblenus ;

Mous avons rgalisé une solution agueuse
concenirée de stearate 1540 au taux de
10 p. ceni {(p/p), gue nous avons incor-
pcrée dans le soluté et dans le sirop de
maniére a realiser une gamme S§'étageant
de 5 p. cent 4 40 p. cent de soiution
aqueuse de siéaraie 1540, scit de 0,0 &
4 p, cent en poids de stéarate 1540 pur.

Les résultals les plus neis ont éte obser-
vés sur le sirop de chiorhydrate de qui-
nine, bien aue dans ce cas Il soit diffi-
cile de préciser des concentrations acti-
ves de stéarate 1540 : es résultais oblenus
s’inscrivent dans une courbg en denis de
scie. Disons que ies concentrations opti-
males en stéarate 1540 sont assez éle-
vées: 3 a 4 p. cent en produit pur, ce
gui n'est pas negligeable, car l'on se
heurte a des problémes de solubilisation.

En effei, le sirop de chlorhydrate de qui-
nine étant un milieu saturé, i ne resie
pas suffisamment d'sau pour assurer la
mise en solution de l'agent iensio-actif
que l'on ajoute.

Nous avons utifisé une solution aqueuse
concentrée de stéarate 1540 ({taux de
10 p. cant). La consaquence est que 'on
assiste assez rapidement et sous les con-
ditions de conservation normales (& la
température du laboratoire) a un phéno-
méne de « relargage », se tfraduisant
par une seéparation de phases . Pagent
tensio-actd se separe de ia phase disper-
sanie (sirop} et vient « précipiter » en sur-
face, enirainant 4 sa suite une cristalli-
sation partielie du chlorhydrate de quini~
ne. On remédie a4 ce phenoméne en di-
fuant l'ensemble de la préparation par
10 p. cent d’eau et en procédant & une
agitation & la turbine.

Si nous regardons maintenant les valeuts
de ia iension superficielle, expriméas en
dynes/centimétre, et données par le ten-
siomeéire Lecomte du Noidy {méihode de
'arrachement d’un  anneau metailique)
aprés étalonnage, nous pouvens dire que
'addition de stéarate 1540 au sirop de
chlorhydrate de quinine, entraine une di-
minution trés netle de la valeur de la
tension superficielle de celui-ci, et ce
pour une irés faible conceniration de
iensio-actif (0,5 p. cent de stéarate 1540
pur;. Les additions progressives de soiu-
tion de stéarate 1540 n'entratnent pas
une diminution trés importanie de la ten-
sion superficielle : en effet ia valeur de
celle-ci passe de 46,5 dynes/cm pour une
conceniration de 05 p. cent (p/p) de
stéarate 1540 pur, 4 43 dynes/cm pour
une conceniration de 4 p. cent, comme
le confirme le tablsau ci-dessous :

: tension superficielle
Sirop de chiorhydrate de quinine

dynes/cm
dynes/cm

Sotution de stéarate 1540 & 10 p. cent dynes/cm
Sirop + 0,5 p. cent de stéarate 1540 dynes/cm
S§r0p 1 poocent de stéarate 1540 3 dynesicm
Sirop -+ 1.5 p. cent de stéarate 1540 dynes/om
Sirop -+ 2 p. ocent de stdarate 1540 dysnies/cm
Sirop 3 poooent de stéarate 1540 dynesicm
Sirop + 4 pocent de stéarate 1540 dynes/om
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En conclusion, on peut dire que ['abais~
semeni de tension superficielle due a
I'addition d’agent tensio-actif entraine une
jégére diminution de lintensité de I'ames-
tume du sirop de chiorhydrate de guinine,
mais #on ne peut en tirer aucune loi
générale, car i est difficile de déterminer
avec précision une concentration efficace

en stéarate 1540, parmi celles qui soni
valables.

Disons gque ceite conceniration optimale
se situe dans lintervalle 3 4 4 p. cent en
stéarate 1540.

Ayant passé sn revue Jes iechnigues de
masquage de [‘amertume, voyons main-
tenant P'aromatisation proprement dite :

i - LAROMATIBEATION

Nous n'avons pas fait varier a l'infini les
technigues d’aromatisation. De nos pré-
cédents travaux, nous avons dégagé deux
orientations possibles pour |'aromatisation
des formes liquides a base de chiorhy-
drate de quinine: I'aromatisation par ies
agrumes : orange, citron, mandarine, et
I'aromatisation par les sirops de fruits
rouges : framboise et cerise, principaie-
ment.

Les essais ont &té mends de pair sur le
sofuté ef sur le sirop de guinine.

a) Bur le solté de ohiorbydrate de qub
fiie o

Le jury a porté son choix sur l'essence
soluble d’orange* au faux de 1 p. cent n
poids, suivie par ordre décroissant, par
I'essence soluble de mandarine®** & 3 p.
cent, le mélange de concenirgs de fram-
boise (2 p. cent) et de cerise {3 p. cent},
Iessence soluble d’orange a la concen-
tration de 3 p. cent,

by Sur le sirop de chiorbydrate de gul-
mine

Les résultats sont évidemment pius signi-
ficatifs ; le jury a désigné le mélange
ossences solubles orange {1,6 p. cent),
mandarine (0,3 p. cent}, citron (0,15 p.
cent), suivi par ie concentré de framboise
{2 p. cent); et avec le méme score: le
concentré de cerise {2 p. cent), et enfin
'essence solubie de mandarine {1,565 p.
cent).

Mais ce qus l'on peut retenir au vu de
ces résuliats, c’est que pour lutter contre
I'amertume, il est toujours nécessaire de
passer par le masguage avant de proce-
der a 'aromatisation.

Ainsi. les résultais obienus aveo le sirop
de quinine sont nettement supérieurs a
ceux obtenus avec fe soluié, car dans le
sirap, le sucre assure un masquage non
négligeable grdce a son caractére edui-
corant et 4 ‘augmentation de viscosite du
milieu, dont il est la cause.

C'aest dans le but d’associer technigues
de masquage ef techniques d’aromatisa-
tion que nous avans procédé d une com-
binaison des méthodes due nous venons

© Golarome orange.
e Bolarome mandarine.

na
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de passer en revue. C'est-a-dire que sur
une forme galénique donnée, en YFoccur-
rence le sirop de chiorhydrate de quinina
4 5 p. mille, nous avans procéda a daes
modifications de viscosité, de tension su-
perficielle, par I'apport d'élémenis dont
nous venons de voir le comportement,
chacun pour feur compte, au sein da ce
méme sirap.

A cefa, il faut ajouter également Pappoit
de chiorure de sodium, et la mise en mu-
vre d'arémes dont nous venons de sélec-
tionner gueiques élémenis et de définir
leur concentration optimum d’smploi.

I est certain que [Iassociation de tous
ces paramétres crée des difficuites d’in-
terprétation, car il est difficile de prévoir
4 long terme le comportement d'ung pré-
paration au sein de laguelle se trouvent
intimement malés des corps tels gue la
gomme arabique, le chlorure de sodium,
le stéarate 1540, l& chlorhydrate de gui-
nine, le saccharose, sans oublier le ou
ies ardmes, 1} se produit nécessairement
des interactions chimigques qui peuvent
conduire & des modifications d’activité
pharmacodynamique du principe actif, ce
qui est préjudiciable, ou bien & des alté-
rations de go(t et d'odeur, ce quj serait
coniraire au résultat recherché.

Dans certains cas, une incompatibilité bru-
tale entre un ou plusieurs éléments con-
duit & une modification plus ou maoins
immédiate de I'aspect de la préparation
{opaiescence, Iouche, floculation, précipi-
tation}. I est alors aisé de constater son
échec et de modifler ses paramétres.
Mais bien souvent, Vincompatibilité se dé-
veloppe au cours du temps et conduit &
une dégradation progressive de [état
physique du milieu, si bien que I'on ne psut
accarder sa préférence & une fechnigua
donnée, au vu de résuftats flatteurs de
masquage de I'ameriume et d'un bon as-
pect de la préparation, alors que qguinze
jours plus tard, ta méme préparation aura
&volué dans un sens défavorable.

D'oll Vintérét de mettre en ceuvre, dans
le cas de préparations jugées accepiables
par le pharmacien, des techniques de
conservation variées telies que la mise 4
‘étuve a 37°C, la conservation aux bas-
ses températures, 'exposition & la tumiare
solaire, a Yabscurité, etc.



- AMALYSE DES RESULTATS OBTENUS

Nous nous sommes bornés a étudier Vin-
fluence que pouvait avoir la combinaison
des différentes techniques de masquage
et d'aromatisation sur une forme galéni-
que définie: le sirop de chlorhydrate de
quinine. Nous laissons de cdté le soiuié
correspondant, puisque nous venons de
voir que les résultais étaient plus probants
avec e sirop.

@ A og sirop NOUS SVons associd ;
un_polymére : la gomme arabique, choi-
sig en fonction des qualités exprimeées
pius haut,

un éfectrolyte : le chiorure de sodium,
dont nous avons vu le mode d'action
sur l'amertume,

un_tensio-actif : lo stéarate 1540, qui
passede une petite propriété antl-amer,

un_argmatisant : ou un ensemble d’aro-
matisants, choisi parmi les essences
d'agrumes et les concentrés de fruils
rouges ; framboise et cerise,

egsences d'agrumes :
- essences solubles (Solarome) de ci-
tron, orange, mandarine (Gattefossé),

- Huiles essentielies concenirées et dé-
terpénées : « Pluressences » citron,
orange, mandarine {Gaitefossé},

concenirés de fruits rouges :
- Aréme concenire naturel de framboi-
se, renforcé artiiciellement.

- Arbme naturel, sans alcool, de cerise,
renforcé artificieliement.

Comporiement de ces divers arbmas vis-
#-via g omiliew of ils sont incorporés o

& Fssences solubles (Solarome) : ©n
pourrait craindre une incompatibilité en-
ire la gomme arabique ei Yalcool éthyli-
gque & 70° servant & solubiliser Ythuile
essentielle de citron, d’'orange ou de man-
darine. En fait, les faibles concenirations
d’essences solubles utilisées (inférieures
a4 5 p. cent} expliquent la parfaite tolé-
rance existant enire {8 gomme et ces
essences solubies. On ne constate l'ap-
paritian d'aucun louche dans le miliew.
i est possible que le stéarate 1540 joue
un role favorable dans e cas présent

Ay point de vue technique, I'incorporation
de l'essence solubfe au sein du sirop se
fait, sans précaution préalable, en fin
d'opération. Cette incorporation est sui-
vie d'une vive agifation & la turbine.

@® « Pluressences »: Ces huiles essen-
tieiies necessitent ['utilisation d'un agent
de dispersion. Dans le cas présent, le
stéarate 1540 joue parfaitement ce rdle.

© The Author.All rights reserved

De plus, le pouvoir émulsif de ia gomme
arabigue n'est pas négligeable et parti-
cipe aussi & la mise en solution des Plu-
ressances. Cependant, pour eviter tout
effet de « relargage » du tensio-actif, if
est nécessaite d'incorporer de maniére
concomitante une petite quantité d'eau
permutée.

I} est & noter gque le « relargage » du
tensio-actif entraine bien entendu celut
de la Pluressence qu'll est charge de
disperser au sein du milieu.

Au point de vue mode opérateire, on peut
utiliser deux techniques différentes :

@ Si Pon incorpore le steorate 1540 sous
forme de sohlddion agueuse & 10 p. cent

On prépare une dispersion de la Plures-
sence au sein de la solution de tensio-
actif en respectant le rapport 10/t (10
volumes de iensic-actif pour 1 volume de
Pluressence). On ajoute ensuite le sirop
renfermant le principe actif, la gomme
arabique et le chiorure de sodium. On
procéde en méme temps & une vive agi-
tation {4 Ia turbine) pour assurer une dis-
persion homogéne de Phuila essentielle
au sein de ia préparation. L'avantage de
cette méthode réside dans Je fait que Fon
opére a la température du laboratoire.

& Si Fon veut uliliser le sidarale 1540
dans sa forme d'origine : [l se présente
sous la forme d'une masse cireuse, dont
le peoint de fusion se situe entre 45 et
50° C. La fusion daii resier effective pour
permettre l'incorporation de la Plures-
gsence, Le sirop doit étre porié également
a cette température de 50° C el ajouté a
fensemble : huile esssniielle - stéarale
1540, L'agitation dolt étre poursuivie jus-
qu'au refroidissement de {ensemble.

Au point de vue sfficacite de ces deux
méthodes, on peut dire que ia premiers
conduii dans les 48 heures & un « relar-
gage » de l|'ensemble tensio-actif - Plu-~
ressence, bien que le stéarate 1540 soit
apporté sous forme de solution agueuse.

il est nécessaire d’incorporer a la prépa-
ration de l'eau permutée dans la propor-
tion de 5 & 10 p. cent, pour assurer ung
bonne homogénéité de I'ensembie et una
beonne stabilité dans le temps.

La deuxiédme méthode, quoique pius de-
licate a metire en ceuvre, se traduit éga-
femeni par un « relargage » du stéarate
1540 et de la Pluressence, mais l'‘appa-
rition de celui-ci se fail plus tardivement
que dans le cas précédent: ce n’est
qu'au quatriéme jour que I'on note une
opalescence en surface, conduisani 24
heures plus tard a une phase distincle,
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L'accéidration du phénomeéne peut étre
effectuée si I'cn soumet ia préparation a
des variations de iempérature {étuve a
37°, température ambianie, chambre froi-
de & + 4° eic). On peut pallier & cet
inconvénient du relargage par i'addition
d’eau permutée, mais & une concentralion
de 5 4 10 p. cent seulement. (Dans ie cas
précédent, en plus des 5 a 10 p. cent
d’eau, il fallait tenir compte de la dilu-
tion du stéaraie 1540).

Notre préférence ira 4 cette deuxiéme
méthode, pour ies essais d’aromatisation
qui vont suivre :

a Concenirés de fruits rougss © | nexiste
pas de problémes particuliers pour I'in-
corporation des sirops de framboise ou
de cerise au sirop de chlorhydrate de

quinine. La seule précaution consiste &
gssurer une bonne agitation de P'ensem-
ble afin d'obtenir une parfaite homogé-
neité de teinte au sein de ia préparation,

Nous présentons ies résuliats d’aromali-
sation obtenus sous forme de tableaux,
correspondant aux irois types d’ardmes
utilisés : essences solubles d’agrumes,
« Pluressences » d'agrumes, concenirés
de fruits rouges : framboise et cerise.

Four chague essai réalise, nous précisans
la formule de la préparation en pourcen-
tage, étant bien entendu que nous rap
sonnans en poids/polds.

Les résultats sont classés par ordre aé-
croissant, selon leur appréciation par le
jury de da&gustation, et compte tenu de fa
stabilité des préparations

iV - CONCLUSION

En conclusion nous pouvons dire que la
juxtaposition d'élémenis de nature chimi-
que différente entraine, par réactions ré-
ciproques, des modifications de compor-
tement : ainsi, tel composé qui s'éiait mon-
iré  efficace vis-a-vis du masquage de
I'amertume de la guinine lorsqu’il agissait
seul, pourra perdre celle proprigté lors
de son association avec d’autres éléments.

i peut y avoir synergie d'action ou anta-
gonisme. En fait, on constate un tout La
dégustation ne permet pas de definir
avec exaciitude la part prise par chaque
élement dans la lutte conire Pameriuma.
Dol ta nécessité d’éfudier chague para-
métre de manigre rés précise afin d'en
sajsir toute la portée et de prévoir les

conséquences d’une combinaison de deux,
puis de trois paramétres.

Nous nous sommes limités ici 4 Pétude
de la viscos#té, de fa tension superiicielle,
du rdle joué par le chiorure de sodijum.
Mais, d'autres paramétres interviennent
inévitablement, tels que le pH, qui vatie
nécessairement, ne serait-ce que par ia
mise en jeu d’aromatisants & caracters
nettemant acide, comme les concentrés
de fruits rouges {framboise, cerise}.

Or, il est reconnu qu'un exceés d'acidité
renforce Famertume. [l est donc neces-
saire de parvenir &4 un certain équilibre
entre fous les paramétres qui conditian-
nent une sensaiion aussi complexs gue
la sensation gustative.

1) Madity the viscosily of the medium

3) Medify surface tension

| We are planhing experimentally fo decrease, and even suppress com-
pletely the bitter taste of a medically active substance: Quinins chlo-
rohydrate, incorporated in itwo lypes of medicament fo be taken
| orally : The solute and the syrup type.

Our previous work on the elimination of bifterness has enabled us to
see three different possible ways of disguising it :

2} Add fow concentration saline solutions

Two of these fechnigues follow the main principles of Eastland and Short. The
third principle is a new one which we want fo infroduce here.

We can say that the mixing of different chemical compounds produses, by
inter-reactions, some modifications of properties : Consequently, a compound
which has been efficiently disguising the bifterness of quinine when on its own,
might foose this property when associated with other compounds.

© The Author.All rights reserved



Apport de la viscosimeirie
a étude

de la cinétique chi
au sein d’hydrogels
4 base de Carbopol

@

MR E

=

Professeur J.-C, Etter, Ecole de pharmacie (Lausanne)

La prédiction du délai de péremption d'une préparation médicamentieuse exige une
atude approfondie de sa stabilitd, On s'efforce de réduire la durée nécessaire pour
gtablir une date limite en effectuant des essais de vieillissement accélére.

Pour simplifier, on peut considérer trois catégories de préparations

1} Celiss qui se compertent comme des sysiémes homogénes du point de vue de
la cinétique chimique, par exemple les solutions aqueuses dont la concentration
en principe actif est =X 4 001 m.

2

e

Celles qui se rapprochent de la premiére catégorie et que je dénomme systémes
quasi-homogénes, par exemple les solutions agueuses, pharmaceutigues, dont ia
conceniration en principe actif est nettement supérieure & 0,01 m, et 4 fa limite
ies pseudo-soiutions du type micellaire.

3

—

Celies enfin qui doivent &tre considéréss comme des systémes hétérogénes, tels
que ies systémes dispersés dont ie degré de dispersion n'est ni moleculaire ou
ionigue, ni micellaire, par exemple es onguenis, !es émulsions, les comprimés, etc.

Jusqu'a un certain point, on peut établir 'ordre des réactiohs qui se déroulent en
phase homogéne et leur appliguer "éguation d'Arrhénius

£ 1
flog K = log A o e —
2,303 1 T

a4 condition de respecter quelques paramatres tels que :

- chaix d'une concentration idoine en substance médicamenteuse
~- maintien du pH initial par Pemploi de systémes-tampon judicieusement choisis
-— travail dans des encsintes thermostatées a différentes températures {T., T., Ti

— détermination, voire estimation, de l'activité des ions présenis & l'aide du calcul
de la force ionigue.

Souvent ia rigueur d’'une méthode physico-chimique doit céder e pas & l'approxi-
mation d’une iechnique galénigue, car les problémes posés au pharmacien différent
de ceux que le chimiste est appelé & résoudre.

Les hydroogels

De nombreux poiyméres naturels, semi-synthétiques ou synthétigues minéraux ou
organiques, permetient de géiifier une phase agueuse et il est intérassant de savolr
jusqu'a quet point on est en droit d'assimiler Jes hydrogels aux systémes homogénes,
éventueliement aux guasi-homogénes.

* Préseniée tors du coliogque, 15 septembre 1970, Saint-Prigst.
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Activité et force ionique

Au sein d'une phase aqueuse, la relation entre Vaclivité et ia concentration d'une
substance dissociable peut &ire démontréa par Yexemple suivant

caicul du pH d'un tampon acétate
[CH.COOK]  [CH,CO0-] SENS ter}if ;:c'smpf@ en tenan? Icompte
das activités des activites
A {AC}
TS R Y R = b pK, + log = pH
{HAG] (HAC)
sol. :
1 i 1n 0 4,76 0,25 4,51
2y 01n 01 n 0 4,76 §,12 4,64
3 0,01 n 0,01 n U 4,76 0,045 4.7%
4y 0,001 n 0,001 n U] 4,76 0,017 4,74
P11 symbolise les { } symbolise les
concentrations activites
en sachant que pK, = 476 et en appliguant une formule de Debye-Hickel
iAc
pH = pK, -+ log —-——- -+ log f .-
{HAc]
Az oz Vu
wg o= o e 0 A = 05
LECERVAY|

u représente la force jonigue, notion introduite par Lewis et Randell, qui s’exprime
par la demi-somme des termes obtenus sn multipliant les concentrations de chague
ion, exprimées en modaiité, par le carré de leur valence, soit

Les valeurs déterminées expérimentalement au pH-métre correspondent a celles gui
sont calcuiges en tenant compte des activités et non des concenirations. 1I est pos-
sible, en travaillant par « approche », d’ajouter des guantités aliquotes de NaCl aux
trois derniéres solutions, pour augmenter leur force ionique et pour cbtenir 4 soiu-
tions possédant chacune le méms pH, soit 4,51

Lorsque Pon effecfue une étude cinétique chimigue, par exemple d'un alcaloide

tel que la pilocarpine ou d’un anesthésique local tel que la procaine, on s'efforce
de travailler aver des solutions aqueuses possédant chacune la méme force ionigue.

Les polyélectrolyias

Les polyméres ioniques, auxquels se rattachent les CARBOPOL, sont actuellement
dasignés par le terme de « polyélectroiytes », qui souligne leurs caractéres Conco-
mitants de macromcléculs et de substance électriquement chargée. Les diftérents
CARBOPOL son obtenus principalement par copolymérisation de lacide acrylique

PR < = TR (1 = S —— >
G

mais si le fabricant est fort discret sur leur constifution exacte, nous savons gu'ils
sont plus complexes que ne le laisse entrevoir fequation ci-dessus.

© The Author.All rights reserved



'fmim aupoint une préparation & base de polydlecirolvies

il pharmacien  -qui  aborde, dans le - ¢adre d'un laboraioire de développement

“‘galénigue,.. 'éride de’ 1a” stabilité d’unc - substance medicamenteuse au sein dun
- hydragel” carbopéilgue -peut’ cunnaltre, - par -uhe racherche bibiographique, les
- rconstantes qui-regissént la - cinétigue chimique ‘de. nombreux principes actifs, dissous
. ‘dansune phase -homogéne. Si-ces ‘constanies.-sont encore incohnues, il devra les
“gtablit Ypdr:-Une . étude - préalable en -solution  agueuse, ceci dans des conditions
| préciges-de pH, d& température, de foree -ionique, etc. En possession de ces constan-
St cil peut - adopter-deux attitudes.extrémes |

- Yadjonction -de 05 & 1 % de Carbopol & une phase agueuse, suivie de sa
-« Tieutralisation », permet de. gélifier celle-ci, donc d'obtenir un gei de belle tenue,

" La-faible - teneur - en agent. gelifiant,. gul Gorrespond- & une perte en eau égale
ouinférigura’-&.% pour.cent, -ne -dojl -pas modifier les constantes qui régissent
ta décomposition du pringipe actif, par exempie son hydroiyse. — Par conséquent,

" la pajériicien confectionne son gel et he sacrifie pas aux diaux physico-chimistes.

Qu

©oeCle polyglecirolyte gu'est le Carbopol, déia a falble concentration, peui modifier
~hon:gediement [la structure de Peau, mais la force jonique de ia phase agueuse.
" Or, vertains” admettent qu'il. existe’ une relation linéaire. entre Je log ds la constante
- de vitesse et 1 rating: carrée de la force jonique. -— Par conséquent, le galénicien
- ovar ludier sérieussment cette influsnce “du. polyélectrolye et se perdre dans un
s labyrinthie ol adjourd’hui le- it -d’Arlane est concrdiisé par gquelques techniques
oo rhigologiquess :

" 8i"vous ‘estimez due: la premiére atiitude du galénicien en cause est ia meilieure,
“alors Hid  Ednférence ‘se terming -jof el je vous rerercie de voltre atiention. Mais, si

“vous: préférez fa deuxiéme démarche, ‘alors vous m'autorisez & prolonger cet expose.

: @eﬁ'_]e@ié}zﬁ'@!y%ﬂ . 0o ape

1B00° CARBOPOL 940

St demi- neutiatisg
lepH: nitlal ad o .
& vieillissemenit & face = 4
nogulanvis [
: 13‘: i i
do lours gels. ) /
_riombreux auteurs.{Fischer ) Badsr "
t Wiberiey s Ory * et Steiger) ont aborts -
stude thépiogigue’ des: CARBOPOL, "dont.
aréions i présentent. un' comportes " O
T dans o larae dos S
: relafivement: .
© ces thutes "
; 85 poiymeres), g
novischsimatrd el que tlg Rhisomat 15,

Cependdnt, on. peut protéder différem- o
Cmentoen. s limitant - 4 des plages de Ten dynjem?
' “goncentration. “eh - CARBOPOL ot laur YT w s
Ccomportément est pratiquement newtonien

{état limite cher & M. Mahier). Fig. 1

Ainsi, _dané-']es limites précisées dans le rhéogramme de la figure 1, une dispersion
demi-neutralisée de CARBOFOL 940 & 003 % n’est pseudo-plastique que pour D
supérieur &-300 sec—1.

+ © The Author.All rights reserved #




Ceite maniére d’opérer fournit des renseignemenis qui permettent de mieux suivre

jes interactions macromaiécuiaires.
Rappelons succinctement quelques définitions

-— connaissant la viscosité 1 d'une dispersion & concentration. o et la. viscosité g, |

du mileu de dispersion {toutes deux pratiquement newtomennes) ‘on’ peut’ def;mr .

une viscosité spécifique 1, ef uhe viscosité réduite 1., telles’ que.

=1 BT, 1 . '
nup =R mm— et ’[lr«:u .— g - 3 T
T e

La V%scamte tédults, ex%rapolee p{mr I )
- intrinséque {iémgnée par:[ 1]}',--- cette {féermére
:prigtés. physigo-chimiquas:diun

c'esta-dire 4 dilution’ m?mza

Fréquemment, 1a 7. sexpr;ma en m!fg

Larsque, sur un g;’aphique on porte en. ordonnées la viscosné rédunte et sa {)
tration en abcisses, on obtient:les ccurbes sliivartes & e : ;

1{)5' Miréd | | 8
UG Viscosités rédutes des. CARBOPOL .
d.eme“'ne“{?ﬂiissés .
/‘/ 9
Fig i Tﬂ[‘ ‘_,-.,,,,
P o ‘ 934
i =

concertraion §n qf

1} 02 03 4 55 W 08

%" .
L'axe des ordonnées est logarithmique, ce ezrfn‘:fq . .
qui signifie que la viscosité réduite crolt _ T Vigcositds - réduttes 400135 N
de maniare exceptionnellement rapide par : du CARBOPOL 340
rapport & la concentration. On -est 101 papni 7 RO
d’'une reifation fendant a la. linéarité, | demi-negiralisé en présence
preuve des interactions trés: fortes entre de Nal

les macromofécuies du polymaére.

Linflusnce dun &lectrolyte (par ex. du 5000
NaCi} sur les dispersions de CARBGFPOL . —
peut étre étudiée & I'ajde de la viscosité
intrinséque et de la variation de la visco-
sité réduite en fonction de !a concentra- )
tion en poiymere. -
A partir d'un gel de CARBOPOL 940 exac- -

L000 e

tement demi-neutralisé, on prépare quatrs 3600 4 guase W
séaries dont ia teneur en NaCl est connue P B : :
et comprenant chacune 5 dilutions du i e

polymére. On remarque, sur la figure 3, e e oos N
que les interactions entre les macromolé- 2000 _ R -
cules sont diminuées par la présence d'un e e

giectrolyte, cause de la baisse de la con- ST

sistance des gels aux concentrations 1000 concentration du
usuelles. CARBOPOL en gt
Dans le cadre ds notre conférence, nous R 57;? . T

nirons pas au-delda de cette modeste

consiatation. Figure 3

Afr
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 Pouvoirdampon des CARBOPOL

..-P'u'isquej.:les "CARBOPOL sont -sensibles A la présence d‘é%ec%r‘olytes, on ne peui
-quére - leut ajouter des. systémes-tampons formes d’'un acide faible et d'un sel de
: cet-acide.. '
“i -par aflleurs, dans les cinétiques d’hydrolyse, i faut disposer d'un milieu dont ls pH
et malntenu constafit par adjonction d'un.tampon idoine.

‘Si-I'on ~déiermine - le' pouvoir-tampon des CARBOPOL en espérant obtenir des
‘résultats  qui-parmettent ‘d'utiliser. ces polyméres a fa fois comme gélifiants et comme
‘siifistanices-tampon, on est comblé. En effet, ainsi que le montre la figure 4, la

v Titrages el pouvelr tampon du
pH 3107 CARBOPOL 940 demi~neutralisé
i1
1 AN
kS . ; ! 5
3 v . e
Figure 4 7'
| .
. ) ML 0BM ml NaOH 6’5.N

ESN A S T T

Qa_&eé_?&arr‘ip%ﬁan’ﬂd’uf GARBOPOL 6st réel puisqu'il vaut environ la moitié de cefui d'un
tamipandcétate ‘de’ meme normalits. Le ‘pouvoir-tampon [ est défini sefon Martin3
e B s T Al

—= gy AB est le nombre dequivaient-grammes
joutés:par. litre.“de’ Solution ‘tampan.

;. par_ T'expression - =

'&”ii&:r:ri'::'r'%éma_ni' fgié'@: &&RE&OF"GLS&une empdrature supéricire & la normale

istar & des _.'géisj.-'dé'-}:CA'F['BQ'P:QLE_r]"_e'ét_: pratiquement. pas madifide lorsqu’on
% températures ‘exigées ‘par les .essais de vieillissement accelére.

pate '@i_q'h’;éiri{z:ﬂés"e:t--aiﬁ:_r_z_d’t;‘c_ﬁmétré_qulefs,:.'_-'orz._.'dé_terrﬂme ies poids
ARBOROL Y e _ uivalent -peut-'se..détinir comme &tani. le-
d'ung unife monomarigue rexpeérimentalemient 73,5 pour-le 834 -

s quela Gobdrich  Chemidal: Company indiqué 75; approximation suffisante
lon tent. compte de..Iumidite. du produdt ‘4 la Yivraison (supérieur & 72, donc

ésente ‘de ramifications).

|l faut daterminet maintenant ie P. M. du copolymére : Bueche et Harding® ont publié
“une “méthipde . originalé: -pour. déterminer -l P, M. de polyméres linéaires ol Pon
“éfidie'te‘'comportement rthéologique des polymeéres linéaires en pelotes statis-
i 'tiques ‘selon’ leur exprassion. Ces auteurs -tiennent compte des forces de rotation,
““d& compression et de dilatation exercées suf le polymére par 1a conirainte de cisaille-
C.ment ¢ ¢ #e prouvent que la chute de viscosié n'est pas seulement fonction du
gradient de vitesse D, mais aussi d’'un temps de relaxation ©. Celui-ci est un para-
- metre moléculaire directement proporiionnel au P. M. Leur retation fondamentaie

" g'exprime gomme ‘sult

© The Author.All rights reserved @
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& en sec, ==

1, est le coefficient de viscosité pour un gradient de vitesse nui
v est le nombre de molecules du polymére par unité de volume
k est ia constante de Boizmann {1,3805 . 10-'% arg/degré)
T est la température absolue

7 Ak Tc. 8
Le P.M., ou M, = = I —

12y,

A-est.le ngmbre d'Avogadro: {6,0886 .. 1022 mole-l). - -
¢’ est la concentration. en-g/mi- A

La thécrie prédit gu'en portani y /i, en-ofdonndes et log.{

ohtient toujours ' la. méme:courbe.” Cette: colrbe. universelle,’ atabli
par Bueche, est leur courhe standard. Elie petmet-de caldiler:le tormps de relaxa
d’une dispersicn d'un. polymére. de Pl ineonnu. Pour: ce'faire; on fface a’ L
échefle sur un papler-transparent la courbe /v, en fonction de’log: D du polymere
4 vétude. En superposant ceite courbe  d-la courbe standard et eni opérant dne’
transtation horizontale, on détermine log . o N

Cowrbes de Bueche

courbe theorique

niM. SRR
1 oo courbe experimentale
Figure 5
0%
. log B
4 ; ! ‘ . 5 , . U

Limitations de ceite méthode. — Cette méthode ne s'appiique qu'a . des.dispsrsions
concentrées {au minimum 20 % en polymére), les dispersions plus diludes. exigeant i
I'introduction d'un facteur de correction. De nombreux .essals ont.été nScessaires
pour que M. Testa trouve un liguide dans lequel les CARBOPOL -présenient, A haute:
concentration {20 %o P/V}, un comportement pseudoplastique sans seuil d’&coulement.

C'est I'acide propionique additionné de 0.7 %» d'eau qui a donné toute satisfaction.
Les suspensions de CAABOPOL ont &té homogénéiséss avec un mixer Brookfieid
pendant 1 minute & raison de 60 000 cisaillemenis par minute.

Compte tenu des iHimitations de la méthcde (consultez fouvrage de Moore7), et en
particulisr du degré inconnu de ramification, nous estimons que fe PM viscosimétrique
das CARBOPOL est de Vordre de plusieurs dizaines de miilions.

A l'aide de ce PM approché, on tente d'estimer leur farce ionique et I'on obhtient des
valeurs de v aberrantes, de P'ordre de 5000, qui nent aucune signification, Puisque
ja formule de Lewis et Randell est inapplicable aux CARBOPOL, force est de
rechercher une autre soiution. Celle-ci représente un travail d'approche, nuliement
exempt de critigues, mais chague galénicien a irop I'habitude des compromis pouz

s'en offusquer.

Foroe jonkgue dos CARBORLL

Considérons a nouveau la figure 2. — L'axe des ordonnées est logarithmiqu!fa; ia
viscosité réduite croit ds fagon exiraordinairement rapide et, comme nous I'avons

- © The Author.All rights reserved




deja mentionné, on. est loin d'une relation tendant vers la linéarité parce gque ies
Jnteractions entre les macromolécules. du pdlymére sont trés fortes. Pour diminuer
- gés intéractions, on peut recourir & lincompatibilité des CARBOPOL en présence
‘d'élecirolytes; ce que l'on obfient en ajoutant différentes quantités de NaCh

- "Bous cetiaines réserves, la cofstante de.la force ionique se traduit par ia linéarité

{voir ‘N 00108 par ex}, en dauires termes, la force ionique du CARBOPOL est
- négligeabis _pa{_rappoﬂ a ceile du NaCi,

" ‘Neus remarguons gue les - concentrations supérieures 4 0,008N en NaCl sont teiles
que .la relation viscosimétrique apparalt lindaire. Pour des concenirations pius faibles,

: _OEUUEN et moins, la relation est d’un ordre élevé,

- Nous-adoptons alors up compromis, en choisissant une normalité initiale en NaCi de
{,003N; suffisinte pour supprimer la majorité des interactions, insuffisante pour donner

- une retation -linéaire.

- Noug confectionnons guatre dispersions de CARBOPOL 940, exactament demi-neutra-
"lisé, dont-ies concentrations fespeciives sont 01 o/oo, 0,2 ofoo, 0,3 o/oo et 0,04 o/oo.

k L Nbus‘_"désignons par § le pourcentage de la force ionique réelle du CARBOPOL par

. rapport 4 sa force.fonigue théorique qui est égale & 100 {soit 0,0027N = normalité
de -COONa @04 o/oo). -Four des & de 10 en 10 % entre 0 et B0 %%, nous
" ealcilors. 9 f6is la force fonique dé la dispeysion qui contient 0.4 o/oo de CARBOPCL
‘610,003 &q. g/ de Nall.
En ‘d'aufres . termes, la force jonique théorique est calculée directement A partir de
.~ Ya ‘rormalité en groupes ~-COONa. La force ionique réelie étant une fraction de cetie
Ciprea- tNéotique, Hous ofiérons une $érie  de-suppositions ol cette force lonigue reelle
“serait successivament le” 10 %, Ie 20 %/, 1& 30 Ve, etc., de la force lonique théorique.
" Pour: chigie; supposition, nous effectuons une série « isolonique » par additions adé-
“quaies de-NaCl-en supplémeant de la quantité initiale {voir fig. 6}

Dréat tg;
Fn fitlg Recherche d'une dilution Recherche d'une dilubion isoignigue du
o isoorique du CARBOPOL 840 _.;" CARBOPOL 940 . Yangentes des
R _fe-:C!O’J-- o demi- neutralisé segments de viscosiies reduites
10
o7t
0B
g5
S e |
LT L e cnngentration en Yae of
5 | o ) 5 o s
o “Figure 6. . Figure 7

_..'qu_is_ remarquons que la tinéariié n'est pas parfaitement réalisée. Pourtani la relation
fend vers ia-linéarité pour s'en éloigner. Un calcui des tangentes {fig. 7), pour les

‘- segments - de droite reliant les points voisins, permet de préciser ol ia courbe s’ap-

‘proche. au maximum de !a linéarité. Nous en déduisons que la force ionigue du
CARBOPOL 940, du moins aux faibles concentrations, n'aiteint que e 10 a 20 % de
celle que 'on calculeralt & partly de fa narmalité en groupes —COONa.

Ce résultat -approximatif est encourageant pouy enireprendre les études de cinétique
chimique.

45
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Happei : neutralisé = neuirs.—Le pH d’une dlspersmn de CARBOPOL 940, demi-
neutralisé, est voisin de 7.

Notion d'isgionie : en physiologie, deux solutions sont qualifiées d'iso-
joniques lorsgu’elies contiennent les mémes ions aux
m&mes concenirations respectives. S
en chimie-physique, deux. solutions sont qualifiées d'iso-- .~
ioniques lorsqu'elles possédent la. méme force fonique..

. &“anéismse de la pmcmm au sein i hydmgeis e GAH&!GP%L

Sans: entrer dans:le. démai, z‘noas pouvons précnser qﬂe nous rmmuvor;s,_
ces’ hyd{ogeis ies constanies A {de é : : :

e% Speiser)
Exemple : E, = = (12,7 =

fa durée de vie de la pmcame au;sein: de notre ﬁolyélestz’oéyta est qxzam ctbuial
rapport 4 sa durée dans ung soévt;on aqueuse -

il .ne me reste plus-gu'a VOUS: prier de-m'excusér- d@ vous avolr lmg}ose X1
démarche, truffée de « manigances » eu’ égars:% a Ia recherche dune force ze que
accepiabia. S :

1.2 3. FISCHER W.H., BAUER W.H, ¢f WIBEHLEY &.E. Yisld stresses and flow properties of carhory-
polymethylene waler ayszems Trang, Soc, Rbeoloy, 5 2% {1961},

4. ORY AM. tsber die rheclogischen Eigenschafien siniger Schleimstoffe und deren Mischungen.
Thise, EPF Zirich, (962

5 MARTIMN AN, SWARBRICK JJ. st GAMMARATA A, Physical pharmacy. t.es @nd Febiger. Philadel
ohia, 169,

5 BUECHE F. of HARDING S.W. A new absolule molpcular weight method for linear poiymers.
Jo Polymer Scb, 3% 1FF (1955

7 MOORE W.. Chimie-physique. Dunod, Paris, 1965,

am
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FEitude de la stabilite d’une
lipase d’origine fongique
en fonction

es excipients

et des conditions
de conservation

J.-M, AIACHE, P. MANDON, F. CHARBONNE, P. FEBVRE
Faculté de Pharmacie de Clermont-Ferrand

PROTOCOLE EXPERIMENTAL

La lipase

C’est une lipase d'origine fongique obie-
nue a partir d’'une culture de Rhizopus
arrhizus Var Deiemar. La culture est rea-
lisée sur un milieu liquide a base de
farine de mais hydrolysée, de carbonate
de sodium et de sulfate d'ammonium.

Apros fermentation de 40 & 45 heures, le
jus est concentrg et la lipase bruie est
précipitée puls purifiée (1},

Eiie se présente sous forme d'une poudre
amorphe de couleur grisatre. Elle est trés
goiuble dans I'eau et insoiuble dans ¥Pal-
cool et les soivants arganigues.

Les excipients

Ont eté utitisés .

@ | e lactose codex.

@ L'excipient F.P. 11 ou Lactogiobuline-
factose * : c'est une fraction azoto-glucidi
aie, extraite du lait de vache, siérilisée et
atomisée. Ce produit se presenie sous
forme d'une poudre blanche pratiquement
incdore, hygroscopique, en grande partie
soluble dans l'eau. Sa composition ana-
fvtique est ia suivante : iactose anhydre
70 & 75 %, matiéres azotées 10 a 15 Y.

* FP 11 : Nem déposé : GATTEFOSSE, Lyon.

© The Author.All rights reserved

® Lo dioxyde de silicium : connu sous le
nom commercial d’Aerosil *#, Deux types
ont é&té choisis :

Aerosit P 200 : dioxyde de silicium pur
standard. {I se présente sous forme d'une
poudre bianche de faible densité appa-
rente avec des particuies d'une exiréme
finesse, ll est trés hydrophile, possede un
pouvoir d'absorption d'eau élevé mais est
insolubie dans tous les solvants sauf les
liguides fortement alcalins.

Aerasil R 972 : dioxyde de silicium rendu
hydrophobe par fixation des groupements
méthyl 4 sa surface. i posséde les mémes
caractéres que le precedent mais est trés
hydraphobe,

Préparation des gélules

La formule générale des gélules est la
suivante :

Lipase : 7500 U,

Excipient g.5.p. o1 gélule n" 1
50if :

Lactose .

Excipiont FP 11~ 20 238 %

Aérosil P 200 03 %

Aérosil R 972 : 8 %

** Aérosil : Nom déposé : DEGUSSA, Francfort.
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Le mélange des poudres est réalise au
mélangeur cubigue durant 15 minutes.
Puis les gélules sont remplies rapidement
avec le gélulier manuel.

Conditlons de conservation

Les gélules ainsi préparées soni enfer-
mées dans des flacons en verre blanc, de
150 ml, fermés ou non par une capsule
de bakélite.

Chaque ot ainst conditionné est fraction-
né et placé pendant 365 jours dans des
conditions de stockage différentes, deja
préconisées par d'autres auteurs (2-3) :

1) Température du laboratoire et lumiére
(A} {20 a 25%)

2} Température du labocratoire et obscu-
rité (B} {18 & 23%)

3} Etuve séche a 45° {C)

43y Afternance éluve séche 45° et salle de
plein air {15 jours dans chaque} (D)

5} Etuve a 37° avec 70 % d'humidité (E}
6} Alternance étuve humide & 37" et salle
de plein air {F)

7} Salle de plein air {G) : variations impos-
tantes de température.

Chaque lot mis dans ces conditions de
conservation est [ui-méme subdivisé en
deux fractions ; la premiere est conservee
dans un flacon ferme et la seconde dans
un flacon identigue mais ouvert

Evaluation de I'activité de ia lipase
L'activité de ia lipase est suivie par eva-
tuation de san activité jipolytique (4).

Pour cela on titre par de ia soude 0,1 N
a pB constani (7,5), les acides gras libé-

rés par action de fa lipase sur une emui-
sion d’huiie d'olive siabilisée par de {alb
cool polivinylique, Ce dosage est réalise
de fagon entigrement automatique par un
combi-titreur Méthrom (*), Cet appareil est
composé& d'un pH metre et d’une micro-
bureite commandé par un bloc &ectroni-
que relié au pH métre: ainsi toute madi-
fication du pH du milieu réactionne! dé-
terminée par {'glectrode de verre est com-
pensé par une addition de ligueur neu-
tralisanie déversée par le microbec de la
burette qui plonge dans Pémulsion.

La quantité de soude ajouiée au mitiou
pour maintenir e pH pendant un iemps
fixé donne une idée de [aclivite de la
lipase.

& Raactifs utilisés :
solution a 3 % d'aicool poiyvinylique
solution de Ca Cl 0,1 M
solution de Na OH 01 N
solution d'albumine bovine & 10 %

e Mode opéeratoire

Préparation de I"émulsion d’huile d'olive:
A 50 mi de la sclution d'aicooi poiyvinyii-
gue on ajoute 50 m! d'huile d'olive neu-
tralisée et 25 mi d’eau distiliée. On émul-
sionng ce meélange 2 minuies & [uitra-
turax puis an fe filtre immédiatement sur
toile pour sliminer les bulles d’air qui, en
se dégageant, feraieni casser Pémulsion,
Préparation de ta solution enzymatiguse :
les gélules contenant la iipase pure
ou les mélanges lipase -+ excipienis soni
ouvertes et leur contenu versé dans un

* Ela SOFRANIE, Paris.

AQ
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bailon jaugé de 200 mi de fagen a obte-
nir une solution a4 0,5 g/l d'enzyme.

Les mélanges contenant un excipieni so-
fuble donnent une bonne solution. || n'en
est pas de méme avec les aérosils qui,
insolubles, provoquent fa formation d'une
suspension peu stable. De plus ces pro-
duits ont tendance a retenir adsorbée une
fraction de !'enzyme, l'inaciivant aussi, ce
qui fausse partiellement les resultats.

® Dosage proprement dit:
Dans {a cellule de Vappareil, on met dans
fordre :

I'émulsion d’huile d’olive 7.5 mi
solution de Cl.Ca 5 mi
solution d’albumine bovine 2 mi
eau distiiiée a 37° 74,5 mi

La température du meéfange est maintenue
a 37" par un bain-marie.

On ajuste fe pH a 7,5, puis on ajoute la
solution enzymatique a doser, Pappareif
@tan: en régulation automatigue on de-
clenche aussitdt le chronomeire. Toutes
tes 30 secondes, on note le nombre de mi
de soude 0, N utilisés.

On laisse agir ainsi 'enzyme pendant 6 &
B minutes environ, puis on trace une
courbe en portant en ordonnées le temps
en seconde et en abcisses ie nombre de

micromoles de soude utilisées {(au moins
100 micromeies entre la 3° et la &6 mi-
nute). Getle courbe comprend une partie
ol les points sont pratiquement alignes.
A partir de cette portion, on calcule sur
un intervalle de temps de 2 & 3 minutes,
le nombre de micromoles de soude uii-
lisées en une mindte pour neutraliser les
acides gras libérés par la quantité d'en-
zymes mise en muvre.

L'unité de Hpase est alors définie comme
étant fa gquantiié d'enzymes qui dans les
conditions du dosage décrit Hibére en una
minute une guantité d'acide gras pou-
vant neutraliser exactement une micro-
moie de soude. La iipase de Rhizopus
Arrhizus utilisée doit titrer au minimum
45 000 u/g.

Les déterminations sont réalisées fars de
la préparation des gélules puis périodi-
quemeni au cours de Pannée, tous les
mois, sur des prélévemenis correspon-
dant aux différents lois.

HESULTATS
Les resultais sont réunis dans le tableau 1.

Pour la clari¢ des résultats seuies sont
indiquées ies diminutions en pourcentage
de lactivité de ia Hpase aprés 12 mois.

DIMINUTION DE L’ACTIVITE DE LA LIPASE APRES 12 MOIS {en pourcentage)
en fonction de 'excipient et conditions de siockage

Conditions de stockage Lipasa 'y ' o | b Aerosi 1 b B 872
purg | Lactose |+ FR 13 B 200 fidrosii
Labo umiére
Flacons fermés (a) 8.0 5,1 417 43,1 286G
Flacons ouverts (8s) 17,1 29,5 30,2 409 29i4
Labo obscurité
Flacons formés {b:) 4.2 4.5 8,7 11 .G 24,7
Flacans ouverts {b) 18,3 ja7 31,8 207 545
Etuve sache 45°
Flacons fermés (Ci} 39,1 52,1 55.68 55,1 500
Flacens ouverts (o:) AB.4 49 G5 54 424
Alternance éiuve seche
45° salle de plein air
Flacons fermés (di} 79,9 53 4 54,9 499 47
Flacons ouverts (da} 84,6 s 39,6 47 42
Eifuve humide 37°
Flacons fermeés (e} g 14,3 AR O as ;-
Flacons ouverts (e} @7}; 39,7 ;2%0 43 g’:é
Alternance étuve humide
37° saile de plein air
Flacons fermés {4} 52,8 a7 7 2B 475 46,3
Flacons ouverts {f.) 58,6 403 40,6 516 48,1
Salle de plein air
Flacons fermés (g} 20,8 8,19 14,0 26,8 a5 %
Flacans ouveris {gs) 37,0 33,8 205 26,4 B4 5
¥ Excipient FP 11, Gatletossé Ets. Dans les conditions les plus rigoureuses de siockage, alternance
&tuve 37¢ et plein air, {'excipient FP 11 assure sensiblement & mocilieure conservation de fa Lipase.
49
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DISCUSEION

Ces résuitats nécessitent quelgues com-
mentaires ;

& Les gélules contenant de la lipase pure
{tableau 1, colonne 1} présentent une
zssez bonne conservation : en effet, la di-
minution de Factivité enzymatique esi re-
tativement faible, suriout forsque les gelu-
les sont conservées on flacoms formas &
la fempératurs du laboratoire, & la hanige
re ol mdme & Pobsewié 1 4 n'y a prati-
quement pas de différence enire ces deux
cenditions.

En flacons ouveris, ies taux d’abaissement
sunt plus élevés mais resient cependant
inférisurs & 20 6. Lorsgu'on ouvre une
gélule de lipase pure, l'examen visuel
montre, aprés 12 mois de conservation,
qu'en flacons fermés la poudre ne s’esi
pas agglomérae st sa teinte a peu évolué,
Alors gquen flacons ouverts |a poudre a
la forme ocylindrique facilament {riable de
teinte pius foncée.

Mais par contre, conservée dans les mé-
mes conditions mais avec des excipients
"activité de [a lipase s’abaisse plus nota-
blement quel que soit I'excipient choisi:
les mémes résuitats élant ohienus avec le
lactose Codex ou J'excipient FP 11, L'as-
poct de la poudre des gélules est sensi-
blement identique & celui observé avec la
iipase pure.

@ A Pétuve séche & 45°, 1a dégradation
de fa iipase pure est plus marguee (F.F.:
391 % F.O. 7 46,4 %). Mais cette dimi-
nuticn da tiire est 4 nouveau inférieure
a celle observée avec les gélules conte-
nant le mélange lipase -+ excipient. Dans
ce cas, paradoxalemsnt d’allleurs, ce sont
les gélules contenues en flacons fermés
qui présentent touies ces diminutions
pius importantes, Cecl pourrait s'expliquer
par le fait gu'a cetie température 'eau de
constitution des gélules est libérée mais
ne pouvant s'évaparer, scoélére la dégra-
dation de Uenzyme (3).

Les pourcentages d'abaissement les plus
importants sont oblenus avec les deux
types d’aérosil. Avec le lacipse ou el
F.P, 41, ces taux sont assez voisins, A
'examen, le contenu de touies gelules se
présente sous forme d'une poudre non
agglomérée de teinie plus foncée et a
Peell, il est difficile de différencier la pou-
dre des gélules des flacons {ermés ou ou-
vorts.

o A Patuve soche & 457, en allernance
sveq la salle de plein 2¥%, I tipase pure
se dégrade considérablement (F.F.79.9 %,
F.O. B4 %) les variations de tempera
tures étant trés importantes.

Par contre, la lipase accompagnse de dif-yg

férents excipients conserve une grand

partie de son activité puisgue les fau
d'abaissement soni irés voisins de ceux®
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observés a I'étuve séche a 45°. Comme
précédemment d’ailleurs, ce sont les gé-
tules des flacons fermés gui ont des pour-
centages d’abaissement plus margues.

2 A I'étuve humide & 3¥°, g lipase pure
se dégrade sensiblement mais a un iaux
moindre qu'en éiuve séche a 45" en aler-
nance avec la salle de plein air, Elle se
présente dans la geélule sous forme d'un
cylindre assez dur presque noir, d'aspect
calcing. Additionné de lactose et conser-
vé en flacons fermés, la Hpase ne pré-
sente gu'un abaissement d'activité de
1439 |’aspect du mélange est pratigue-
ment inchangé, Avec les auires excipients
et conservé en flacons fermés ou ouveris,
ies pourcentages d'abaissement sont voi-
sins de ceux obienus avec la lipase pura,
Cependant avec te F.P. 11 ou PAérosil
hydrophiche comme excipient la degrada-
fion de Penzyme est moins marquée en
fiacons cuveris quen flacons fermés. Ce
serait peut-étre di a ia formation d'une
crolte épaisse a la surface du cylindre
de paoudre, crofte qui protégerait ainsi
intérigur du meélange.

® Dans Pétuve humide en alivrnance aves
la safie de piein air, ja diminution de
'activité de la fipase pure est assez maf-
guée et se frouve &tre iréds voisine de
celle observée en étuve humide seule
(F.F. 52,8 %, F.O.585%). Cependantavec
1e E.P. 11 comme excipient, la dégradation
est trés atténuée (F.F. 28 %, F.O. 408 %s)
tout comme avec e lactose & un taux
moindre toutefois (F.F. 37,7 %, F.0. 42,3 %},

® Epfin conservée an salle de plein alrn
ja tipase samble résister aux variations d&
température, trés nombreuses. Le pour-
centage de diminution d'activité est pres-
que pour tous les melanges bien inférieur
a4 ceux ohservés dans ies autres condi-
tions de conservaton,

La lipase pure présente un taux d'abals-
sement de 20,6 % en flacons fermés et
37 % en {lacons ouverts, alors gu'avec
FP. 11 ce taux n'est plus que de 140 %s
en flacons fermés et de 209 % en fla-
cons ouverts, Avec le laciose ces taux
sont de 81 % en flacons fermés et de
33,8 % en flacons ouveris.

Du point de vue aspect, la ilipase pure ou
additionnée de F.P. 11 ou de iactose
n‘est pas agglomérée et sa teinte est pau
modifiée si les gélules ont &té maintenues
en flacons fermés. En flacons ouverls, ies
mélanges sont compacis et leur teinte est

,;‘;pEus foncee.

COMNCLUSIONS

8t ox resultats obtenus au cours de cetle
4tude expérimeniale nous permeitent de
irer guelgues conclusions:

Ainsi, 4 ia température du iabora_ioére
2t A la lumiére ou & I'obscurité fa lipasz



semble mieux se conserver lorsgu’elle est
pure non accompagnée d'excipients {non
divisée).

@ Par contre dans les autres conditions
de conservation la lipase pure se dégrade
assez vite et de fagon notabie.

@ En présence de Pexcipient F.P. 11 ou
de lactose la diminution de lactivite de
la lipase est moins marguée. Ces melan-
ges sont donc intéressanis dans ces can-
ditions de censervation,

e |’additicn a la lipase de dioxyde de
sitice normale ou hydrophobe ne semble
pas ameiiorer la stabilité de {'enzyme. Au
contraire, ces produits frés fins, trés di-
visés retienpent une partie de ia lipase
lors de la mise en solution pour le dosage,
faussant partiellement les résultats en di-
minuant son activité.

® Les résuitats montrent d’autre part gue
la conseryation en fiacons fermés est &
gerement meilleure gque celle en flacons

ouveris, toutes les auires condilions atant
identiques. Toutefois ces diférences sont
peu marguées et méme a l'étuve séche
les gétules en flacens fermés sont plus
dégradées.
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& The use of enzymes in human therapy is not recent, and the difficulties
in their preparafion so thal they remain stable in galenic forms are
well known. On the other hand, some enzymes of fungic origins have
i been put on the pharmaceuiic market, thus enabling galenists and
clinfcians to have easily at their dispasal a large quantity of those

substances which, moreover, are stable.

That is why we thought it would be interesting to study the influence of the
excipients and storage condiions on a fungic fipase.

These gelules contain either pure lipase or a mixture of lipase and axcipienis.
These mixtures are divided into several bafches, each one heing put in different
storage conditions.

CONCLUSIONS

At room femperature, inn light or darkness, the lipase seems to koep beiter when
it is pure, with no added excipient (non divided).

However {either continuously in a drying cupboard at 45° C or aliernating with
an open air roam; or confinuously in a moisturizing cupbeard or alternating
with an open air cupboard ; or simply continuously in an open air cuphoard},
the pure lipase breaks down Guickly.

in the presence of F.P. 11 excipient or of lactose, the fail in activity of the lipase
is less noticeable. These mixtures are therefore useful under these siorage
conditions.

- The addifion to the lipase of hormal or hydrophcbic silica does not seem
to improve ifs sfabilify.

— On the other hand, these results show thaf sforage in closed flasks is
slightly better than in open flasks, all other conditions being ideniical.
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IMAGE DE LA CHIMIE
AROMATIQUE

SOLAROMES

ESSENCES SOLUBLES

CITRON / ORANGE / MANDARINE / MENTHE
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Ftude galénigue, analytigue
et toxicologique

d’une base d’excipient :
EFOS

Spécifications genérales :

Le produit est un palmito-stéarate de glycols obienu par estérification d’ acides
palmitigue et stéarique par un groupe de glycols sous des conditions définies de
température et de temps.

Le praduit obtenu est additionné d'un dérivé phosphorique d'alcools gras appartenant
4 la familie des émulsionnants anioniques acides, dérive qui permet {auio-émulsionna-
bilite du palmito-stéaraie.

Le produit est une masse cireuse, de couleur blanc crems, présentant une ires faible
ndeur sui-generis.

e Spécifications physigues :

e Point de fusion 1 43/ 48°
® pH d'une dispersion & 10 p. cent dans l'eau : 55/6.5

® Solubililés

Alcooi : soluble avec trauble
Ether : solubie avec troubie
Huile végétaie . insoiuble
Huile minérale ;. insoiuble
Eau : dispersable a chaud
e Specifications chimiques :
® |ndice d'acide ¢ inférieur 4 6
& Acidité libre : inférieure 4 3 p. cent (exprimée en acide stearigue)
¢ |ndice de saponiiication + 105/ 120
@ indice d'icde . inférieur a4 3
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Applications pharmaceutigues et cosmélticues ;

La possibiité du produit de former en présence d'eau des gels siéariques brilants,
onctueux et stables a4 la chaleur, permet des applications pharmaceutigues et cosmeé-
figues : {e produit est préconisé pour ia préparation d’émuisions, pommades émui-
sionnées et cremes a phase continue agueuss

» Formule type de préparation émuisionnée -

18 SEDEFOS

a LABRAFIL M 2130 C8

12 HUIE DE PARAFFINE FLUIDE

3 GLYCERINE

0,1 CONSEBVATEUR (dehydroacetate de sodium)
63,9 EAL PERMUTEE

100

Mode opératoire :

Ghauffer fous Jes consfituanis meélangés a -+ 70" C. Refroidir ensuite sous agitation
lente mals constanie. Passer dans up affineur et atiendre un mirissement gui
s'effectue en queiques heures.

Contréle :

Aspect ¢ Emulsion blanche lisse et _moile. )

tadre @ 70° 24 § donnant a 62° : [48let a 38° : [17

pH : 6 (cbtenu sur une dilution dafis Yeau purifiée),

Dureié [ Mahler : 15

Entre-tlamas : Bon

Etude de stabilité a I'étuve

Aprés un iour de consarvation 4 Fétuve a + 50°C une légare rupture d’émulsion
apparait 4 ia base du flacon.

Aprés un seéjour de un mois a I'étuve & + 40°C [a préparation apparait totalement
stable,

Les doses demploi précenisées pour la préparation des émuisions type pommades
émulsionnées et crémes, sont de 15 & 20 p. cent.

# Examen du taux maximum de Lanoline dans la phase grasse :

FORMULE DE BASE :
18 SEDEFOS
12 HUILE DE VASELINE
3 GLYCERINE . pH : 63 a 84
1 CONSERVATEUH @ FONDIX G \
Q.3 p. cent EAL PERMUTEE

A cette formule a été ajoutée de la LANOLINE DESODORISEE a des cohcenirations
variables. Les diverses formules cont éié appréciées sous P'angle rhéologique ot
examinges du point de vue stabilité a Pétuve.

Stabilité a Stabiité a

Pourcentage Dureté Fétuve & 40° Pétuve a 507
de Lanoline pendant 1 mois {pendant 1 semaine

5 — Ben Bon

10 — Bon Bon

15 3,60 Bon Bon

20 8,10 Bon Bon

25 33,50 Ben léger exsudat

30 27 Bon iéger exsudat

35 48 Bon léger exsudat

Conciusion :
Les formules renfermant pius de 20 p. cent de LANOLINE deviennent trads dures,
et leur stabilité est médiccre. Le taux de 15 p. cent représente la valeur maximale

pour la formule considerée.

[=g ]
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» Examen du pH compatible

FORMULE DE BASE :
18 SEDEFOS

4 LABRAFN, M 2130 CS !
19 HUILE DE VASELINE FLUIDE M8
3 GLYCERINE \ pre sk

1 GONSERVATEUR @ FONDIX €
0.8 p. cent EAU PERMUTEE

i Biabilité 4
o e Ma O [ Iétuve & 40
40 pandant 1 moiy
0 6 stable
5 79 stabie
10 9.1 siable
15 9.3 stable
20 9.8 siable
#y Stabilité a
dacide acdligue it Péluve a 40v
i pendant 1 mois
5 29 rupiure emuision
™ Siabilite 2
S d'acide acétinue - i Pétuve & 4ap°
10 pendani 1 mois
5 5.2 stabie
10 5 stabie
15 4.8 stable
20 4.6 stable

CONCLUSION :

Les émuisions au SEDEFOS sont stablos a - 40° pendant un mois, quelle que soit
fa valeur du pH - de 4 &4 9.

# Comportemeni des principes actifs pharmaceutiques ef cosmétiques @

Les principes actifs thérapeutiques, dermopharmaceutiques et cosmsétiques, ont &1é
appréciss dans leur comportement vis-awvis d'une formule d’émulsion réalisée avec
SEDEFOS.

Les formules retenues ont été vérifiées valables dans leur stabilité & I'étuve a + 40°
teur consistance et leur aspact organoleptique.

Dans ious les cas, fes formules ont éié réalisées avec 18 p. cent de SEDEFGS,
ot les emulsions obtenues apparaisgsent comme des crémes difes molies, soupies,
ot uiilisables en tubes.

DGOSE
PRINCIPES ACTIFS b. cent CONSERVATEUR oH

Hulle de Calendula 5 8.5
Extrait placentaire 1 G.5
Acétate d'Hydrocortisone 0,1 Mélange Déhydroacétate

de Sadium et Acide

Sorbinue 4.9
Atantoine et Lactalbumine n2/2 Fondix G 7.2
Dihydroxy-acétone 4 Fondix G 7.5
Acide Alphacétogiutarique 3 Fondix G 2,2 (cassé)
Hydroxyde de Bismuth 2 Mélange Metoxyde sodé

gt Acide sorbique 6
Méthocarbamol 10 7.1
Saticyliate de Glycol 5 6,3
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Eludes physiologiques * ;

@ Elude de ia iniérance cutanée et oculaire :

Le produit ayant servi & {a réalisation de I'essal nous a &6 adressé par jes Etabiissements GATTEFOSSE,

sous forme d’une émuision a 35 % dans Veau distiliée, ot il provenait du ot n® 4 {Septembre 1571}

Sur cet &chaniilion, nous avons procédé, chex e lapin, aux essais de lolérance locale sulvants
1} TESY HRITATION PRIMAIRE say 1o pesu normale ef scarifién @

2 TEST DIRAITATION QCULAIRE ;

F OTEST DE THLERANCE CUTAMEE, pay application itdralives.
Ces fesis ont &té effectués selon fe protocole décit au Journal Officiel du 21/4/71, et les afteinies
évaluées selon Jes barémes fixés sur ce méme protocole,

P ESSAI DE TOLERANCE CUTANEE

CHEYZ LE LAPIN

L'essai a été praliqué sur des lapins de
race Néo-Zélandaise femelles, pesani de
25 a 3 kg.

Parmi P'ensemble des lapins en notre
possassion, nous avons choisi las ani-
maux présentant une fourrure peu dense,
ce faii signifiant géneralement une re-
pousse des poiis peu importante,

La veille de f{application du produit, 24
fapines ont é&ié épllées au moyen d'une
tondeuse électrique et par application
d’'une créme dépilatoire 4 base de sul-
fure de Baryum, de savon, de falc et
d'amidan.

Le jour de l'essai, seuls les animaux pré-
sentant un aspect de la peau impeccable
ant été retenus. Sur les 11 lapins choisis,
10 subirent le test d’irritation primaire par
application pendant 24 heures du produit
& fester, sur des zones denviron 3 cm?
de peau normaie et de peau scarifiée

TEST CUTANE DUHRITATION PRIMAIRE CHEZ

{3 iraits effectugés au vaccino-style sans
saignement}.

L'émuision de SEDEFOS 73 a été appli-
quée 4 la dose denviron 200 mg par
appiication, et maintenue en contact avec
la peau par des adhésifs spéciaux « paich-
test » (sparadrap non allergique. Ces
« paich-test » ont eté eux-mémes main-
ienus par des bandes de sparadrap fai-
sani entiérement e four du tronc de
ffanimai.

Apres apposition des « patch-test », les
animaux oni{ été maintenus pendant 24
heures en cages a contention, a ia suite
de quoi ies patch-iest ont été enlevés et
ta leciure effectuée.

Les animaux ont é&{é alors remis en cage,
e une seconde lecture a éi¢ pratiquee
48 heures aprés, soit 72 heures apres
'application.

Les lectures a4 24 et 72 heures ont éié
effectuées selon I'écheile décrite au Jour-
nal Officiel.

Les résultats dans ie tableau suivant.

LE LAPIM

{selon la méthode officielle - J.O. du 21-4-71}

PRODWUIT TESTE : SEDEFOS

APPLICATION : Sur 6 lapins de race Néo-Zeélandaise

indice d’irrtation primaire cutanée (X/24}

o]

EVALLATION DF LIRRITATION
. 24 HEURES 78 HEURES FOTAL
i"A;\f.jN TONE . -
Eryindmeg Oedéma Erythdme Qadame Er, o+ ol

118 ZOng i il i i
Zong 4oy o It} 3 It}
{18 Zone normaks 2 4] i i
Zane scartfige b 8 i 0
ERE Zone fAormale ] i 0 0
Zong scarifide i 0 4] 1]
120 Zone normate O ] a 0

Zoneg scartide 1 0 [y &} 1
12 Zona normale o 3l o s}
Zone searifidge & ol G G
122 Fane numhale Y 3l ] i
Zone scarifide g 0 I il

TINPAL (¥} e i

NON IRRITANT

Non irritant « 0,6
Légarement irritant {05« 2}
Moyannement igritant (2 - 5)
Sévaremant irritant (5 - 8)

* Fravail du Centre de recherches et essais bicloaiques dos Oncins {IFFA-CREDQ}.

AR
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Ho. TRESY DIRRITATION OCULAIRE
CHEZ LE LAPIN

Le test dirrilation oculaire chez le lapin
a &t réalisé seion le protocole figurant
au Journal Officiel du 21/4/71.

Ce test a éfé effectud chez 16 lapines
de souche Neéo-Zélandaise, pesant 3 kg
environ, et présentant un état impeccable
de la cornée, de liris et de la conjonc-
tive, pour les deux yeux.

Sur chague lapin, une perte représentant
environ 50 mg de créme a été appliquée
dans le sac conjonctival gauche, Vol
droit servant de témoin.

Les animaux furent mainienus peandant
16 a 18 heures en cages de coniention
puis les yeux furent essuyes. Une lec-
ture selon I'échelle figurant au protocote

fut effectuée aux temps 24 heures et 48
heures, aprés l'application du produit.

Les sommes des atieintes de ia cornée,
de Firis et de la conjonctive de chaque
animal dans chaque lot, permetitent d'a-

-boutir par iot & une moyenne générale.

Nous avons arbitrairement classe les pro-
duits comme suit :

MOYENNE GENERALE|CLASS. DU PRODLNT
[ T {1 Pas irritant

104 30 ..o Peu irritant

WA 60 i freitant

80 a4 10 ..oaeien Sévérement irriant

Les résultats obtenus figureni dans e
tableau ci-aprés.

TESY DHERITATION OOULAIRE CHER LE LAPM

PRODUIT TESTE : SEDEFOS {Gréme & 35 %)
APPLICATION : Sur 6 lapins, de race Neo-Zélandaise (Albinos)
EVALUATION DE L’ATTEINTE A : 24 heutes

i b4 3 L [ &
B - Bragrd dropscitd .
b {© Sy e 0 ] 0 g o 5
g #o Buriace {1 -4} Mayenao
i) i
£
Ao BB {bax, 80y ]
Dagré de congesils
@ R 4 o o 0 0 o | Moyenae
O {Mene i3 &
A - Larmoiament
" o ¢ U G i 0 o
£ & - Chemosis .
g o o g a % 0 !
-2 O - Fougissemant paipg- .
é tral J{Q ,Lfg‘} ant paipg it 4 0 a il 0 ?u?nyés‘-u‘um
i kd
TOTAL A+ B 0 o2
[Bdax 5 &
TOVAL PAR LAFIN {Max 110 } & [ ! 1 & E o l i* i & g

MOYENNE GENERALE : 0

Conciusion : Aucun pouvoir irrifant sur la muqueuse oculaire.

© The Author.All rights reserved
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- TEST DE TDLERANCE CUTANEE
PAR APPLICATIONS {TERATIVES

Ce test consiste 4 appliquer quotidienne-
ment, pendant 3 mois consécutifs sur la
peal de 3 lapins, environ 2 g/kg du ma-
tériau a tester en les répartissant sur une
sutrface d’environ B0 cm-<.

Le produit est appiiqué sur le dos et les
flancs des animaux, préalablement ton-
dus, de fagon 4 ce que ia subsiance pé-
nétre totaiement. Les animaux sont régu-
litrement tondus au cours de ['essai {une
4 2 fois par semaine).

En cours de traitement, on note les mo-
difications pouvant intervenir dans ['as-
pect de la peau (érythéme, cedeme,
¢paisseur, acanthose, repousse des poils),
ainsi que Pdvolution pondérale des ani-
maux.

L'essai a é&t¢ mené sur 3 lapins O de
+

souche Néo-Zélandaise. Les obsesvations
rotenues lors de ¥essai mené avec le pro-
duit SEDEFOS, sont Ies suivantes :

1) Irritation de la peau

L'appiication, pendant 13 semaines, n'a
pas fait apparajire d’érytheme ou d'ce-
déme chez aucun des 3 lapins traités.

2) Toxiciié générale

L'administration, par voie cutanée, de
2 g/kg de SEDFFOS n'a provogué aucun
phénoméne d'ordre toxique évolution
ponderale et consommation de nourriiure
normales.

3} Etat de ia peau

Au cours du traitement, ia tepousse des
pois a toujours été normale. En fin de
traftement, 1'éiat macroscopique de la
peau était satisfaisant : aucun épaississe-
ment {acanthose).

COMCLUSION GENERALE

Les essais aigu et chronique de tolérance
cutanée d'une pari, et Pessai d'irritation
oculaite d'autre part, pratiqgués chez le
lapin de race Neéo-Zélandaise, ont moniré
la irés bonne tolérance du SEDEFOS
permettant son uiilisation en cosmétique
et dans les préparations pharmaceutiques
a usage iocal

emuision manufacture.

— great smoothness and shiny.
— stabie at any pH.
- stable af 40° C.

logical studies,

The GATTEFOSSE Research Laboratory has developped a self-emul-
silying mixture of fatfy acid esters, for use in continaus agqueous

There were already many latly acid ester derivatives of glycerol, sorbitol and
soveral glycols and polyoxyethylens glycals, few however allowed emulsion
production simuftaneocusly possessing the following properties :

This product has heen the chject analytical, rheologicai, galenical and physio-

Lala)
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L'uveton

Antisolaire anti-¢rvihémateus

Laboratoire d’applications de Gatiefossé Ets

1) Efude physico-chimigu

L’UYETON est une solution dans le sali-
cylate de menthyle d’'un agent filtrant pho-
tochromique, teguel présente les proprié-
tés physico-chimiques suivanies :

Le filire photochromique est une poudre
cristalline gris-clair, inodore, se decompo-
gant 4 -+ 150° et présentée a I'abri de ia
fumiere,

Eiie est soiuble & 20° C dans : huile de pa-
raffine, alcool éthylique, éthyléne glycol,
toluéne, salicylale de menthyie.

Eile est insoluble mais dispersable dans
f'eau.

Sa masse molécuiaire est de 4185, tandis
que sa formule développée est la sui-
vante :

Sa définition chimique est :

Cyclohexyl-1, diméthy#-3, 3, Indoline-2,
spiro-2’, nitro-6', methoxy-8' benzo {d} py-
rane.

© The Author.All rights reserved
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Les spectres d’absorption ultra-violetie et
visible, par rapport a {air sont les sui-
vanis :

* Gattefossé Ets,
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1

Lsnion 27 Sal

Speotres disbserpiion ultraviolet st visible par rapport & Llain.
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™
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e
M“M
Fimas 7 ean SR 0 Longi
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2 Etude physiologigue : L'expérimentation chez {anima! faisait

Le filire photochromigque a subi une série
d’essais de tolérance cutanée chez |'ani-
mal d‘abord, puis chez guelques individus.

appel & une solution de 10 g p, mille de
filtre photochromique dans le saficylate de
menthyle. Les animaux essayés ont eté
successivement le rat, le chai et le co-
baye.

Paralliélement a é1é essayée une créme
contenant ce méme filire photochromigue.
Au terme des applications les examens
macroscopiques et histologigues ne signa-
lent aucune iéston, ni de type inflamma-
toire, ni nécratique.

L'auteur des expérimentations souligne
néanmoins que I'application de filtre pho-

fa¥ay
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tochromigue en solution concenirée dans
e salicylate de menthyle, produit chez
quelgues animaux l'apparition d’une sorte
de crasse cutanée.

Les vérifications faites ensuite chez Yhom-
me confirment une absence de toxicité
aux dosas usuelles d'utilisation preconi-
EER



2y Etude dapplications

jait antisolaire
ANT-ERYTHEMATELX

i0  Téfese 70

5 Hulle de vaseline fluide
0,15 Conservateur

79,65 Eau Permutée

. s 5  UVETOMN
huile antisolaire 0,20 Parfum 4199

ANTI-ERY THEMA TEUSE

10 Végétol huileux Sureau 4144
10 Huile de noyaux

10 Palmifate d’isopropyle

54 Huile de vaseline fluide

6 UYETON . ) ]
Q.S. Colorant creme antisolaire

i5 Tésal

3 Labraiii M 2130 CS
5 Caienfil 3646

0,15 Conservaleur
71,66 Eau permutée

5 UWETON

0,2 Parfum 3565

EEBAIS DVAPPLICATION

L'efficacité et la tolérance cutanée chez
'homme ont été vérifiées apres applica-
tion des préparations sus-meniionnées
sous {'irradiation d’une lampe type Hdhen-~
sonne 222 {U.V. 2B0 a 400 nm et L.R. 800
a 1150 nm).

La protection cbienug & {'alde de ces
préparations a été démentirée par rapport
a une plage témoin,

Leffet rayonnani provoqué par le fifire
phaotochromique rend compte de fagon
visible, quasi instantanee, de {a protection
réetie du i&égument.

Enfin apparait une pigmentation moins
tapidement cependant que celle provo-
quée par des substances peu protecirices
ou méme sensibilisantes.

g1
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IMAGE DE LA CHIMIE
ORGANIQUE

SUPPOCIRE

EXCIPIENT POUR SUPPOEITOIRE

CONSTANTES ANALYTIQUES - PERFORMANCES TECHNOLOGIQUES

TOLERANCE RECTALE
SUPPOCIRE + LABRAFIL A HAUT POUVOIR DPABSORPTION

© The Author.All rights reserved



Point de fusion
des corps gras

Analyse statistique des résultats
de deux meéthodes

par M. Lucien WAGINAIRE
Laboratoire de Caontrile Eis Gattefosse

Cet appareil se compose d’une
piatine chauffante montiée sur
microscope permettant {‘obser-
vation visuelle de [Iéchantillon
sous lumiére polarisée, La pla-
fine est reliége au bioc de
mesure et asservie & une pro-
grammation linéaire de moniee
en température.

L'affichage numérique du pcint
de fusion se fait par déclenche-
ment manuel au moment de
I'extinction totale du champ.

Conditions opéraioires

@ Papparell est mis en équilibre entre 6° et B8° C au-dessous du point de fusion
théorique du produit examing,

@ 'sdchantillon est prélevé sur une lame de verre par frottement, sans surépaisseut,
® programmation : 1° C/minute,

® e point de fusion est affiché manuellement & lextinction totale du champ du
microscope,

e résyltats appréciés a £+ 0,1° C.

63
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L'échantition du produit & examiner sst
introduit dans un tube capiliaire en U
placé au contact du bulbe d’un thermo-
métre de précision (mercure, 1/10°C);
le systdme est introduit daps un bain
3 d'eau chauffé jusqu'a glissement de
I'échantilion.

oIt METHODE DU TUBE EN U
i
l
3

Conditions opératoires

o ‘”@gﬁ’ﬁé{ﬁ ® Jgchantiflon est prélevé & taide d'un
- frocart et se présente sous la forme d'un
vermicelle de 1 c¢m de long et de 3 mm
de diaméire,
® Pachantiffon est introduit dans la bran-
che conique du tube en U jusqu'a coin-
cement (sans foreer),
® |le fube est ajors fixé au bulbe du
thermomeétre et le systéme immergé dans
f'eau du bain préalabiement porté a une
température inférieure de 6° 4 8° C a celle
du paint de fusion thécrique du produit
examing,
e aprés mise en route de V'agitation, on
ragle la moniée en lempérature & environ
1° C/minute,
® on note la température dés gue l'achan-
\L}w o tilon commence a glisser,

GRS

e

iy

s o PR "
#_"_i& ﬁf‘f‘j»ﬁm Int résuitats appréciés & = 0,1°C,

RESULTATS

Dans le tableau ci-desscus nous n'avons consigné que les résuliats obtenus pouy les
produits sur lesquels le plus grand nombre de déterminations avait été réalisé afin
que ies moyennes obtenues soient les plus significatives possible.

Les points de fusicn indiqués dans les colonnes {2} et {3) indiguent donc la moyenne
des points de fusion pour différents lots d'un méme produit,

Nous avons également classe les produits sélectionnés en deux cateégories distinctes :
1) les esters : /| a été considéré comme ester tous ies produits obtenus par esterifi-
cation d’'un ou plusieurs acides gras sur un alcool ou un polyol,

ESTVERE

MOYEMNE DES POINTS DE FUSION {en = C) YALEURS EXTREMES DES PDINTS DE FUSION {en ° C)

Produll  Mathode  Méthode Dilldrence iy Wdthode FP2 Hoart Mithode Eoar

Fag s e s 13 tabre en U
{1 {2) 3) {4) (5} {6) (7} (8} {9)
A 565 8 66,0 4+ 0B 1,07 BEG /57,1 15  552/882 1.0
B 48,3 46,3 — D5 1,09 44,7, 470 23 459/470 1.1
] 56,1 56,5 e 11,4 0,7% 555/ 560 1,1 8.0/ A8,0 20
D 4481 50,9 s LB 3,66 48,0/ 50,0 20  B05/513 0.8
E 54,0 53,7 e (1,4 0,56 0.5/ 558 3.3 s2T/e43 1,6
F 456 476 - 0.4 1.93 AB0 [ 476 1,6 46,5/ 48D 1,5
G ADY 41,2 e {15 1,23 any 41,3 16 410/418 0.6
H 48,4 497 0.8 1,64 4767 48,5 1,9 492/ 505 1.3
H 405 51,0 e 47 1,42 47,8/ 51,3 40 a5/ 818 1,3
J A5 447 03 0,67 440/ A87 1,5  43.6/450 1,2
K HO.B 51,1 R 1,19 50.0/ 527 27 80,4/515 1,1
L 485 495 1.0 2,06 7.4 49,2 1.8 4B7/80,0 1,3
WGYanae s
péndrale 48,20 A9.88 0 e 3,548 148 Eoart moyen 2711 Bcart moyen 10, 2%
~ A
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2} les mélanges : c’esi-a-dire :

a) scit un meélange d'esters

b} soit un mélange d’esters et de cires

c) soit un mélange d’esters et de produits tensio-actifs (savons, alkylsulfates, condensats
d'oxyde d'éthyléne, etc..)

Cette distinction a été faite pour examiner la fusion de produits dont la composition
peut étre considérée comme simpie ou tout au moins dont fes composanis appar-
tisnnent a4 une méme famille chimigue par opposition aux meianges dont fes &léments.
bien qu'appartenant tous & la famille des corps gras, représentent des composés
chimiques de nature et de structure trés différentes.

MELAMNGES :
MOYENNE DES POINTS OF FUSION {en °C} VALEURS EXTREMES GFS POINTS DE EUSION (en °C)

Sroduit | Méthode Méthode  Dilfdrence Yy Méthode PR 2 Boast Méihade Ecart

Fez fube en U tube en U

1) 2 (3} (4 {5) (6} {7) (8) ®
M 440 452 {30 0,67 43,4 /458 2.4 44,2 1 46,0 1.8
N 45,7 504 - - 0,7 1,41 48,3 / 806 2,3 4987 51,0 42
o] iteR s 60,6 e 0 1,17 55,3 / 61,8 53 505 [ #1.3 1.8
P 44,1 457 - - 1.6 3,62 40,9/ 46,0 3,1 445 7 454 1,9
0 4540 45,7 - Q7 1,56 44,0 / 46,2 2,2 453/ 48,8 15
R 514 52,5 -1 2,14 50,6 / B2, 1,5 51,9/ 534 16
s 4.4 55,5 e 4 2,02 51,0 7 5452 52 54,0 /58,0 4,0
T 491 51,2 e 2 4,28 A7.2 [ 51,3 4,1 50,0 / 52,0 2,0
u 56,3 57,2 e 43,5 1,60 54,1 / 57,5 3.4 7.0 7/ 87,5 0,5
A 42,5 43,2 — 07 1.65 414 44 2.7 41,0/ 443 2,3
w 552 853 e - 01 0,18 54,1 7 56,5 24 54,0 7 563 23
X 44.8 82 - ~ 1.4 2,99 46,0/ 49,4 34 476 1 485 1,0

PR Y @R

pdndrale 48,84 5088 - 11,95 R Eeart moyen 3917 Ecart moyen 19, B3

CONMCLUEIING

— 1 En examinant ies résuitats dans leur ensemble, on peut noter que :

Quelle gue soit la méthode utilisee, les variations sont plus faibies pour les
esters que pour ies mélanges.

En effet, I'écart moyen maximum sur les mesures effectudes sur ies esters
est de 21°C et 1,2°C, alors qu’il passe a 3,2°C et 1,8°C pour les mélanges.

Ceg variations s’expliquent facilement par le poiymorphisme pius grand présenté
par ies meélanges doni on saif que ia plage de fusion augmenie généralement
avec le nombre et {a disparité des constituants.

— 2 5i on examine maintenant les résuifats en fonction de la méthode utilisée on
note que les poinis de fusion obtenus par la méthode FP 2 par Vappareil de
METTLER sont dans la piupart des cas inférieuys, pour un méme produit, aux
vateurs obtenues par la méthode du tube en U,

La différence moyenne sur I'ensembie des esters est de — 0,58 C, soit en valeur
retative 1,18 %, et celle de Vensemble des mélanges de-— 0,95° C, soit 1,90 %e.
Mous pensons, bien qu’il soit difficile d'en faire [a preuve, que les différences
observées soient dues :

-— d'une part, aux forces de frottement non négligeables qui retardent le glisse-
ment de I'é¢chantillon dans la méthode du tube en U,

- d'autre part, a l'influence de ia viscosité du produit proche de sa fusion gui
souvent, se présente sous [|‘aspect d'un corps plus ou moins pateux. Cetie
viscosité pouvant également retarder le glissement de ['&chantilion,
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© The Author.All rights reserved



— 3 Enfin 8i on considére les écarts maximum sur les résultats obtenus & I'aide de
chacune des méthodes, il apparait que dans la plupart des cas, les écarls sont
plus importants pour les déierminations effectuées & iaide de [|appareil
METTLER.

Ces imprécisions sont probablement dues & la difficuité d'appreciation visuelle
de la tusion finale. En etffet, en pius des différences gue nous avons notées pour
un méme produit selon la forme, la guantit®, la position de P'échantifion sur la
platine, 1a fusion se présente sous la forme d'un phénoméne coniinu, ‘e produit
passant pas plusieurs étapes successives telies que début de fusion, fusion
franche et fusion totale, sans limites bien définies.

Au contraire, dans ia méhode du tube en U, I'apparition du glissemeant est une
appréciation plus ponciuelle et irés limitée dans ie temps.

- & L’utilisation de {appareif METTLER FP 2 pour ia mesure du point de fusion des
corps dgras grace a {'observation visueile en continu du phénomeéne de fusion
permet de mieux comprendre, s’il en é&iait besoin, le comportement des corps
gras &4 la chaleur et surtout de concrétiser |la notion de piage ou zone de fusion
qui caractérise ces produiis.

Par conire, si on se limite a4 ia notion « classique » de point de fusion l'appareil
reste Imprécis dans sa mesure finale,

Néanmoins, i1 semble gue ies résuitats d'ensembie sur un produit donné ne
doivent &ire irés éloignés du point de fusion théorique, s'il en existe un, car
cette méthode permet d'éliminer l'influence des facteurs rhéologiques tels que
force de frottement et viscosité.

Ce sont ces facteurs qui semblent responsables des vaieurs plus elevées
obtenues par la méthode du tube en U gui néanmoins, s'avére pius généralisee
et qui a lo mérite d'étre plus reproductibie.

Ceite méthode & notre avis, permet d'obtenir un vrai point de glissement piutdt
qu'un véritable point de {fusion.

Cette étude nous a permis d'affirmer notre conviciion : dans le domaine bien
particulier des corps gras il serait souhaitable d'abandonner la notion, & notre avis
trop rigoureuse, de point de fusion qui, par définition, s’applique & la mesure d’'un
phénoméne brusque de changement d'étai, au profit d’'une notion plus nuancée de
plage ou zone de fusion gqui correspond mieux dans la pratique, au comportement
habituel des corps gras.

For two and a half years, we have been determining the melting-
points of esters and mixfures of fats by using an FP2 METTLER
apparatus and, at the samo time, the now classical U-tube method.
Both these methods have been carried out on 66 different products,
' *® with 1050 mefting-point deferminations per method.

Whatover method was usad, the variations were smaller with ssters than with
mixtures.

The melting-points obtained by the method using a METTLER apparatus are in
most cases inferior, for the sama produat, to ihose found with the U-tube method.

The average difference for the esters js — 0.58° C.

The varigtions are even greater when a METTLER apparatus /s used. Those
imprecisions are probably due 1o the difficufty of visual verification of the
final meotting.

The use of a METTLER FP 2 apparatus for measuring the melting-poinis of fats
allows us, with the heip of continuous visual observation of the melting pheno-
moenon, to understand better the behaviour of fat towards heat and, above all,
puts in a concreto form the nolion of zone or range of melting which charac-
torizes these products. )

But however, by remaining within the limit of the « classical » nofion of melting-
paint, the apparatus remains inaccurate in fts final measurement.
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Intérét de la chromatographie
en phase gazeuse

du « Head-Space»

pour ['étude d’arémes
utilisés en pharmacie

Communication de Madame J. WELBY
Laboratoire de Pharmacie Galénique, Facuité de Pharmacie de Paris.
Journée gaiénique de Saint-Rémy-de-Provence - Mai 1970

Les formes médicamenteuses aromatisées
sont essentieilement celles destinges a la
voie orale et elles soni soit liquides
solutés buvabies, potions, sirops, gouties,..
soit solides : poudres, saccharures granu-
iés, compfrimés a sucer, tablettes.. On
parfume ausst certaines formes destinées
a l'usage externe felles que pommades ei
poudres.

Les arébmes a ia disposition du gaiénisie
sont trés variés : ceriains sont d'origine
nafurelie et {es plus empioyés sant alors
ies agrumes (orangs, citron, pample-
mousse, mandarine...}). Les fruits rouges
{framboise, fraise, cassis, groseiiie..), la
menthe, {a vanilig, ia réglisse et le caramel,
Dans la plupart des cas, on utilise des
« composltions » gui correspondent & des
ardmes naturels renforcés naturellement
{par exemple ardme de fraise additionné

d’ardme de framboise). D'autres ardmes
au contraire sont d’origine synthétique et
sont composés soit dun seul produit
{vaniline, eucalyptol), soit d’un melange
pius ou moins compiexe. Enfin, s’'inscrivant
enire les deux catégories précedentes, il
existe aussi des arémes naturels renforces
par des preduits synthetiques.

Pour tous ces ardmes, les fabricants met-
tent & la disposition de {'industrie pharma-
ceutique différentes préseniations {formes
d'utilisation) qui résuitent a la fois de la
nature de la maiiére premiére, natureile ou
synthétique, des traitemenis nécessaires a
I'obtention d'un produit manipulable et
suffisamment conceniré, et de la forme
rharmaceutique a faguelie elles ont a étre
incorporées. Ainsi emploie-t-on volontiers
un jus de fruit conceniré comme aggluti-
nant d'un saccharure granuié, tandis qu'un

* Cette expression angio-saxchne est difficile a traduire. 1! s’aght de ['atmosphére qui, dans un
récipient clos, se trouve au-dessus du preduit aromatique et qui contient par conséquent tes subs-

tances voilatiies qui constifuent Yaréme,

" Ce travail 4 rdalisd aver laide de 'Associabion pour in recherche et (e développemenl
e e Pharmacopde, en collaboralion  avee MM, PAUTEOUT, LUQNG TT., F. FHSEUX ot
A LE HIB. i1 & falt Uobigt dune publication détaiitée aux Annales Pharmaceuidiques Frangatses, 1970
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arome puivéruient s'incorpare aisément a
une poudre.

A coté de Pempirisma qui souvent préside
a la préparation et a I'utilisation des arg-
mes s’est développée une autre voie,
scientifique cetle-la, tendant pour sa parl
a la connaissance physico-chimique appro-
fondie des ardmes naturels et, d’une fagon
plus pratique & la possibilité d’'un contrdle
sur ce type de matiéres premiéres, con-
trole en rapport avec leur nature et leur
usage.

Actuellement dans lindusirie, ce dernier
point est génératement résolu en effec-
fuani une série d’essais physico-chimiques
classiques. La iiste suivanie en indique
un ceftain nombre, les uns d'application
générale, les auires propres & un fype
d’arome déterminé,

Citons fa densité, le pH, I'indice de ré-
fraction, ies cendres, le résidu sec, le
pouvoir rotatoire, le point d’ébullition, les
solubilités, ie degré alcoolique, humidité,
le dosage des aldéhydes totaux, la recher-
che de Parsenic et des métaux lourds, la
caractérisation des supports et des conser-
vateurs éventuellement présents.

De plus, le médicament ierminé est sou-
mis 4 un essai de non-toxicité gicbale ol
J'ardme intervient pour sa part.

Ces essais permettent de conciure dans
une certaine mesure & Pidentité et a la
constance d'une fourniture, mais ils n'ont
qu’'urn rapport incertain avec Vodeur pro-
prement dite constituée par la fraction
volatile de l'aréme et élément important
de son efficacité.

Pour la conpaissance de cette partie vola-
tile, diverses méthodes peuvent élre em-
ployées. La plupart comportent trois
phases qui d’ailieurs sont souvent imbri-
quées : une concentration de I'aréme qui
s'effectue le pius souvent par distiliation,
par extraction ou par entrainement au
moyen d'un gaz tel que 'azote; un frac-
fionnement éventuel faisant appel soit & 1a
distillation fractionnée, soit a4 la chromato-
graphie, soit 4 certaines réactions chimi-
ques ; enfin une phase d’identification s’af-
fectuant le pius souvent par des methodes
physigues telles que la spectroscopie
infra-rouge ou ultra-violette, ta spectro-
métrie de masse, ta chromategraphie suy
couchs mince et surtout la ¢hromatogra-
phie en phase gazeuse.

A coté de ces methodss pius ou moins
complexes comportant plusieurs phases et
s'appliquant en fait & d’autres composanis
que ceux de ia seule fraction volatile,
figure une technique pius simpie dite du
« Head-gpace » et qui consiste a étudier
exclusivement la fraction volatiie d'un
ardome par chromatographie en phase
gazeuse. Cette technique a gte utilisée

© The Author.All rights reserved

pour résoudre différents probiémes @ pouy
f'analyse de I'ardme de chou, pour I'étude
de ia formation des produits volatils de
ta framboise, pour la caractérisation de
Fardme de produiis divers aliments
{(pommes, ananas, oignons), boissons (café,
cognac}, fumée de cigares et de cigarettes;
pour 'appréciation de la quatlité d’ardomes
d'orange. Bassette s’ast servi de la méme
méthode pour i'analyse de solutions irés
dituées {de I'ordre de queigues p.p.m.} de
composés carbonylés, d'esters et d’alcools,

Kepner I'a appliquée & la détermination
quantitative de produits volatfils dans des
solutions aqueuses. Enfin Nawar a étudie
Finfluence de differents facteurs sur ia
compaosition quantitative du « Head-space »
de difiérentes solutions. La concentration
d’un produit voiatit dans le « Head-space »
est évidemment lice a la fois a la pres-
sicn de vapeur du produit, & la tempéra-
ture, & la nature du solvant, & la solubilile
du composé dans fe solvant et & la pré-
sence de sels ou de sucres dans le miliau
liquide.

ta méthods du head-space présente Un
cortain nombre  davaniages  évidenis
aiude e la seuie fraction volatite | absents
de solvanis susceptibles d'apporters tes Tm-
puretés ;| étude du produit on Pélat réa-
lisation possible & la tempédrature ambiante
et rapidité dexdoution, § élail intéressant,
aprés avolr mis au poinl un mode opsra-
toire bien défind, de chergher & on dveduer
Uintérdt dans b domalne du contrtle des
arbmes utisés dans Pindustrie pharma-
ceutinue,

Sans insisier sur |la descripiion de la
méthode, nous indiqusrons qu'eile a été
appiiquée a des ardmes couramment uti-
lises dans Vindustrie pharmaceutiqua, et,
pour chacun d'eux, & différante formes
d’utilisation.

Il s'agissait :

— de produits relativement peu riches en
principes aromatiques (jus, exiraits, tein-
tures, alcoolatures).

— de produits trés riches an principes
aromatiques (arémes artificiels, gssences).

— de fruits frais.

Notons toutefois gu'une part prépondé-
rante de nos expériences a éié faite suf
ia framboise. Ce fruit a été retenu en rai-
son de son utilisation fréquente en aroma-
tisation pharmaceutique, C'est le pius
employé des fruits rougas. 11 est trés
apprécié¢ des enfants et c’est un bon cor-
recteur de goli associable a une forte
guantité de sucre.

A titre d'exemple, voici ies resultats four-
nis par ce fruit.

Les chromatogrammes fournis par fana-
tyse du head-space de framboise fraiche



et de sept jus du commerce se montrent
gualitativement trés voisins. La gquantité
d'éthanal est en revanche irés iniéricure
dans e head-space du fruif frais.

Une analyse du head-space a également
&té pratiquée sur deux jus d'age different
correspondant 4 un mode de fabrication
identique : elle n'a pas montré de difté-
rence significative.

En revanche, les jus renforcés ainsi gue
les ardmes artificiels de framboise don-
neni un chromatogramme différent, pré-
sentant deux pics suppiémentaires netie-
ment différencies.

Quant aux produits artificiels, leurs chyo-
matogrammes sont nettement différents et
varient d'un preduit commercial a Fautre.
L'influence de différents facieurs a égale-
ment été envisagée :

- température de prélévement ;
— diluiion de l'aromatisant ;
— relargage par différents électrolyles.

Des résulinls oblenus se dégaoent notam-
ment s conclusions suivanies

- La chromatographie du head-space
dans les conditions retenues, c'est-a-dire
parmetitani ta séparation des pics les plus
volatils, ne permet de déceler qu'un nom-
hre limité de composants de l'aréme total,
Dans le cas de la framboise, par exempie,
#f n'y a que cing pics majeurs,

© The Author.All rights reserved

— Des fruits différents ont un « head-
space » de composition voisine. Celui des
fruits rouges renferme presque toujours de
I'acétaldéhyde, de I'acétate de méthyle ou
formiate d'éthyle, de [lacétate d'éthyle,
du methanol et de I'éthanol. Celui des
agrumes renferme presque ioujours de
I'e pingne, du B pinéne et du limonéne.
Canalyse du head-space peul dire un
Sldment intdressant dans (e conirdle des
prodults uliisdés pour Faroma on des
madicaments.  Blle  présente Pavantage
ftre facils a4 mellre aen guvre, &
aussi bisn awx formes Hauides que sob
&l relativement sensible,

[l est possible comme nous {avons vu,
de déceler la présence de substances
étrangéres (méthanei) dans un jus de
framboise et il est possible aussi de
détecter la présence de produits utilisés
pour « renforcer » cettains ardmas. Cette
sensibiité peut d’ailleurs éire augmeniée
en opérant en présence d'électrolytes ou
A température supérieure a ia température
ordinaire. Enfin, s'effeciuani en 'absence
de scivants et normalement a ia tempéra-
ture ordinaire {a méthode décrite présente
I'intérét de n'aliérer en rien la composition
du produit. H faut noter toutefols gu’en
rajson de ta composition anaicgue du
head-space de certains fruits différents
une telle détermination est insuffisante
en soi. Ele doit obiigatoirement étre asso-
ciée 4 d'auires essais portant sur la partie
fixe du produit.
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Absorption rectale
de Peryvihromycine
Effet de la nature de ’excipient
et de la présence de tensio-actifs

Aetion Sminemment %Wﬁm%ﬁlﬁ
du Labrafil M 2130 CS

Extralt de publication de :
Lidia F. SARAIVA de PAIVA
L. Silva CARVALHO & Manuela A. REGO
Revue Portugaise de Pharmacie
Vol. XX1 1971 Avril-Juin, n® 2

METHODE

['expérimentation est menée sur 273 femmes, auxqueiles est adminisiré un
suppositoire titrant 250 mg d'erythromycine base.

Des préiévements sanguins sont effectués 30 minutes, 1, 2 et 5 heures aprés
I"administration.

Parallélement des essais sont entrepris pour évaluer I'effet cumulatif selon
ie schéma suivant :

— Administration de deux capsuies d’erythromycine, une & temps 0 et une
a la sixieme heure.

- Administration d’un supposiioire toutes les six heures & la 12°, 18° et 24°
heure le premier jour de Yexpérience, et a ia 6' et 12° heure le second
jour de Fexpérience.

L’erythromycine est dosée dans le sang par méthode microblologique vis-a-vis
de Sarcina iutea ATCC 9341 selon Stanley Bell et coll. avec quelques modi-
fications. Tous les essais oni été entrepris sur des lois supérieurs ou égaux
4 dix personnes.

PRINCIPAUX EXCIPIENTS ETUDIES

— Excipienis pour suppositoires

Massa estarinum (C + BB} (2 p. / 1 p.)
Massa G 37/39 M

Suppocire C

Polyoxyéthyléne glycel 1500 + 6000 {1p./2p.)

7
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— Adjivants

: Lauryl_suif'a%e_ de sodium ...... 05 p. cent
. Deoxycholate de sodium ..... 0,02 p. cent
- Hyalurohidase .............. 500 unités par suppositoire
~ Labrafi M2130CS .......... 20 a 50 p. cent
CRESULTATYS

Parmi.les nombreux résultats obtenus avec les 24 formules de suppositoires
- étudiees, nous isolons ceux relatifs & la performance du Suppocire C.

. ‘L& . Suppocire C assure un taux d'erythromycine sanguine plus élevé que le
_'miélange de polyoxyéthyiene glycol.

L’addition de lauryisulfate au Suppocire C diminue le taux d’erythromycine
sanguine.

‘L'addition de Labrafil M 2130 CS au Suppocire C assute une plus rapide et
plus importante absorption dé Perythromycine, 4 la condntzon que ia guantite

g _' de-Labrafil 'soit-de 50 p. cent de Fexcipient.

t“},fmg

s : : AREORPTION RECTALE DB LYERETHROMYLUINE

, S T T URURDOOIRE O 4+ LARRARIL

suppaling o e

CERE G LBURYLEULEATE . DE -Na
DRk R & hparay .

"'L’effe%" favorabie du Labrafil M 2130 CS est significativement plus &levé gue
celui obtenu par’ I'ajout de hyaluronidase ou déoxycholate de sodium.

Dans quelgues cas une réaction inflammatoire trés fugace fut observée : un
anesthésique type benzocaine, fidocaine ou amyiocaine peut &tre ajouts, et
dans ce cas on note une meilleura absorption. L’évaluation de I'effet cumulatif
ne menire aucune différence significative.

-n
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SOMCLUSHON

Des études antérieures, notamment celies des Professeurs Bost et Ruckebusch
vis-a-vis de l'esérine ou de Vion salicylate, et celle du Docteur Bertrand vis-
a-vis de la tétracycline, avaient souligné timportance de la nature de
'excipient.

Le Labrafii M 2130 CS qui se mélange parfaitement avec les types de
Suppocire, apporte a I'excipient peut-étre une discréte tensio-activité, surtout
une hydrophilie qui quoique discréie est uniformément répariie dans les
structures des triglycérides et glycides de 'excipient : 'amphiphilie obtenue

semble favorable a la cession de Pantibiotiqgue et & sa diffusion, voire sa
résorption.

The rectai administration of erythromycine is particularly intsresting
when taking into account the fact that this antibiotic and its deriva-
. tives can ba badly tolerated when taken orally, and even inactived,
. and act as an irritant when faken intramuscularly.

273 women were used in the experiment, each being administred a suppository
of 280 mg of erythromycine base,

Blood samples were taken at 30 minutes, 1 hour, 2 hours and § hours intervals
after the drug was taken.

Quantitative analysis of erythromycine in the blood was done by microbinlogical
means using Sarcina jutea ATCC 9341.

Amongst the numerous results obtained with the 24 suppository formulas studied,
we have sefecled the performance of C Suppocire.

C Suppocire provides a higher blood erythromycine level than the polyoxyethy-
fene giycol mixture.

Adding faurylsulphate fo C Suppocire lowers the blood erythromycine level.
Adding Labrafif M 2130 CS fo C Suppacire increasas the rafe and degree of
erythromycine absorbtion, on condiiion that the guantity of Labrafil is 80 /o
that of the oxcipient. The favourable effect of Labrafil M 2130 CS is signifi-
cantly higher than that obtained by adding hyaluronidasee or sodium dioxycholate,

Extract of a publication by : Lidia F. SARAIVA de PAIVA, L. Siiva CARVALHO e
Manuela A. REGO, Portuguese Pharmacie Revue, vol, XXI 1971, April-dune, n* 2.
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Influence

. Pexcipient

sur Pabsorptien du salicylate
de glycol administré en pommades
par voie eutamée et par vole rectale

P. FEBVRE, J.-M. AIACHE, P. JABOT, P. ARMOIRY
Facuité de Pharmacie de Clermont-Ferrand

Sinscrivant dans une seérie d'études sur
les phénoménes d'absarption des médica-
menis, les auteurs oni étudié des pom-
mades émulsionnées en phase continue
aqueuse ou huileuse titrant:

— 7.5 %y de salicylate de glycol pour les
applications épicuianées

— et 15 % de salicylate de glycol pour
les apptications rectates.

Les excipients utilisés éiaient constitués
de :

- Stéarate de glycol rendu auto-émui-
sionnable par un atkylsuifaie de sodium
{SEDETGL 61},

- UN siéarale de poiyoxyéthyléne glycol
{GELOT 64),

- gu un stéarate de propyiéne giycol
rendu auto-émulsionnable par un sa-
von d'amine {TESAL),

- tandis gu'un excipient consiitué d'aci-
de stéarique, de cire st de paraffine,

en particulier, représentait fa formule
a phase continue huileuse (LIPIDINE}.

L’administration par voie cutanée est réa-
lisée chez le rat albinos dans des condi-
tions irés précises d’application, ia guan-
tité de médicamant éliminée dans {'urine
est évalude par te dosage de l'acide sali-
cylique total, 6 12 et 24 heures aprés
{"application épicutanée,

L'administration des pommades par voie
rectale est effectuée chez le lapin a raison
de 2 mi de pommade par animal, tandis
que 3 a 4 heures aprés l'administration,
fa salicylémie éiait évaluée in vivo, en
continu, au moyen d'une auto-analyseur.

I} est possible de classer les excipients
en fenction de la quantité de traceur sl
miné aprés Yadministration. Pour tes pom-
mades dermiques, Pélimination é&tait ia
plus importante dans le cas d'utilisation
du SEDETOL, et la mcins importante dans
le cas d'utifisation du TESAL, GELCOY 64 et
LIPIDINE s’inscrivant dans une zone in-
tarmediaire.

* Compte rendu des séances de la Sociélé de Biologie, tome 184, nos 8 et 9, 1970, p. 1700,

© The Author.All rights reserved
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Figitire 1

E RS S T e ke & R .

R N TR L e

Figure 2

~CB.2118 : GELOT 64

CB 2121 : TERAL
‘CB 2'119_-_:‘ ESTER COMPLEXE | CB 2122 : LIPIDINE

CB 2124 : SEfEY O, 61

':.."Dans le cas de I'administration des pom-
‘mages rectales, ¢'est encove la.prépara-
i1 Frhasd de BEDETOL gui -donrig les

i
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".:taux_'-_ es_ plus importaﬁizs dac;de salzcyw'

-- 65 tanézs qve G%LQTM el
DEN@ginscrivent au&m dans lsne zone_ i

raii que lo laurylsulfate de sodium utilis®
comme ageni émulsicnnant favorise 'ab-
sorption -des deux iracteurs giycéryi-gaia-
col ef- salicylate de glycol.

':I_"a"solubiﬁté_ propre -des traceurs est un
“glément: imporiant

] fa plus grande fipo-
spiubilité -du- sajicylaie de glycol se ira-
duit ‘par; un. pagsage: beaucoup plus grand

‘A cfravers:la ‘peau, -environ - cing fois plus
. éleveique pour le glycéryl-gatacol,

-Eh: conclus;cn
- actif depand do deux facteurs : de 1a cons-
~{ituiien de’ Texcipignt et en - particulier de-.
“la-nature de 'agent émuilsionng, et de la
. solubsllte propre du principe actif.

labsorpilon du pnncupe.-
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Hygiéne bactériologique
du matériel,
des locaux gm personnel

en industrie cosmé

?%z

tique

Mme L. COIGNERAI-DEVILLERS *

Conférence présentée aux Journées Galéniques
de Saint-Rémy-de-Provence - Octobre 1971

F'on

Les populations
peut dénombrer dans les divers cosméti-
ques y sonf iniroduites, soit par les ma-
tieres premieres, soit par les processus

microbiennes que

de fabrication, ies manipulations, le ma-
iariel, le conditionnement ou le milieu
ambiant. Hl est donc indispensable, avant
de se priver du secours des conserva-
teurs, de metire soigneusement au point
ta reéduction, ou la suppression de ces
apporis microbiens en étudiani :

e ‘empioi de matiéres premiéres pauvres
en germes microbiens ou fongiques

e 'hygiéne
du matériet

bactériologique minuiieuse

® |a reduction des délais en cours de
fabrication, suriout lorsque le produit
risgque de demeurer aux iempeératures
critiques (de 15° a 45%) favorisani les
dévelogpements microbiens

e {a réduction ou ia suppression des
contacts avec {'air des ateliers, ou le
travail en atmosphere deésinfectée ou
stérile

# [g conditicnnement stérile cu du moins
aussi aseptique gque possibie

e ja conservation du matériel de condi-
tionnement, pots, tubes, flacons, hoites

Laboratoire de Baciériclogie Alimeniaire et
tndustrielle, 8, rue Beautreillis, Paris-4¢,
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dans des conditions excluant toute pol-
iution extérieure

@ {'utilisation de papiers ou d’emballages
protégés conire les développements
microbiens ou fongiques

@ ia surveillance de
sannet

I'hygiéne du per-

® |n fine, ii ne faui{ pas négliger les fac-
teurs climatiques pendani la période
de commercialisation {iempérature et
humidiié}) et s'assurer par des tests
bien choisis que le produit peu? résis-
fer aux plus degradants.

L’'exposé qui nous a ete confié se pro-
pose de passer en revue les prohiémes
de ia contamination par le matérief, &
personnel et le milien ambiant,

{l nous a paru nécessaire de faire au
préalable un rapide tour d’horizon des
principaux germas ou groupes de ger-
mes de souillure que {'expérience nous
a permis de detecter dans les produiis
cosmeétiques, soumis & noire contrdle.

NMous essaierons d'en préciser les sour-
ces les plus ordinaires et de décrire les
dégats dont ils sont responsables. Et,
pour finir, de passer en revue Parsenal
des remedes et pailiatifs propres & assu-
rer aux produits cosmétiques une con-
servaiion sans deéfaut.
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I Groupes de germes ayant des orighhes
COMHIaS

Eaux : germes intestinaux - hommes et
animaux cofiformes
Escherichia coli
E. intermedium {canalisations}
Aerobacter aerogenes
Pseudomonas {plus de 500 espéces)
Leuconostoc mesenteroides

Air : Baciilus subtiiis
Proteus vuigaris
Staphyleceques
Moisissures
Levures
Fermenis lactigues divers

H, Groupes de germes produisant  des
decils analogues

Germes producteurs d'hydrogéne suifuré,
notamment en uotilisant la cystéine — gl
se trouve aussi du fer: production de sul-
fures de fer noircissant {cas des conser-
ves de crustacés}

Gitrobacier

Proteus vulgaris

Clostridium  suifito-réducteurs aérobies

et anaérobiss

Decarboxylants aciifs

La majorite des germes décompose les
glucides en produisant CO2

Bacillus subtilis
Moisissures
Levures

Présonce de levures dans un produil cosmétique

© The Author.All rights reserved

it Germes responsables de dermites
tous les staphylocogques

Moisissures : certains penicillium produi-
sent une toxine affectant le systeme ner-
veux {iravaux japonais au GCongrés de
Mycologie de Paris - Juin 1971}

Certains Trichophyton sont irés Keratino-
lytigues. Certains Candida sont protéoly-
tiques et cette protéolyse prépare le ter-
rain pour le développement des staphylo-
cogues

Levures

W, Germes déidriorant 'aspect

@ gonflement des conditionnements
Levures, Moisissures, Bacillus Subtilis

® provoquant une edeur : Pseudomonas -
Candida

® donnant une coloration verte ; Pseudo-
monas aeruginosa

® donnant des taches colorées : Moisis-
sures, Serratia Marcescens - B. prodi-
giosus

@ lquéfiant le produit : grand nombre de
germes protéoiytiques, Escherichia coli

@ cassant i'émulsion : trés nombreux ger-
mes banaux de 1'air : en particulier
Leuconostoc

@ formant des giaires : Leuconosioc

W, rermes uolilisant lew cilvaies

Pseudomonas
Serratia
Enterobacter
Salmonelles
Kiebsiellas

Wi Germes proldolysant ou gélatinolysant

Serratia
Proteus
Enterobacteries
Pseudomonas

Wik, Germes acidifiant le milisw par for-
mation d'acide pynwique, scdlyl-acégue,
propionigue, succinigus, lactious

Proteus
Citrobacter
Escherichia

ou Talcalinisant

Alcaligenes
Proteus
Clostridium
Klebsietia

Ceci dépend de ¥aliment trouvé par le
germe dans le milieu considéré.

De ioutes fagons, ia meodification du mi-
lieu par les métabolites microbiens pro-
voque le développement de germes jus-
gue-la restés en sommeil faute d'un ter-
rain favorable.



Par exemple dans les sols {Domange et
Mangenot)

1™ vague : Bacilius megathérium

2¢ vague : Pseudomonas, induite par la
libération dans le mileu d'acide f oxy-
butyrique résultani de {autolyse de B.
magathérium.

De méme les Candida protéolytigues pré-
parent fe terrain pour le déveioppement
de Staphylococcus aureus.

On congoit donc aisément la nécessité
de ne laisser pénétrer dans les produits
cosmetiques qu'une flore réduite au mi-
nimum.

Comme cn peut le constater, ces germes,
d'espéces trés diverses, sont pour ta ma-
jorité, trés répandus dans ia nature, et,
par voie de conséquence, on les trouvera
rés  fréquemment dans les locaux de
fabrication. lls risquent egalement d’étre
apporiés par les matiéres premiéres si
ceiles-ci ont é&té préparées sans souci
d'hygiéne bhactériclogique. Dans ce do-
maine, les préoccupations des fabricants
et de leurs fournisseurs sont donc iden-
tiques et lites puisque ['utilisateur est en
droit d'exiger des produits de base ne lui
créant aucun probieme d'ordre bactério-
logique.

Mais le processus de fabrication lui-
méme est également une cause irés im-
portante de poliutions microbiennes et
fongiques si 'en ne garde bien present
a Yesprit que n'importe quei élément de
ta chaine de fabrication risque de devenir,
2 un moment donné, un vecteur de
contamination et gue la propreté bacté-
riologique se sifue sur un pian iotalement
différent de |z propreté apparente « mé~
nagére ». Telle machine, propre en appa-
rence, peut héberger une flore invisibie,
source d’'accidents graves.

Nous ne citerons ici gue les cas les plus
fréquemment rencontrés :

Cuves, containers, copges, olo.

Leurs parois, ouvertes & lair libre ou
sous la protection souvent illusoire de
couvercles peu hermétiques, recoltent

toutes les poussiéres voitigeant dans !air,
auxguelles sont accrochés de trés nom-
breux germes microbiens et des levures
et muoisissures encotre plus nombreuses.

Les homogéndiseurs

La finesse de leurs canalisations, ies
cannelures de leurs iéies de broyage,
rendent le neftoyage et la deésinfection
tres délicais 4 assurer de fagon parfaite.
Sur les fines pariicules retenues, les mi-
crobes peuvent puiluler de fagon consi-
dérabie, notamment iorsque ces apparelils
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sont arréies pendant des temps assez
longs, comme week-ends et vacances.

Ce qui expligue le grand nombre d'ac-
cidents du « lundi matin » les premiéres
« venues » entrainani avec elles ces
populations indésirables.

Les canplisaBons

Leurs points bas, leurs coudes ol la cir-
culation est moins active, les portions en
contact avec des éléments de Pusine a
température élevée qui jouent alors le
rle d’étuve, préparent de véritables bouil-
tons de culture. -

Los adoucisseurs o eaw

Les boues déposeées sur les résines
échangeuses d’ions sont elles aussi des
beouilions de culiure, notamment en ce
gqui concerne Escherichia Coli, lLeuco-
nostoc et les Moisissures.

Les filtres of posteurisnieurs

Ceux-ci aux multiples plagues ne peuvent
&tre efficacement désinfectés qu'au cours
d'un démontage total.

L aiy

C'est un vecteur d’innombrables germes
qui varient avec les époques de l'année.
Septembre et juin sont favorables aux
Levures. L'environnement est également
une soyrce, souvent difficile a mettre en
avidence, de contaminations anormales.
Citons
-- igg farines foiles issues des moulins,
irés riches en moisissures et levures

— ies poussiéres de dépdis de plantes,
de légumes, de produits pulverulents
{poudres de riz, talc, eic.)

- les laiteries qui peuvent disperser fer-
ments lactiques et Leuconostoc

— les Staphylocoques renconirés souvent
en trés grand nombre dans I'air des
aggiocmérations urbaines.

- Enfin Baci#ius Subtilis, hote habituel
de {'air, dont i{e développement peut,
dans certaines circonstances, attein-
dre une densité extraordinaire.

La condidlonnament

En régle générale les conditionnements
plastiques, conservés dans de bonnes
conditions d’hygiéne sont trés peu souil-
l&és da germes. La verrerie peut avoir été
coniaminée si elle est emballée sans pré-
cautions ; dans ce cas, le lavage doif en
gtre éfroitement surveillé sur le plan
hactériologique afin d'éviter des souillu-
res supplémentaires dues aux bains de
lavage.

Las papiers of cantons peuvent introduire
des moisissures.
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Vue au microscope d'un fragment de patte d’arai-

gnée : on remarquera autour dee poils t'enche-

r::.-trement de filamenie de moisissures transpor-
BS

Colonies microbiennes développées autour d'un
cheveu déposé sur un milieu de cullure et
{"engainant totatement

Dévetoppement microbien sur des empreintes de
doigis malpropres appliqués sur un milieu de
culture

~e
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Les invectes of ersipndoes

Leurs pattes peuvent déposer sur les ma-
chines, les plans de travail, {es germes
microbiens qu’elies auront récoliés dans
les endroits malpropres ol pullulent ces
animaux : poubelles, capalisafions souil~
tées. On défruira donc ies cafards, fré-
quents dans les ateliers, ou les araignées
dont ies poils peuvent supporter des fila-
ments de moisissures déposds ensuite
dans les cuves et sur les machines.

Les rals ¢

dont ia présence peut se détecter par la
recherche de ieurs poils, teile que la
demande la Food and Drugs Administra-
tion (fiith-test). Dans ce cas on doit pen-
ser &4 des contaminations par leurs urines
ou leurs déjections.

Lo personneg

L'hygiéne bactériologique du personnel
doit étre rigoureuse et le travail ne peut
&tre autorisé gqu'en véiemenis propres et
lavahles, distincts des vétements de ville
foujours souillés,

Le port d'une coiffure est obligatoire, les
cheveux, méme bien fenus, étant toujours
frés riches en poussiéres générairices de
contaminations microbiennes. H faut sou-
ligner que la mode actuelle des cheveux
iongs est difficilement compatible avec
une coiffure assurant une protection effi-
cace.

Les mains des ouvriers peuvent irans-

mettre up grand nombre de germes

— germes dorigine intestinale i est
absolument indispensable d'exiger le
savonnage des mains aprés passage
aux tollettes et avant la reprise du
travail.

-— Staphyiocoques @ hotes du nez of de
la gorge, pouvant soujller les mains
quand on se mouche, quand on éler-
nue ou tousse, ou guand on porte &
sa bouche un petit instrument de fra-
vail tel que cuiller ou cornet.

Dans certains cas le port d’'un masque
sur le nez et i@ bouche peut s'avérer
indispensable. | an va de méme pour
Pexamen bactériologique réguiier des sé-
crétions buccales et nasales des ouvriers,
afin d’éliminer et de traiter les porteurs
de germes dangereux pour certaines in-
dustries pharmaceutiques ou alimentaires
par exemple.

LUTTE CONTHE LES CONTAMINATIONS

Ayant énuméré les sources principales
de contaminations dans les indusiries,
voyons maintenant les moyens que I'on
peut metire en ceuvre sans nuire ala qua-
ité des produits ou sans contrevanir a
fa {égisiation.
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La femparature

ébuliition a 100" C si 'on ne peut utiliser
les températures de stérilisation, donne
dans nombre de cas une garantie suffi-
sante.

La vapeur

L'usage de fances a vapeur permet une
désinfection tres efficace des suriaces ef
des canalisations.

Les ringages & 1o soude ot & Pacide assu-
rent egalement une bonne désinfection,
notammeni pour les canalisations, 4 con-
dition qu'elles soient en métal inoxydable.

Les ammoniams quatemaires

lls ont une action scuveni seélective sur
les germes ; i conviendra donc de s’assu-
rer, par des tests appropriés, qu'ils de-
truisent bien la flore spécifique de Yusine.

Le formeal

It demeure un désinfectant de choix, soit
que l'on utilise ses solutions agueuses,
soit que l'on recourt au formol gazeux
qui assure une désinfection iotale lors-
quil est correctement dispersé par des
appareiis perfectionnés teis que les Fumi-
gators GONIN par exemple.

Les conservaleurs

Certains produits pharmaceutiques, les
cosmeétiques, peuvent recourir 4 'emploi
de conservateurs ; encore convient-il de
verifier qu'ils sont réellement efficaces ot
correctement utilisés dans ie produit
précis qu'ils doiveni proiéger. On ren-
contre souvent en industrie des flores
« sauvages » infiniment plus résistantes
que les souches de colliection sur les-
queties sont faits les essais de ces pro-
duits.

Des disques imprégnés du produit & tester ont 61é
déposés sur une géloze ensemencée de fa flore
a détruire, Selon Pefficacité du produit fa zone
de protection dans laquelie ies microbes ne peu-
vent se développer es! plus ou moins farge

L'emplot de papiers et de carions « pro-
tégeés » assure un conditionnement du-
rable et efficace.

Le comirile rdguiier de -

~- {a propreté bactériologigue des ma-
chines,

— de la qualité bactériologique des ma-
tieres premiéres, des produis en
cours de fabrication, de conservation,
des eaux adoucies,

— de ['hygigéne du personnel et en parti-
culier de ia propreté baciériologique
des mains,

donne lassurance que les consighnes éta-
blies ont été respectées et que I'on peut
commercialiser un produif qui répondra &
la gualité dont sa marque est le garant.

development.

free conditions.

microbe ar fungal aftack.

 The microbial popuiation found in different cosmefics originates from

eithar the basic material, the manufaciuring process flself, handling,

material, packaging, or the environment. Hence, It is indispensibfe

before making use of preservatives to carefully reduce or eliminale

these sources of microhes hy siudying :

- the use of basic malerials with low microbes and fungal counits.

— maisrial highly bacteriologically hygfenic.

- minimisation of delays during manufacture, especiafly when the product
is at critical temperatures (between 15° C and 45" C} which favour microbes

-— the reduction or elimination of contacts with the air of the piant, or working
in desinfected or stirilised atmasphere,

— packing sterilised or at feasf as asepiic as possible.

— the stocking of packing material, pots, tubes, flasks and boxes In poliufion

- the use of paper and wrapping, material which have been irecated againsi

- supervision of the hygiene of the personnel.

-~ finally, the climatic factors during ths commercialisation period {temperature
and humidity) must not be neglected., Carefully selected tests must be used fo
ascerfain that the product can resist the most destructive climatic conditions,




Thymus vulgaris §
g Lhemolaxonomie
et Biogénése
monplerpénigue »

These de Doctorat en Pharmacie
présentée 4 fa Faculté de Pharmacie
de Montpellier

par Joan PASSET

Pioto M. PALLET
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ANALYSE DE THESE

Mesurer rapidement I'impartance de cette
thése est une gageure, L'auteur y traite
non seulement de ia chémotaxonomie et
de la biogenése monoterpénique qua ie
genre Thymus Vulgaris jliustre parfaite-
ment, mais elle rappelle aussi la pharma-
cologie du thym, et fait état de la compo-
sition chindque de foutes les essences
axaminées.

{l nous parait cependant opportun de rap-
peler avec Yauteur et M. le Professeur
GRANGER, président du jury de ceite
thése, que ce vagétal constitue un excel-
tent matériet d'étude pour le botaniste, e
génaticien, 'écologiste, le chimiste et le
pharmacologue.

Si les caractéres botaniques ne permettent
pas fes distinctions que fait le chimiste en
pracisant les chémoiypes, # restera au
biochimiste et & P'enzymoiogiste, de par-
faire cette suite de réactions gqui condui-
sent aux résuftats gue nous connaissons
aujourd’hui gréce & cefte #tude poursuivie
avec opiniatreté par I'équipe de M. le Pro-
fesseur GRANGER (depuis 1963 des études
sant en coursl,

Enfin nous retenons les six chemotypes
proposés, et peut-&tre un septieéme annon-
ce par Yauteur :

1. Chémotype Géraniol
85 & 93 % de géraniol et
acétate de géranyle.

2. Chémotype linaiof
90 & 98 % de linalol et
acétate de linalyle.

3. Chémotype u-lerpinéol
90 4 96 %% d'u-terpinéol et
acétate a-terpényle.

4. Chémaotype tarvacrol
75 4 80 % de carvacrol,
y-ferpindne et p. cyméne,
5. Chémotype thymol
50 & 65 Y% de thymol,
y-terpindne et p. cyméne.
. Chémolype rans.thuyanol-4 terpinéol-4
60 4 65 % des deux composés,
10 a 15 % de cis-myrcénaol-8.

Falicitons I'auteur de ia persévérance avec
laquelle it a conduit ses études, et du
style dans lequel il expose par ie menu ia
suite des travaux gu’il a enirepris.

Les bibliothaques de tous ceux gqui s'Inté-
ressent aux essences doivent s'anrichir de
cet important ef sérieux travail gue nous
davons & I'équipe dynamique animeée par
M. ie Professeur GRANGER.



ANALYSE DE THESE

S’'appuyant sur une large bibliographie,
Vauteur mena une expérimentation sur
{'aromatisation des granulés et des com~
primés & l'aide de diverses formes gale-
nigues a base de citron : alcooiés, essen-
ces, jus, Pluressences ef Pulvessences *.

Dans le temps, la stabilité des prépara-
tions obtenues a été appréciée par exa-
men chromatographigue en phase gazeu-
se et par lintervention d'un jury de de-
gustation.

Les formules choisies ont été retenuss
sous {'angle non pas du masquage du goiit
ou de Vodeur, mais de la stricte aroma-
tisation.

L'expérimentation a permis de déterminer
les doses d’emploi de chacune des formes
galéniques & base de l'aréme citron, ard-
me retenu pour la faveur que lui accorde
le public, mals aussi par la relalive diffi-
cuité de son utiiisation.

it a éte également possible de déterminer
Iinfltence du mode de fabrication, a sa-
voir : granufation par voie séche ou par
veie humide, addition d'essences avant ou
aprés séchage du granulé ; les échantik-
ions ont été conservés en flacons ou sacs
plastique au réfrigérateur ou a la tempé-
rature du iaboratoire.

Les conirdles de stabiilté ont &té effec-
fués tous les trois mols, six mois et douze
mots, comparativement 4 un produit frais,
il nous paralt opportun de souligner cer-
tains aspects de ce travail, par exemple :

— d’une fagon genérale fa mention de la
répartition des godis dans {e monde,

- la définition des termes utilisés dans
les techniques d'aromatisation,

— un tabieau schématique des aromati-
sations,

— las méthodes d'extraction et d'analyse
des agrumes dans une forme galénique,

- |es problémes que pose [‘appréciation
du golit et 'importance du jury de dé-
gustation,

* Gallefosse Eis.
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Aromatisation

dos formes séeches

pay diverses préparations
galénigues

@ base de ciiron

Thése de Doctorat d’Etat en Pharmacie
Faculté Mixte de Médecine ef de Pharmacie
Grenoble - 1971

Marie-France ©OSTE-JALLAIS

En conclusion, {'auteur admet la possibi-
lité d’'utitisation d’embaliages en plastique,
insisie sur la nécessité de conserver les
produits & la plus basse température pos-
sible, conseille de faire sécher les gra-
nulés trés rapidement si la tensur en
citron est forte, mais lentement si cette
teneur est faibie, donne sa préférence a
ia granulation par voie séche, préfére
Pluressence, alcoolé (Solarome), huile
assentielle ou association jus -+ essence
ou pulvessence et ius, constate que les
alterations apparaissent aprés six a dou-
ze mois, et souligne que ces aligrations
correspondent 3 une diminution du rap-
port Geranial/ Néral, deux isoméres du
Citral.
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Les eémulsions
Frude de H.LB.
critinue d'uns huoile
de vaseline

Thése de Docteur en Pharmacie
par Monique SBEILLER

Mme M. SEILLER a soutenu brillamment
une thése d’'Etat de Docteur en Pharmacie
devant « [Unité d’Enseignement et de
Recherches des mécanismes d’action des
médicaments et des toxiques » de {'Uni-
versité René Descarfes de Paris,

Le travail trés important qu'a poursuivi
Mme SEILLER depuis plusieurs années
avait pour objet d'éclairer les phénomanes
groupés par Griffin sous f'expression H.L.B.
{hydrophilic-lipophilic-halance} et en rap-
port direct avec la fabrication des émul-
sions et des dispersions.

Peu de pharmaciens, d’ingénieurs chimis-
tes ou de cosmétologuas connaissent par-
faiternent ces notions qui ont &té congues
par Griffin et étudiées par Kawakami, Moor
et Bell, Davies, en France par Mariltier et
Rimlinger.

Cetie caractéristigue d’hydrophilie ou de
lipophilie n'est pas nouveille, et I'échelle
HL.B. a été¢ souvent interprétee comme
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ANALYSE DE THESE

une appréciation relative de I'hydrophilie
ou la Hpophite d’'un corps. Un H.L.B. de 15
correspond & un émulsionnant pour dis-
persion cosmétique en phase aqueuse,
alors qu'un autre ayant un H.L.B. de 4
représenie un émulsionnant pour phase
continue huileuse. Cependani, cette inter-
prétation approximative ne correspond pas
4 ce qu'a voulu l'auteur, qui, dtudiant les
dérivés de 'oxyde d'éthyiéne, pensait pou-
voir établir une loi générale en fonclion
du nombre de molécules d’oxyde d’éthy-
tane, et de la longueur de la chaine lipo-
phite des corps doués de propriétés émul-
sionnantes.

Ces relations pouvaient-elies s'appiiquer &
tous les constituants utilisés en cosméti-
que ou en pharmacie lors de ['établisse-
ment d’une formuie, ou failajt-il les res-
treindre au champ {imii¢ des dérives de
Sorbitol polyoxyéthylénés ou non 7

Les applications étant trés vastes, il pa-
raissait utite d'en sérier certaines. Nous
sommes reconnaissants & Mme SEILLER
d'avoir précisé I'étude du H.L.B. critique
d’une huiie de vaseline, Son travail permet
de relier toutes les méthodes préseniées
avant elie, et rend compte des rapporis
souvent assez différenis entre le H.L.B.
expérimental ef ie H.L.B. théorique.

De nombreux graphes illustrent son tra-
vail, dans lesquels I'abcisse représente ie
H.L.B. et I'ordonnée 'un des caraciéres de
‘émuision obtenue, par exemple :

— le diamétre des particules,

— la stabilité des émuisions a la centri-
fugation,

— la viscosié des préparations,

- {'aspect macroscpique des émulsions.

Nous ne saurions mieux mesuret la poriee
de ces notions de H.L.B. que Mme SEILLER
qui conciut ¢ .

« ies problémes posés par la préparation
des émulsions ne sonf pas résolus par les
notions de H.L.B. ou de H.L.B. critigue.

L'intéra: de ces deux notions dans la for-
mulation des é&muisions est indiscutabie.
It ne fait aucun doute que ia connajssance
du H.L.B. des surfactifs et celle du HL.B.
critique des huiles facifite le choix des
amulsionnants..... Les résuitats acquis dans
ce travail montrent toutefois que fa notion
de H.LB. critique a une poriée moins
générale que ne le laissait prévoir Griffin ».
Félicitons vivement Mme SEILLER d'avoir
mené A bien cet important fravail, et
d’avoir su délimiter par des techniques
précizes la portée du systéme H.L.B. pro-
posé par Griffin.
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il est difficile de donner en queigues
mots une idée ou un résumé de ce trés
important travail, par conire il nous parait
possible d’en dégager les grandes lignes :
I'auteur a étudié un proiocoie et un appa-
reillage susceptibles en milieu industriel
d'effectuer le contrfle in vitro de deux
formes solides retard a savoir, des com-
primés et des granuiés.

Le principe actif utilisé comme fraceur
sa présents sous forme insoluble : la sul-
famerazine, et sous forme sciuble : fa sul-
famerazine sodigue.

Les granuiés ou les comprimés fabriques
ont fait appel dans leur formule & un agent
retard : {e palmitosiéaraie de glycérol
{PRECIROL}, dont a été apprécié l'effet
sur ia dissolution des comprimés et des
granuiés,

Ont été examinés en pariiculier : Vinfluence
de fa granuiation et de la compression,
de la nature du principe actif et de l'ajout
du Précirol vis-a-vis de ia dissciution dans
Peau, et vis-a-vis de l'influence du pH, de
'activité d'une lipase, de 'abaissement de
la tension superficielle et de {a modifi-
cation de la viscosite,

L'auisur conclut sa thase au stade ultime
sur ceite phrase de M. Fréjacques :

« Théorle et empirisme doivent aller de
pair, la part de ce dernier allant d'ailieurs
sans cesse en s’amenuisant ».

(Deuxidme sujet: Formes solides orales,
formulation e! activité)
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Contrile in vitro
des formes solides rotard

Thése de Doctorat en Pharmacie
U.E.R. des sciences pharmaceutiques
et biologiques - Grenoble 1571
Charles JEARMIM
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Collogue du 15 septembre 1970

Le poiymorphisme des acides gras et de
leurs esters (giycérides en particulier) a
pour conséquence, tant qu'un équilibre
stable n'est pas atteini, une possibie évo-
fution de ¥état cristallin au cours du
temps, Bien connus des techniciens spé-
cialistes de [industrie des corps gras
{margariniats enire autres) ces phénomé-
nes sont moins familiers aux arganiciens
et aux pharmaciens des diverses disci-
plines.

il a paru important aux EtabHssements
GATTEFOSSE de placer ces notions
sur fa cristaliographie et fe polymorphisme
des corps gras en introduction a une
étude de ia technologie mise en weuvre
dans {a fabrication des suppositoires.

lis ont pour cela fait appel a8 deux spé-
cialistes

- M. NAUDET, Professeutr & ia Facuité
des sciences de Marseilie,

- M, PERRON, Directeur d’institut au
C.N.R.S., groupe des Iaboratoires de
Thiais,

aR
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qui ont accepté de présenter 4 un audi-
toire pharmaceutique 'éiat actuel de nas
connaissances dans ce domaine.

La liaison entre fa physique des corps gras
et Vindustrie pharmaceutique est restée
au niveau des techniques fines de labo-
ratoires. Les difficultés auxquelles se
heurte le galéniste lorsqu’il faut choisit,
en fonction d'une formuie, d'un appareii-
tage, de ncrmes diverses, la masse glyceé-
ridique la pius parfaitement adaptée, se
sani concrétisées pour chacun des audi-
teurs.

Le « comportement de certaines substan-
ces médicamenteuses dans queiques hy-
drogels du point de vue cinétique chimi-
que », fralté par M. le Professeur J.-GC.
ETTER, de I'Ecole de Pharmacie de Lau-
sanne, a moniré combien fa manipulation
de ces macromolécules était déficate et
combien les travaux de mise au pgint
nécessitaient de connaissances physiques,

Cette etude, faisani également appel aux
iechniques rhéologiques, a souligné f'in-




1&r8t de ces derniéres dans ia recherche
de stabilité des hydrogels.

Bien gue les données rhéolagiques propo-
sées par M. E. MAHLER aient apporté des
éclaircissemenis sur e compertement des
triglycérides & P'étal dispersé, il reste
neanmoins de nombreux poinis d'interro-
gation gui feront I'objet d’études ufitérieu-
res, M. E. MAHLER, & {'aide de la dilato-
métrie 4 température constante, a suivi les
variations apparantes de masse volumique
de {acide siearique.

M. DERBESY, Attaché de recherche au
C.N.R.5. {labarateire de Chimie des Corps

Gras de ia Facuité des Sciences de Mar-
seille), a présenté des observations rela-
tives & « ['influence de la structure du
givcol sur le polymorphisme de certains
palmita-giycides ».

MM. les Professeurs de Galénique des
Faculiés de Pharmacie, ainsi que de nom-
breux Pharmaciens d’industrie, responsa-
hles de fa gaiénigue, ont pariicipé active-
ment a ces travaux.

Le compite rendu de ce coliogue fera
'objet de deux publicaticns, les deux pre-
migres conférences constituant une intro-
duction scientifique & la technologie des
supposiioires.

Two specialisis :

knowledge in this #eld.

lation of thesa macromoliscules is.

The polymorphism of fatty acids and their esters {particulatly glyce-
ridas) results in a possible changing of their crystalfine siate with
time, as fong as an equilibrium sfate is nof attained.

- Mr Naudet, Professor at the Faculté des Sciences de Marseilie,
-~ Mr Perron, Director of the C.N.R.S. Instituie, Thiais laboratory group,
have presented to an assembiy of pharmacoliogisis the present state of our

The impottance of the physical chemistry of fatly acids to the pharmaceulical
industry is stifl at the micro technique stage in the laboratory. The difficulties
against which the galenist comes up when he has fo select the most suitable
glycerine mass for a given formula, equipment, and various standards, have
become concrete for each member of the assembly.

The « Behaviour of cartain medically active substances in several hydrogels
from the point of view of chemical kinefics », treated by the Professor J. C. Etter
of the Ecole de Pharmacie de Lausanne, has shown how delicate the manipu-
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LE CENTRE DE RECHERCHE

D'AROMATISATIC

ta deuxiéme Table Ronde de [fAromalisation, organisés par Mme le Professeur
Vérain, chaire de Galénique de ia Faculié de pharmacie de Grencble, s'est fenue le
14 septembra 1971 & Grenobie ; Fintérét manifesté par les participants a confirmé ia
validité des objectifs proposés par Mme Vérain lors de ja premiére réunion de 71970.

Las chaires( de Galénique dss Unités de Recherches de Dijon, Grenoble, Lille, Lyon,
Nantes, étaieni réprésentées, ainsi que fes Industries pharmaceutiques et les Fournis-
sedrs de ces derniéres.

Ce nouvel échange a permis de circonscrire les buts que s'est assigné le Centre
de Recharche d’Aromatisation :

a) constituer une plague iournante grdce a laquelle des infarmations bibliographiques
pourront &tre diffusées, ainsi qu'un certain nombre de problémes formulés par I'indus-
trie pharmaceutique et Findustrie alimentaire,

b} tfavoriser la coordination des ifravaux de spécialistes en répartissant enire chaque
faboratoire spécialfisé los questions soulevéas, afin d'évifer la surcharge de certains
ot l'oubli des autros.

¢} faciliter les relations enire des organismes similaires mais étrangers, en vue d’har-
moniser le plus possible le vocabulaire et d'inciter & de plus nombreux échanges,

Ce Centre de Recherche d'Aromatisation, association type Loi 1901 représeniant ainsi
une zone de plus libre échange, a tenu son assemblée géndrale et a reconduit pour
Fannée 1971-1972 e bureau fondateur, constitué de :

Président : Mme fe Professeur Vérain, chaire de Galénigue de Grenohle

Secrstaire @ ¥, HM. Gatfefosse, Industriel, 33, cours Fugénie, Lyon 3%

Trésorier : M. J. Rochal, Docteur en Pharmacie, Faculld de Grenoble.

fes cotisations 1971-1972 ont été détarminées ;

— pour les personnes physiques & 30 F

- pout les personnes morales a 100 F

{C.C.P. 61-44 L Grenoble - M. Rochat, Trésorier).

Au cours des échanges qui ont suivi, M. le Professeur HRouzet ef son Assistant

M. Drouct, de la Faculté de Pharmacie de Nantes, ont présenté [appereillage avec
lequel s dtudient la consHiution d’une essence de citron, ef Jes résuftats auxquels

ifs sont parvenus,
M. le Professeur Traisnel et son Assistant M. Basquin, de la Facuité de Pharmacie

de Lilie, omt rapporis jes &tudes qu'ils poursuivent sur la perméabilité des ombaliages
plastiques. Ce résumé paraltra dans « Produits et Problémas Pharmaceutiques ».

Mme le Professeur Vérain ot M. Bienvenu ont commenté Jes observations qu'ils ont
faites sur la correction des amers.

Enfin, Pétude d'un vocabulaire adapté aux artmes et a Paromatisation en génaral a
6te poursuivie en sdance de travail ef fera fobjet de nouvelles fectures avant toule

publication.

an
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SaEnt-Rém9~de-Provence

21-22 mai 1971

Les journées traditionnelles de St-Rémy-
de-Provence réunissaient ceifte année
Professeurs des Faculiés de Pharmacie
et Pharmaciens chefs de laboratoires
{(Direction sclentifique, laboratoire de
galénique, atelier fabrication).

Cet électisme permet ia confrontation des
expérimentations et observations person-
nelles sur le théme: « Les Suppositoire,
ses aspects technotogique et physiologi-
que ».

Aprés un rappel par B.R. GUILLOT des
yravaux effectués pour ou par fes Ets
GATTEFOSSE, depuis une quinzaine d'an-
nées, de la micropénétromeatrie a fa ther-
mométrie différentielle, de ['absocrption
ractale de Iésérine aux essais d'absorp-
tion des médicamenis, trois exposés de-
vaient former la charpents des deébats :

a) la prescriplion médicate des supposi-
tolres.
M. le Professeur J. COTTE rapporte les

conditions et modafités de la prescription
des suppasitoires en miliey hospitalier.

C'est au niveau des infirmiéres et du per-
sonne! chargé des =« potites thérapeuti-
ques » que se situe la prescription pour
des produits en nombre limité (sédatifs et
aspiring.  surtout), mais consommes de
facon imporiante et continue.

Le meédecin trop souvent ignore cu négli-
ge la voie rectale, laquelle peut étre ju-
gée non fiable, irréguligre, inceriaine (dé-
fécation).

© The Author.All rights reserved
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La discussion gui suit souligne T'impor-
tance des rectioles et autres formes ga-
iéniques, at engage a une prospective
technoiogique.

b) Une étude originale sur Fabsorption
de certaing riglycdrides par vole colitique
et caecale chez le lapin est rapporiée par
M. le professeur BACQUES.

Dans des conditions rigoureuses d'expé-
rience, chez le lapin, I'absorption et ia
cinétique d’absorption de certains glycé-
rides est étudiée A l'alde soit de fraceur
fluorescent, soit d'iode 131 ou mieux du
carbone 14.

L’'absorption est rapide, totale, sans par~
ticipation enzymatigue, meilleure pour los
produits saturés. Les travaux continuent
avec d'autres molécules da glycérides et
d'autres sujets d'expérience, afin d'iscler
les conditions optimales et les mécanis-
mes de I'absorption de ces produiis pro-
posés par les Ets GATTEFOSSE.

o} La gafénkgue e s technologie des
siippositoires est présentée par A, LOM-
BARD.

Apres lPeénoncé des donnees physico-
chimiques fondamentales {cristallisation,
émulsian, point de fusion, courbe de soli-
dification, anomalies de surface, etc.), sont
examines les facteurs et ccnditions du
cholx des exciplents sous l'angle des
médicamenis (classés en trois famillss
poudres, essences, extraits), et sous 'an-
gle des machines et matérigls de produc-
tion.

Les interventions principales des partici-
pants concernent ['utiisation des laques
insoiubles comme colorant, les fensio-
actifs dans les bases de suppositoires, la
médiocrité des P.E.G., la micronisation
des poudres, etc. La canfroniation per-
manente concréie entre les preblemes de
iaboratoire et d'atelier et les travaux sur
ta physique des corps gras, confére @
Fexposé de A. LOMBARD une forme sé-
duisante « d’enssignement ».

WM. NER! donna feciure de I'expose de M.
CASADIO {auteur du livre « Technologia
Farmaceutica) relatif a4 Ja thermodynami-
que des suppositolres.

an

© The Author.All rights reserved



J

23 mai 1870 — Chateau

la XV© Journde de ['Aromatique s'est dg-
roulée dans e cadre enchanteur du ché-
teau de Lourmarin, dant les pierres vi-
hrafent sous les chauds rayons printa-
niars.

Accueilfis par Mme Lisle, conservatrice,
M. ef Mmo Joan Varille, des Eis Vibert!
Pétrale Hahn, M. et Mme Gafiefossé el
teurs collaborateurs, les participanis, uni-
vorsitaires, pharmaciens el industriels,
ont gchangd leurs informations et leurs
{fravaux avec up intéréf marqué.

M. le Professeur GRANGER, de fa Facufté
de Pharmacie de Maontpellier, rappetfle la
genése des études qu'if poursuit depuis
1962 avec M. PASSET et avec les con-
cours successifs de Mme KERDILES ef de
Mile PINED, sur les chémotypes de Thy-
mus vulgaris L.

M. PASSET preésente I'dtat actuel de ces
recharches dans un exposé extrémement
concis, ilustré par de nombreux cliches.

it indique tout d'abord que la prospection
systématique entreprise en France par /e
tahoratoire de Chimie organique pharma-
coutique ef, en Catalogne espagnoie, en
coliaboration avec M. lo  Professeur
ADZET, de la Faculié de Pharmacie da
Barcelone, met en relfef la grande diver-
sité des essences, se fraduisant nofam-
ment par des écarts imporiamts du pou-
voir rotatoire, allant lo - 19° 4 - B3°.

['identification de tous les constituants
majeurs, isofés & Fétat pur, parmi ies-
quels un composé peu connu, le thuya-
noi-4, ef un composé jamais encore- §i-
gnalé dans le régrne végétal, fe myrcénol,
dont fa structure a &l eiablie, a permis
d'aborder ¥analyse des essences indivi.
duelles des plantes. La recherche des
formes limites a conduit & définir six ché-
motypes parfaitement tranchés, qui gar-
dent feur perscnnalité méme aprés trans-
plantation, ef qu/ peuvent coexister, avec
de nombreuses formes intermédiaires,
dans je méme habitat.

Les conditions écologiques paraissent
navoir qu'une infivence resireinfe sur ces
chémotypes infraspécifiques, qui semblent
afro surtouf sous fa dépendance de fac-
teurs génétiques.

A la tin de son exposé, M. PASSET con-
ciut en montrant gue /a découverte de ces
chémotypes autorise a concevoir yne cel-
faine Ffifalion enire les constituants de
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de Lourmarin (Vaucluse)

Thymus vufgaris L., et d'émeilre des fhy-
pothésas concermant /es voies enzymati-
ques de la biogenése monolerpénique.

Cette présentation a fait Fobjet de nom-
breux échanges sur lesquels nous neg pou-
vons revenir, mais dont l'intérét est évi-
dent.

M. HUET, Chet de ja Section Huiles
Essentielles et Arémes de [Institut Fran-
gals de Recherches Fruitidres, a présenié
des observations relatives aux essais de
{ransplantation de Bergamotiers provenant
du Cenire IFAC de Guinee, au Mali, sur
le haut plateau du Foutadjalon. La saison

a1



des pluies (4 partir de juin jusgu'en dé-
combre} et une salson séche de janvier
4 mai, sant peu propices au développe-
ment de ces agrumes, dont fa production
en essence est différenie de celfe des
bergamotisrs de Guinge ou de Cdte-
d’lvoire {faible tenocur en esters — 20 &
30 p. cent —- des qualités organolepiiques
meédiacres).

M. SCHWOB, qui a lui-méme créé Je
Gentre de Guinés, et a suivi fes produc-
ifons de cette station, insiste sur Fimpor-
tance des probfémes de biochimie véys-
tafe que souldvent ces remarques.

M. P. ROVESTI, de ['lstituic di Ricerche
Suf Derivali Vegetali de Milan, rappelant
tes fimites gdographiques des plantations
de bergamotiers en Sicile, signale combien
cette région est spécifique tant au point
de vue du sol, que du point de vue cli-
matique {ensoleilfement, piuies, efc.). Les
nomhbrsuses teniatives d’'implantations qui
ont été déja faltes dans fes régions les
plus diverses n'ont eu jusqu'a preésent gue
peu de succes.

A son tour Maltre OLLIER a réussi & pré-
senter un déjeuner auguel il a mélé agréa-
hlement les saveurs de Provence, les
arémes des crus du pays, le thym, la sar-
riefte, et blen d'autres encore, concrét-
sanf afmsi fes impressions suggérées par
nos conférenciers.

M. PEYRON, Directeur de Recherches
(Lautier, Grasse), a rapporté le résulfal
des études qu'll poursuit sur I'lmmorteile,

la composition de cette herbe de la
Saint-Jean est forf complexe ; grice & fa
chromatographie gazeuse, il a réussi a
séparer nombre de constituants. Cetie
Hélichrysum Stoechas de Provence est
ditférente des Heélichrysum angustifolium
et ftalicum gue M. P. ROVEST! a lui-méme
étudiéas et qui ont faif ['objet de publi-
cations. Bien que Jes emplois en pariu-
merie, voire en liquoristerie, solent res-
{reints, il est fort utife de voir se préciser
fa composition de ces essences.

A son tour, fe Doctewr P. ROVEST! a evo-
qué les études qui font conduit en 7937
a s'occuper du Thymus vuigaris en Halis.

Le carvacrol ayani un pouvoir bacteéricide
important, il était utile de rechercher les
essences fes plus riches en ce consfituant.

Bien avant ja letire, il a reconnu analy-
tiquement ce gue ['on depomme aujour-

Pevey
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d'hul fes chémotypes de Thymus vulgaris,
et il a fixé son choix sur Jes clones deg
Sicile {Awola) qui, par distiffation, pro-
duisalent 'essence la plus riche en car-
vacrol. Ce lang travail d'approche jui a
permis de faire un inventaire géographique
des chémotypes des Thymus que [on
trouve on ftalie.

M. ROVESTI commente aussi ses éiudes
sur [I'Hélichrysum angustifolium qui est
ufilisée sn herboristerie st qui, sefon les
zones climatiques, produit des sssences
de caraciéres différencides. C'est aussi,
pour iui, Focecasion de signaler Fimpor-
fance dos facieurs écolpbgiques dans les
productions do’essences, facteur gui vient
se couplor avec ceux quapportent fes
spécifications génétiques de chaque plan-
te,

Cetle journés a éié clbiurée par un expo-
sé de M. fe Professeur NETIEN, de la
Faculté de Médecine et de Pharmacie
de Lyon, sur la culture des tissus vége-
taux. Utilisant los technigues bactériolo-
giques, il aseptise une fraction d'un issu
végétal de la flore saprophyte {par {eau
de Javel). il plonge ce lambeau aseplisé
dans un mitieu de culture gélosé adéquatl,

Dans des &étuves & 24°C, aver un cycle
de 8 heures de luminosité et 8 houres
d'obscurité, je Professaur NETIEN a réussi
& obfenir des bourgecnnements de tssus
quelque peu anarchiques, mais abondants.

Cependant, il a constaté que les alcafoi-
des de la plante donneuse disparaissent
rapidement, et si cerfains sonl encore
présenis, c'est en quantité faible. Ces
atudes se poursuivent avec fa coffabora-
tion de biochimistes enzymologues [ peui-
&lre sera-t-if possible de reproduire les
principes essantiels de ces plantes..

A la demande de M. GATTEFOSSE, M.
NETIEN présente aussi son [nstitut de
Chimic Végétale, qui, inauguré il y a quel-
ques mois seulement, présentera pour les
chercheurs comme pour ies industriefs un
intéréf cortain dans ce domaine de Ia
Chimis Végétale,

M. GATTEFOSSE, remerciant les confé-
renciers, propose que fes prochaines assi-
ses, fa XVI* Journde de FAromatigue, se
déroufent le B8 mai 1971,

Le compie rendu détaillé de celie journge
fera l'objel de publications particuliéres,
pf paraitra égafement dans e RIVISTA
ITALIANA.



8 mai 1971 —

ta XV Journée de PAromatique réunis-
sait, sous le patronage de M. le Minisire
Délégué auprés du Premisr Ministrs, char-
gé de fa Preiection de la Nature of de
VEnvironnement, autour de M. P. GEOUF-
FRE DE LA PRADELLE, Correspondani de
Pinstitut, Président de la Fondation de
lLourmarin - Laurent Vibert, ef de l'Aca-
démie dss Sciences, Agriculture, Aris el
Bellos Lettrss d’'Aix-en-Pravence, de nont-
breux professeurs, chercheurs et utifisa-
taurs venus d'horizons divers. Tous s'in-
toressent  tant aux fagons culturates
qu'aux compaositions of ufilisations des
plantes aromatiques e! médicinales.

M. Marcel CATTEFOSSE, Présideni-Dirgc-
taur Génsgral des Eis GATTEFOSSE, of ses
coltaborateurs, ainsi que M. Jean VARILLE,
Vice-Prosident-Directeur Géneral des Ets
F. VIBERT/PETROLE HAHN, ot ses col-
faborateurs, accueillaient leurs hdtes sur
ja terrasse du chéteau baigné de soleil.

Las Professeurs et Assistants des Facultés
de Paris, Lyon, Grenobfe, Montpeliier, Bas-
celons, ainsi que leur coltégue de FPAca-
démis des Sciences de Bulgarie, le Pro-
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Chateau de Lourmarin {Vaucluse)

Professeur IVANOFF {& gauche)
H.-M, Gattefossé




fesseur IVANOFF, ont pu libremeni traiter
de leurs reocherches avec fes industrieis
fabricants d’'huiles essentielles et les spé-
cialisfes des cultures et du commerce des
drogues végétales.

Les exposés et communications paraitromt
dans fes revues professionnelles. Nous
fes avons regroupés en fonction de leurs
traits communs :

A - Les activités du Cenire National d’Ex-
périmentation de Milly-la-Forét, présen-
tées par M. MAGHAMI, Ingénieur Agricole,
altaché au Syndical national des plantes
médivinales  aromatiques el indusiroltes
conduisent & proposer aux agricultedrs
dos especes acclimaiées ean France, et
das techniguss cufturales précises, no-
tamment dans le choix des désherbanis
madernps.

- Les plantations arboricoles en Cole-
d’ivoire, ayant pour objet Ja production
d’agrumes, oni ©té preseniées par M.
HUET, chef de fa section « Huiles Essen-
tiefles ot Arémes » de finstitut de recher-
ches fruftidres. De nombreuses diapositi-
ves ont montré [efforf réalise pour fa
praduction d’'essences dagrumes el de
dérivés. Les plantations aciuelies ne re-
présantent aciueffement qu’une faible par-
tie du marché des agrumes; en sera-i-il
ainsi en 1980 7

B -~ Le régne végétal est riche des varié-
tés dont Pinventaire botanique est déja
avancé, Par conire, la composition des
huifes essenfielies extraites de ces vege-
taux es! un canstant sujet de recherche.

— M. le Professeur Michel PARIS, de Ia
Faculté de Pharmacie de Paris, st Mile
Goneviéve CLAIR, ont diudie ['essence de
Sarriette de Porse, donf la composition
s'avére différente do celle de fa Sarristie
dite de Provence, ou de la Sarriette Mon-
tana. Les technigues chromafographiques
atuditées comparativement par les aufaurs

révefent Fintérét d'une nouvelle fagon
d'extraire fes huiles essentielles de Ia
pianie.

— L'étude de la Sarriefle des Montagnes
{de Montpaitier; par MM. PAULET et FE-
LISAZ, paraitra dans Ja revue « PAR-
FUMS, COSMETIQUES, SAVONS DE
FRANCE » et des comparaisons pourront
gtre éfablles avec [la composition de
fessence de Sarriette de Perse.

— M, Tomas ADZET, de la Facuité de
Barcefone, et M. PASSET, de Ja Faculté
de Montpellier, ont étudié le « Gialamintha
menthitolia », qui, lui aussi, présente des

nAa
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analogigs avec Ies Sarrieftes, au moins
par ses qualites organoleptiques.

— M. L. PEYRON, Directeur de Recher-
ches (LAUTIER, Grasse), Mile BROUA et
Mme ROUBAUD onf apporié les résuftals
des é&tudes qu'ils ont poursuivies sur le
« Lantana des Comores », espéce que
{'on trouve en Europe, mais qui développe
sous fes climais tropicaux une végétation
fuxuriante,

— L'gssence de Rose, tefle que la pré-
sentait M. le Professeur D. IVANCFF de
'Académie des Sciences do Sofia {Bul-
garie}, représenfe un vaste champ d'étu-
de pour le chimiste, tant sa composition
est complexe, of c'est dans le detail de
ces reéactions specifiques que nous a con-
duit lauteur,

< - La hlogendése des monoterpénas bi-
oycligues, étude que poursuit depuis plu-
sieurs années M. fe Professeur GRANGER
of M. PASSET ds fa Faculté de Pharmacie
de Montpeliier, étafl iliusirée par un irés
bel exposé de Mlis ARBOUSSET qui com-
pigte ef corrobore fes donndes fournies
par fe thymus vulgaris.

i - Detude des iranstormations in vitro
des ferpones a fait 'objet d’une commu-
nication de M. G. VASSILIEV, Doctsur-
ingénieur. Ces modifications sont {rés dif
férontes de cellas que l'on observe dans
fe milieu végétal, ol les réactions enzy-
matiques sont plus fines que fes fechni-
ques de faborafoire.

E - Enfin, P'application des huiles essen-
tielies & aromalisation des sirops amers
a &té Pobjet d’'une communication de M.
BIENVENU, qui, sous la direction de Mme
VERAIN, Professeyr de Galénique & la
Faculté da Grenobls, poursuil une étude
tort intéressante sur les facteurs physi-
ques et chimiques pouvant modifier cetle
amertume.

Cetle Jjongue journée, fort heureusement
coupde par fe déjeuner aux aromatss pro-
vencaux servi au Foyer Rural de Lourma-
rin par FHétel OLLIER, d'ancienne répu-
tation, a permis & chacun des convives
d’évoquer les probfémes qui les concer
nent pluys particuliérement. :

M. le Président de La Pradelle, soulignant
I'iniérét de cette relation Universite-Indus-
irle, s'est plu & rappeler la vocation de la
Fondation de Lourmarin.

La XViI* Journde de I'Aromalique se pour-
suivra 4 la Fondation de Lourmarin le sa-
medi 6 mai 1972,



g SEMAINE DE DERMOPHARMACOLOGIE

organisée par
fe CENT

T EUROPEEN

DE DERMOPHARMACOLOGIE

Lyon 18-22 janvier 1971

Le théme choisi : fibroprotéines dermo-
épidermiques (kératines, coliagéne, élas-
tine} a éte traité tant sur e plan de la
structure physico-chimique par M. COMTE
{Centre Technigue du Cuir) gue sur le
plan de la hiogénése par M. le Profes-
seur LOUISOT, de !la Faculté de Méde-
cine et de Pharmacie de Lyon.

Les meétabolismes dans lesgquels intervient
te soufre a fait Fobjet de commentaires
trés précis de MM, ZWINGELSTEIN et
JOUANNETEALU., de ia Facuité des Scien-
ces {(Chimie Biologique). M. ie Professeur
THIERS et Mme DIVRY, présentant les
structures des mucopolysaccharides, ont
rappeié aux congressistes |'importance
biolegique de ceite familie de composés
dans la physiolagie cutanée,

M. le Professeur MOULIN a présenté, a
faide de nombreuses diapositives et
micro-photographies, la question des
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hyperkératoses observées en pathologie
humajne. M. le Professeur BONADEO de
Mian a eétudié la pharmacologie d'un
principe actif « I'Echinacine B », extrait
de ['’Echinacéa angusii-folia, ayant un
effet antihyaiuronidasique favorisant les
processus cicatriciels. Le Docteur TUREK,
des Laboratoires Vicks-International, a
présenté les résuliais obienus par la
digestion du stratum corneum humain par
une protéase. Le Docteur FAYOLLE a, de
son c6té, brossé un large tiableau des
thérapeutiques keratolytiques et a ouvert
ainsi la discussicn sur les préparations
qui peuvent &tre utilisées en Gosmétigue
a cet effel.

Pour compliéfer ce vaste tour d’horizon,
M. le Professeur JEAN-BLAIN, de 'Ecole
Nationale Vétérinaire de Lyon, a traité de
ia formation de la laine et du pelage
des carnivores, M. L. CLARET, Ingénieur-
Chimiste, présentant a son iour les tech-
nigues et traitemenis des fourrures. La
visite de I'élevage des Oncins en Beau-
jolais a permis la connaissance d'un
cenire o’élevage d'animaux de labora-
folre « germ free » et de iuger des soins
apporiés aujourd’hui aux contrdles phy-
siologiques in viva.

M. CALAS, des Laboratcires Chauvin-
Btache, remplagant M. MASSA, a présenté
un dossier irés complet sur la Lanoline
purifise utilisée comme excipient derma-
tologique et ophtalmique.

Les deux journées réservées aux Actua-
fités Dermopharmacoiogiques ont permis
de traiter de nombreux problémes relatifs
aux contréles. Le dosage des phospha-
tases alcalines, des enzymes, fa recher-
che des acides aminés présents dans des
preparations cosmétiques ont été com-
mentés par Mmes BERNARD et CHAM-
BAZ, assistantes de M. le Professeur
Agrégé Jean COTTE; M., BONIFAY, du
département « Produits Biologiques GEO »,
apportant son point de vue suy le dosage
de ia trypsine et de lalphachymotrypsine.
M. le Docteur PROSERPIO, experi cosme-
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tologue iHalen, animant les echanges au
cours de {a présentation des préparations
cosmetiques ayani un effet « Peeling »
par Mme G. CALMET, a donné également
son point de vue sur la cosmétique fonc-
tionnelle et a suscité un large dialogue
entre Dermatologues, Pharmaciens, Cos-
metologues ei Esthéticiennes, assistant a
ces journées.

Mme le Docteur DIVRY, assistante de
M. les Professeurs THIERS et COTTE,
a commenié ies récentes acquisitions se
rapporiant 4 l'enzymologie cuianée et a
signaié les études parues A ce sujet dans
la Litierature.

M. le Professeur THIERS a rappelé que
{es vitamines ¢&iaient souvent des co-
enzymes, d'ou leur inférét en thérapeu-
tigue ou en cosméiique, & cendition fou-
tefois gu'un certain pombre d'indications
sojeni respeciées,

Enfin, Mme Chanial DE VELNA, esthéti-
cienne, a présenté les techniques d’insti-

tut servant aux traifements de Peeling, et
M. A. LOMBARD a rappelé quelles gtaient
ies bases physico-chimiques sur lesquelles
repose la siructure des émulsions large-
ment empioyées en Cosmétique,

M. le Professeur THIERS a proposé les
thémes d'étude de la & Samaine {17/2%
fanvier 1972) @ « Peaux et sénescence -
croissance du poil ». Une journée sera
réservée A la préseniation de couries
communications ayant trait soit & la
Dermopharmacoiogie proprement dite, soit
a des sujets relevant de la Dermatologie :
la couperose par exemple. Au cours de
'annge 1872 des éiudes seront entrepri-
ses 4 plusieurs niveaux afin que des
observations concrétes soient apporiges.

Ces journées se sont dérouides dans les
salles du laboratoire de Botanique de ia
Faculté de Médecine et de Pharmacie de
Lyon, mises a la disposition du Centre
Européen de Dermopharmacaologie par
M. le Professeur METIEN.

La Parfumerie Moderne
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