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Glossaire

Bioéquivalence : Deux produits pharmaceutiques sont considérés comme bioéquivalents si
leurs profils des concentrations en fonction du temps, a partir de la méme dose molaire, sont
similaires au point qu’ils ne sauraient vraisemblablement produire des différences d’effets
thérapeutiques et/ou imprévus cliniquement pertinentes. [41] [68]

Blanc : Une partie aliquote d’eau pure ou de solvant d’un volume équivalent aux échantillons
analysés soumise au méme processus analytiqgue du prétraitement au dosage. Pour les
échantillons solides, seuls les réactifs sont considérés comme un blanc de méthode. [88]

Calibration : L’ensemble des opérations réalisées sur un systéme de mesure pour qu’il
fournisse des indications prescrites correspondant a des valeurs données, des grandeurs a
mesurer. [24]

Controdle In process : Contrble effectué en cours de production pour surveiller, ajuster le
processus et méme écarter un produit sélectionné qui n’atteint pas ses objectifs afin de garantir
que le produit intermédiaire est conforme a ses spécifications et/ou a d'autres criteres de qualité
définis. [86]

Critéres d’acceptation : Limites numériques, intervalles ou autres mesures adéquates pour
I'acceptation des résultats des controles. [11]

DCI : Les dénominations communes internationales identifient les principes actifs. Chaque
DCI est une appellation unique reconnue au niveau mondial et qui reléve du domaine public.
[74]

Dose létale 50 : Dose de principe actif qui tue 50% des animaux soumis a 1’essai, exprimée en
mg / kg. [4]

Indication hors AMM : Une prescription pour d’autres indications que celles pour lesquelles
le médicament a recu son autorisation de mise sur le marché. [59]

Lot : Quantité définie d'une matiere premiére, d'un article de conditionnement ou d'un
médicament fabriqué en une opération ou en une série d'opérations, telle qu'elle puisse étre
considérée comme homogene. Lors d’une fabrication continue, le lot doit correspondre a une
fraction définie de la production, caractérisée par son homogénéité escomptée. La taille du lot
peut étre définie soit par une quantité fixée, soit par la quantité produite pendant un intervalle
de temps fixé. [2]

ND :Nom déposé aussi appelé nom de marque, ou nom commercial est un nom enregistré au
titre d'une propriété intellectuelle ou d'une propriété commerciale (® ou ©), est la plupart du
temps déterminé par le laboratoire pharmaceutique créant, fabriquant ou produisant le
médicament .Cette dénomination commerciale est mise en correspondance avec la
dénomination scientifique du médicament lors de I'enregistrement aupres des autorités
sanitaires d'un pays ou de la création d'une autorisation de mise sur le marché AMM . [96] [67]
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Placebo : Un placebo est une forme médicamenteuse ne contenant aucune substance active [28]

Produit en vrac : Produit qui a subi toutes les étapes de la fabrication a 1’exclusion du
conditionnement final [2]

Produit fini: Produit qui a subi toutes les étapes de la production, y compris le
conditionnement dans le récipient definitif et I'étiquetage. [76]

Robustesse : La capacité de la procédure a fournir des résultats analytiques d'une exactitude
et d'une précision acceptables dans diverses conditions.[34]

Solution tampon : Une solution qui résiste aux changements de pH lorsqu'elle est diluée ou
lorsque des acides ou des bases sont ajoutés a celle-ci. Les solutions tampon sont préparées a
partir d'une paire conjuguée acide/base. [42]

Spécifications : Une liste d'exigences détaillées auxquelles les produits ou les matieres utilisés
ou obtenus au cours de la fabrication doivent étre conformes. Elles servent de base a I'évaluation
de la qualité. [34]

Substance de référence (standard) : Substance dont il a été démontré par un ensemble de
contréles analytiques approfondis qu'elle est une matiere authentique de haute pureté, destinée
a étre utiliser comme étalon de référence pour les analyses de routine en laboratoire. [2]

Tarif de référence : 1l s’agit de la mise en place de plafonds de remboursement établis et
fixés par I’assurance maladie pour les dépenses en médicaments des assurés [57]
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Introduction générale

L'industrie pharmaceutique est 1’une des industries les plus rentables et importantes
économiquement dans le monde. Elle regroupe les activités de recherche, de développement,
de fabrication et de commercialisation des médicaments pour la médecine humaine ou
vétérinaire. Ces activités sont exercées par les laboratoires pharmaceutiques et les sociétés de
biotechnologie. [92]

La mise a disposition d’un produit pharmaceutique répondant aux exigences
réglementaires de qualité, de sécurité et d’efficacité nécessite a la fois un savoir-faire technique
et une gestion rigoureuse des différentes étapes de conception du médicament. [13] [34] [52]

La qualit¢ du médicament est assurée par I’application d’un systéme d’Assurance
qualité qui doit pouvoir garantir, entre autres, que le produit fini a été convenablement fabriqué
et controlé selon les procédures définies, I’autorisation de mise sur le marché et toute autre
réglementation portant sur la production, le contréle et la libération des médicaments, et que
cela ait été certifié par une personne qualifiée, a savoir le pharmacien responsable. [2]

Toute opération de fabrication, de conditionnement et de stockage peut influencer la
qualité du médicament d’ou la nécessité d’un contrdle rigoureux effectué, dans des laboratoires
bien équipés et bien organisés, par un personnel qualifié au cours de sa production et avant sa
libération sur le marché. [93] [101]

Dans ce contexte, ce modeste travail a pour but d’évaluer la qualité d’un lot de
Glucophage, comprimés pelliculés sécables a 1000 mg, sur le plan physicochimique et
microbiologique durant tout le procédé de sa fabrication, par un ensemble de tests définis dans
la pharmacopée européenne 8° éd, la BP 2019 et I’'USP 41/ NF 36, ainsi que des méthodes
internes validées.

Le Glucophage est un médicament princeps qui a fait 1’objet d’un transfert de
technologie. 1l est produit par le laboratoire Algérien NOVAPHARM en partenariat avec le
groupe Allemand MERCK. [98]

Notre travail est composé de deux parties principales :

> Une partie théorique consacrée a une étude bibliographique, divisée en 4 chapitres :

v’ Généralités sur les médicaments ;

v Le concept de la qualité dans I’industrie pharmaceutique ;

v’ Les méthodes analytiques les plus utilisées dans 1’industrie pharmaceutique ;

v Et nous avons présenté le chlorhydrate de metformine dans le quatrieme chapitre

» Une partie expérimentale, dans laquelle nous avons détaillé le matériel et les méthodes
utilisés au cours du contrdle physicochimique et microbiologique effectués sur les matieres
premiéres, le produit semi-fini, et sur le produit fini, puis nous avons traité les différents
résultats obtenus.

> Nous avons cloturé le mémoire par la présentation des principales conclusions auxquelles
nous sommes parvenues.
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Revue bibliographique Chapitre |

1 Définition du médicament :

Selon I’OMS le médicament est défini comme :

« Tout produit ou mélange de produits fabriqué pour la vente ou la distribution, fourni
ou présenté pour son objectif thérapeutique, prophylactique, ou diagnostique vis-a-vis les
maladies humaines ou animales ; et toute substance utilisée chez I’homme ou 1’animal pour
restaurer, corriger, modifier, ou explorer ses fonctions physiologiques ou ses états
pathologiques » [100]

1.1 Définition du médicament princeps :

Un médicament de référence, ou « princeps », est la version d’origine d’un médicament
dont la substance active (ou un nouveau dosage ou une nouvelle présentation) n’a pas encore
été utilisée comme médicament a usage humain pour 1’indication donnée.

Le princeps est protégé par un brevet, généralement pendant 20 ans. Aprés 1’expiration
de ce brevet, des médicaments génériques peuvent étre mis sur le marché. [103]

1.2 Définition du médicament générique :

C’est un médicament qui a la méme composition qualitative et quantitative en
principe(s) actif(s), la méme forme pharmaceutique, et qui est interchangeable avec le
médicament de référence du fait de sa bioéquivalence démontrée par des études appropriées de
biodisponibilité. [103]

2 Composition du médicament :

Un médicament agit par un ou plusieurs constituants appelés principes actifs associés a
un ou plusieurs excipients.

2.1 Principe actif :

Un principe actif (PA) est tout composant d’un médicament qui est destiné a exercer
une action pharmacologique.

Le principe actif peut étre un élément chimique, végétal ou biologique, obtenu par une
synthése chimique ou un procédé de biotechnologie. [4]

2.2 Excipient:

Tout composant, autre que le(s) principe(s) actif(s), qui est présent dans un médicament
ou utilisé pour sa fabrication. La fonction d’un excipient est de servir de vecteur (véhicule ou
base) au(x) principe(s) actif(s), ou d’entrer dans la composition du vecteur, contribuant ainsi a
certaines propriétés du produit telles que la stabilité, le profil biopharmaceutique, 1’aspect,
I’acceptabilité pour le patient et la facilite de fabrication. [27] [4]
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2.3 Articles de conditionnement :

Le conditionnement est défini comme toutes les opérations, y compris le remplissage et
I’étiquetage, qu’un produit en vrac doit subir pour devenir un produit fini.

Le conditionnement d’un médicament facilite son emploi, intervient dans son efficacité
et augmente la sécurité de son utilisation. Il permet aussi la conservation de sa qualité jusqu’au
moment d’utilisation.

Toutes les informations relatives aux médicaments (DCI, NC, numéro de LOT, date de
péremption, mode d’emploi ...) doivent étre mentionnées sur les articles de conditionnement,
qui sont regroupés en :

e Articles de conditionnement primaire : qui sont en contact direct avec le produit
pharmaceutique, tel que : les blisters, les flacons, les tubes ...

e Articles de conditionnement secondaire : qui protegent le conditionnement primaire et
ne sont pas en contact direct avec le médicament. Ils renferment des étuis étiquetés, des
notices ... [103] [27]

2.4  Forme galénique :

La forme galénique ou pharmaceutique est la préparation sous laquelle sont réunis les
¢léments constitutifs d’un médicament, pour permettre une mise a disposition de la substance
active a I’organisme du patient. [9][103]

La forme galénique de chaque médicament est choisie avec soin par les fabricants. La
forme influe en effet sur la vitesse d'action du médicament et son efficacité. Chaque type de
forme galénique est aussi soumis a ses propres regles d'utilisation et de conservation. [91]

Les comprimés sont les formes les plus utilisées chez la population adulte. lls se
présentent sous forme de préparations solides, contenant chacune une dose unique d'une ou
plusieurs substances actives, obtenues par compression des volumes constants de particules.

Les formes et les tailles sont trés variables, les comprimés sont parfois sécables voir
multi-sécables. [45]

Certains comprimés dits pelliculés sont recouverts d'une couche fine de mélange de
diverses substances de pelliculage. L opération de pelliculage des comprimés vise a :

Masquer la saveur et/ou I’odeur désagréable ;

Protéger la ou les substances actives photolabiles ;

Modifier la libération du PA ;

Donner un aspect ou une couleur uniforme aux comprimés afin de faciliter
I’identification. [45]

Les differentes formes galéniques ainsi que leurs voies d’administration sont
représentées dans I’Annexe I.
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3  Développement d’un nouveau médicament :

Le développement d’un nouveau médicament est un processus compliqué, long et
onéreux, effectué dans un cadre strictement réglementé.

Il se fait généralement au sein des laboratoires de recherche et développement R&D des
industries pharmaceutiques, car I'optimisation d'une nouvelle classe médicamenteuse nécessite
des recherches chimiques, pharmacologiques et toxicologiques minutieuses.|[6]

3.1 Phases de développement d’un nouveau médicament :

Le développement d’un nouveau médicament passe par quatre phases :

3.1.1 Phase de recherche et développement :

De maniére générale, le processus de la conception d’un nouveau médicament
comprend I’identification ou 1’élucidation d'une nouvelle cible médicamenteuse qui va étre
soumise a I’action des milliers de substances actives.

Un criblage a haut débit des molécules est réalisé sur un modele expérimental biologique
afin de découvrir les éventuelles propriétés pharmacologiques. Seules les molécules actives qui
présentent une meilleure efficacité et sélectivité seront optimisées en candidats de
développement « lead compound ». [6] [33][50][56]

3.1.2 Phase des études précliniques :

Les essais précliniques fournissent des informations sur les propriétés
pharmacologiques et toxicologiques des nouvelles substances, par des tests IN VITRO réalisés
sur des cellules en culture, des tissus ou des organes isolés. Les événements complexes qui se
déroulent dans un organisme vivant, devront étre testés IN VIVO chez I'animal.

Les essais précliniques ont pour but :

v D’évaluer les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques des molécules
testées.
v De mettre en évidence les éventuels effets toxicologiques des nouvelles substances par

les études de toxicité aiglie en déterminant la dose Iétale moyenne DL 50 et la marge

thérapeutique ; les études de toxicité chronique ; les études des effets mutagenes,

cancérigenes et reproductibles.

Pendant cette étude préclinique, on se rend compte que seule une faible proportion des
molécules pourra étre testée chez I'nomme. [6] [28] [33][50][56]

3.1.3 Phase des essais cliniques :
Les seuls véritables essais d’un médicament sont les essais cliniques qui, évidemment,

ne peuvent tre répétés en routine. Les essais sur I’homme sont effectués une fois pour toutes
avec des unités du lot prototype, Selon plusieurs phases :
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La phase | : ou I'on détermine chez des volontaires sains si les propriétés observées chez
I'animal se manifestent également chez I'nomme, et ou I'on établit la relation entre I'effet
et les doses administrees.

La phase Il : le médicament éventuel est, pour la premiére fois, testé contre la maladie
pour laquelle il est prévu chez un groupe de patients sélectionnes. Si la substance montre
une efficacité réelle et peu d'effets secondaires, on passe alors aux études de phase Ill.

La phase IlI : ’action thérapeutique de la nouvelle substance est comparée chez un
groupe de patients plus important, a celle d’un médicament efficace déja commercialisé,
dans certains cas, a un placebo. Cette phase a pour but de juger I’efficacité et la tolérance
du produit.

La phase VI : c'est I'étude de la pharmacovigilance qui consiste a suivre les effets

thérapeutiques et les effets secondaires aprés la commercialisation du médicament. [6]
[28] [33][50][56]

3.1.4 Phase de développement pharmaceutique :

Le développement pharmaceutique est subdivisé en 2 parties :

3.1.4.1 Le développement galénique :

IL a pour but d’élaborer, pour chaque substance active, la forme pharmaceutique la plus
adéquate a son administration. Il passe par 4 étapes :

La préformulation : qui repose sur 1’é¢tude des propriétés physicochimiques et la stabilité
du PA, La compatibilité chimique entre le PA et I’excipient. [27]

La formulation : qui consiste a choisir la voie d’administration, la forme galénique
adéquate, les excipients, le procédé de fabrication et les articles de conditionnement.
[27]

La transposition a 1’échelle pilote : c’est une étape de transition entre les lots d’essais
(realisés lors de la formulation) et les lots industriels. Elle permet de valider le procédé
de fabrication et de maitriser les difficultés liées au passage a 1’échelle industrielle. [60]

La transposition a 1’échelle industrielle : la revalidation du procédé de fabrication a
I’échelle industrielle est une étape obligatoire qui permettra la fabrication des lots

commerciaux apres 1’obtention d’AMM. [60]

3.1.4.2 Le développement analytique :

C’est le processus qui permet la validation d’une procédure d’analyse précise pour contrdler le
médicament et ses composants. [60]
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Figure 1 : Processus de développement des médicaments. [58]

3.2 Devenir du médicament dans I’organisme :

3.2.1 Phase biopharmaceutique :

Constitue la mise a disposition de 1’organisme des principes actifs de manicre différente
selon le type de formulation galénique.
Pour les formes unitaires solides cette phase comporte deux étapes :

e La libération du PA de sa forme galénique: qui a lieu généralement par la
désintégration du médicament en granules. Par la suite, ces granules se désagregent
en petite particules.

e La dissolution: le PA doit étre dispersé a 1’état moléculaire, dans les liquides

biologiques, pour étre absorbé et passé a la circulation sanguine.
La vitesse de dissolution dépend des propriétés physicochimiques du PA. [94]

/
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Figure 2 : Etapes de la phase biopharmaceutique. [44]
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3.2.2 Phase pharmacocinétique :

C’est 1’étude du devenir du médicament dans 1’organisme en fonction du temps, elle
permet de définir la posologie utile en thérapeutique c'est-a-dire le rythme d’administration et
la durée de traitement a partir des valeurs quantifiées a chacune des 4 grandes étapes suivantes :
[10]

3.2.2.1 Absorption :

C’est I’ensemble de phénomenes qui permet le passage d’une substance dans le plasma
sanguin, quel que soit son site d’administration.

La quantité du PA qui atteint la circulation générale et la vitesse par laquelle elle I’atteint
doivent étre déterminées lors des études de biodisponibilité par trois parametres cinétiques :

» L’aire sous la courbe (AUC): determine la quantité de PA inchangée réellement
absorbée ;

» Cwmax:correspond au pic plasmatique de PA dans la circulation sanguine ;

» Twmax:le temps nécessaire pour atteindre la Cvax. [10]

3.2.2.2 Distribution :

Cette étape correspond a I’ensemble des processus de répartition du PA dans
I’organisme a partir de la circulation systémique. Elle est évidemment dépendante :

e Des propriétés physicochimiques du PA ;

e De la fixation protéique c'est-a-dire I’affinité du PA aux protéines plasmatiques
et tissulaires en fonction de la nature de ces protéines et du nombre de sites de
fixation ;

e Du débit d’irrigation des organes.

Dans le plasma, le PA se trouve soit lié aux protéines plasmatiques, constituant une
forme de transport ou de réserve inactive pharmacologiquement ; soit sous forme libre capable
de traverser les différentes barriéres capillaires et membranaires pour atteindre sa cible tissulaire
et exercer son activité thérapeutique. [10][37]

La capacité de diffusion est représentée par :

> Le volume de distribution VD : il s’agit d’un volume fictif exprimé en litre ou litre/kg
de masse corporelle, dans lequel la dose totale de PA absorbée doit étre distribuée de
fagon homogene dans tous I’organisme, afin d’établir un équilibre avec la concentration
plasmatique. [10] [37]

3.2.2.3 Métabolisme :

C’est une transformation biochimique du PA au niveau hépatique principalement, par
des systemes enzymatiques complexes, qui donne par conséquence une naissance a des
métabolites dont I’activité thérapeutique et les propriétés physicochimiques sont modifiées par
rapport au PA.
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Le but principal de cette biotransformation est de rendre le médicament plus
hydrosoluble, et donc faciliter son élimination. [10]

3.2.2.4 Elimination :

C’est un processus aboutissant a la sortie du PA et/ou de ses métabolites de I’organisme.
Les molécules hydrophiles sont éliminées principalement par le rein, tandis que les substances
lipophiles sont excrétées par la voie biliaire.
Elle peut se faire aussi par les poumons, la salive, la sueur ... [10]

L’¢limination du PA, quel que soit la voie, est calculée par la clairance totale. Elle peut
se calculer aussi pour chaque organe appart, mais classiqguement, la clairance rénale est la plus
étudiée car le rein est considéré comme 1’organe principal d’élimination. [10]

> La clairance (CL) : c’est le volume de plasma totalement épuré du PA par unité de
temps. Elle s’exprime par ml/min ou I/h ;

» Demi-vie d’élimination (t12) : ¢’est le temps nécessaire pour que, aprés administration

d’un médicament, sa concentration plasmatique diminue de moitié. Elle est exprimée
en unité de temps qui peut varier de quelques minutes a quelque semaine. [10]

3.2.3 Phase pharmacodynamique :

On appelle effet pharmacodynamique une modification mesurable et reproductible,
fonctionnelle ou organique, provoquée par un médicament dans un systeme biologique appelé
effecteur ou cible. [15]

L’effet pharmacodynamique peut produire une réponse thérapeutique, comme il peut
provoquer des effets indésirables voir toxiques ; et cela en fonction des propriétés spécifiques
de la molécule et de la dose administrée. [40]

3.2.3.1 Mécanisme d’action :

Les principes actifs exercent leurs actions par des mécanismes totalement différents, on

distingue :

> Les médicaments de substitutions :

Agissent par I’apport d’une substance analogue a une substance physiologique absente
ou insuffisamment présente dans I’organisme. [21]

» Les médicaments d’action non spécifique :

Agissent par des propriétés physiques (adsorption, pouvoir osmotique ...), et des
propriétés chimique (neutralisation des acides, les antidotes ...) ... [21
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» Les médicaments d’action spécifique :

Ce sont des ligands qui possédent une analogie structurale avec des substances
endogénes « médiateurs », et qui interagissent dans 1’organisme, a la place de ces composés,
avec des macromolécules protéiques appelées « cible pharmacologique ».

Une cible pharmacologique peut étre : une enzyme, un récepteur, un systeme de
transport (canaux ioniques, transporteurs moléculaires), un géenome (ADN, ARN), ou un
organisme étranger. [21]

3.2.3.2 Réponse pharmacologique :

L’effet du médicament est initié par sa liaison a sa cible moléculaire. Cette liaison
déclenche une cascade de modifications biochimiques aboutissant a un signal, qui sera traduit
en réponse pharmacologique. [20]

L’interaction ligand-récepteur est caractérisée par :

» L’affinité : qui est la capacité de fixation du PA sur son récepteur. Elle dépend des
propriétés physicochimiques des deux parties. [10]

> L’activité : elle représente la capacité du PA a produire une réponse pharmacologique
dans I’organisme. [26]

> Lasélectivité : est une affinité élective d’un ligand pour un récepteur donné. [15]

Les études fonctionnelles de 1’activité permettent de :
> Préjuger la nature du ligand :

e Agoniste : ¢’est un ligand qui mime 1’action du ligand physiologique c'est-a-dire
conduit a la méme réponse cellulaire.
Un agoniste peut étre entier lorsqu’il induit une réponse cellulaire maximale, ou
partiel si la réponse cellulaire est quantitativement faible.

e Antagoniste : c’est un ligand qui, en se fixant au récepteur n’entraine aucune
réponse pharmacologique, et supprime ou diminue 1’effet du ligand endogeéne.
L’antagoniste est dit compétitif si le ligand se lie sur le méme site que le
médiateur ; et dit non compétitif s’il se lie a un autre site de récepteur avec pour
conséquence une diminution de I’affinité du récepteur a son médiateur
physiologique.

e Agoniste inverse : c’est un ligand qui entraine une réponse opposée a celle de
I’agoniste, en conservant les propriétés antagonistes vis-a-vis le médiateur
physiologique. [20] [21] [26]

» Quantifier la réponse pharmacologique ; en mesurant les effets apportés a un systéme
biologique par un PA a différentes concentrations, pour établir une courbe doses/effets.
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La dose qui permet d’obtenir 50 % de I’effet maximum est la DE50, dose efficace 50 ;
elle caractérise la puissance d’un médicament : plus elle est petite, plus le médicament est
puissant. [15] [20]

4  Aspect réglementaire du médicament :

4.1 Demande d’autorisation de mise sur le marché AMM :

C’est 1’étape administrative de la création d’un médicament qui comprend
I’établissement du dossier d’autorisation de mise sur le marché AMM accompagné des
démarches réalisées par le fabricant, pour faire agréer son médicament par un organisme public.

Ce dossier, qui contient tous les renseignements concernant le médicament, doit étre
déposé sous format CTD. [04]

Le CTD est un document technique bien structuré, commun en international servant a
la soumission d’AMM du médicament. Il a été harmonisé par 1’agence européenne du
médicament EMA, Food and Drug administration, et le ministére de la santé, du travail et du
bien-étre japonais. 1l est géré par les lignes directrices de I’'ICH. [12]

La mise en place du format CTD a pour but de :

v’ Faciliter I’évaluation du contenu des dossiers ;
v Gagner le temps et les moyens nécessaires a la préparation des documents. [12]

Le dossier CTD est organisé en 5 modules :
Module 1 : Comporte des informations administratives qui varient d’un pays a un autre ;

Module 2 : Contient les résumés et les rapports signés par les experts compétents sur la qualité
du médicament, et le résumé des études non cliniques et cliniques ;

Module 3 : Il est entiérement consacré a la définition de la qualité du medicament : composition,
méthode de préparation, contrle des matiéres premieres, des produits intermédiaires et du
produit fini ;
Module 4 : Contient le rapport des études non cliniques ;
Module 5 : Renferme le rapport des études cliniques.

Une fois I’AMM est obtenue le laboratoire peut aborder la production du médicament a

I’échelle industrielle, et la commercialisation sur le marché comme un médicament princeps.
[04] [12]
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Not part
of the CTD

Module 2

Non-clinical
summary

The CTD triangle. The Common Technical Document is organized into five modules. Module 1is
region specific and modules 2, 3, 4 and 5 are intended to be common for all regions.

Figure 3 : Triangle des modules du format CTD. [66]

4.2  Décision d’enregistrement « DE » en Algérie :

Selon la Loi n° 18-11 du 18 Chaoual 1439 correspondant au 2 juillet 2018 relative a la
santé :

« Tout produit pharmaceutique et dispositif médical prét a I’emploi fabriqué
industriellement, importé ou exporté doit faire l'objet, avant sa mise sur le marché, d'une
décision d'enregistrement ... »

La DE est fournie par 1’agence nationale des produits pharmaceutiques ANPP, apres
I’évaluation des dossiers scientifiques et techniques déposés par le fabricant, pour une durée de
validité de 5 ans, renouvelable par période quinquennale. [83] [85]

Les conditions, les procédures et les modalités d’obtention de la DE sont décrites dans
le Décret Exécutif n® 92-284 du 6 juillet 1992 et I"Arrété n° 41 du 8 juin 1995 :

»  Selon le type du médicament :
v" Le médicament innovant : pré-soumission, Note d"Intérét Thérapeutique, évaluations
cliniques et de qualité par le LNCPP, détermination du prix ;

v' Le médicament générique : pré-soumission, évaluation de qualité, détermination du
prix. [83] [90]
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»  Selon le statut du médicament dans le marché Algérien :

v' Le médicament produit localement : peut bénéficier d’un court délai d’octroi de la DE
par rapport au médicament importé.

v" Le médicament importé : tout médicament importé, princeps ou générique, devra étre
commercialisé dans le pays d’origine au moment du dépot de la demande de la DE.
Cette commercialisation doit étre justifiée par une AMM, ou un certificat de libre vente
« CLV », et un certificat du produit pharmaceutique « CPP ».

v' Le médicament qui fait ’objet d’un transfert de 1’importation a la production
Algérienne: nécessite une décision d’implantation accompagnée d’un certificat d’apport
économique et thérapeutique pour obtenir la DE. [83] [90]

Le schéma d’enregistrement des médicaments en Algérie est présenté dans I’Annexe I1.
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1 Qualité dans I’industrie pharmaceutique :

1.1 Qualité:

Selon I’ISO, le mot « qualité » peut étre définie comme : « I’ensemble des propriétés et
caractéristiques d’un produit ou service qui lui conferent I’aptitude a satisfaire des besoins
exprimés ou implicites ». D’apres les BPF européennes, lorsqu’on parle de la « qualité du
médicament », il s’agit de la qualité a réaliser pour répondre aux besoins des malades, c’est-a-
dire la qualité décrite dans le dossier de demande d’AMM. [27] [73]

1.2 Gestion de la qualité :

La gestion de la qualité est un large concept qui couvre tout ce qui peut, individuellement
ou collectivement, influencer la qualité d’un produit.

C’est un ensemble de dispositions prises pour assurer que le médicament soit de la
qualité requise pour I’usage auquel il est destiné. La gestion de la qualité dirige et contrdle toute
organisation ayant comme objectif de fournir un produit de qualité.

Ce systéme a été établi soigneusement avant qu’un échantillon ne soit analysé. Il prend
en considération toutes les exigences de I’AMM relatives a la qualité. [75][23]

1.3 Assurance qualite :

L’assurance qualité est définie comme étant : L’ensemble des activités préétablies et
systématiques mises en ceuvre dans le cadre du systéme qualité et démontrées en tant que besoin

pour donner la confiance appropriée en ce qu’une entité satisfera aux exigences de la qualité.
[23]

1.4  Contr6le qualité :

Le contrble de la qualité vise & garantir que les essais nécessaires et appropriés ont bien
été effectués, que les matiéres premiéres ne sont pas libérées en vue de leur utilisation, ni les
produits libérés en vue de leur vente ou leur distribution, avant que leur qualité n'ait été jugée
satisfaisante.

Le contrdle de la qualité ne se limite donc pas aux activités de laboratoire, mais doit
participer a toutes les décisions qui peuvent concerner la qualité du produit. [2] [75]

Le contrdle qualité du médicament se fait :

e Enamont de la production.......... Les maticres premieres
e En cours de fabrication ............... Etapes intermédiaires
e En fin de fabrication .................. Sur le produit fini. [75]
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2 Bases réglementaires et institutions normatives :

2.1 Bases reglementaires :

2.1.1 Pharmacopée :

La pharmacopée est un ouvrage réglementaire destiné aux professionnels de santé qui
définit notamment :

e Les criteres de pureté des matieres premiéres ou des préparations entrant dans la
fabrication des médicaments ;

e Les méthodes d’analyse a utiliser pour en assurer leur contrdle ;

e Les formes pharmaceutiques avec leurs critéres de qualité et les essais a réaliser pour
vérifier ces critéres de qualité ;

e [’ensemble des critéres, permettant d’assurer une qualit¢ optimale des matieres
premiéres pharmaceutiques ou des formes pharmaceutiques, est regroupé et publié sous
forme de monographies spécifiques ou générales.

Ces textes font autorité pour toute substance ou forme galénique figurant dans la
pharmacopée qui constitue un référentiel scientifique régulierement mis a jour. Selon 1’état qui
publie la pharmacopée, il existe plusieurs éditions : Pharmacopée Américaine (USP),
Pharmacopée Japonaise (JP), Pharmacopée Européenne ainsi que la Pharmacopée Britannique
(BP).... [16]

2.1.2 Bonnes Pratiques de Fabrication des produits pharmaceutiques (BPF) :

Les Bonnes Pratiques de Fabrication des médicaments constituent un des éléments de
I’assurance qualité ; elles garantissent que les produits sont fabriqués et contrélés de facon
cohérente et selon les normes de qualité adaptées a leur emploi et requises par I’AMM. [2]

2.1.3 Bonnes Pratiques de Laboratoire (BPL) :

Les principes de Bonnes Pratiques de Laboratoire constituent un systéme de garantie de
la qualit¢ du mode d’organisation et de fonctionnement des laboratoires dénommés
"installations d’essai" qui réalisent des essais de sécurité non cliniques sur les produits
chimiques ayant trait a la santé et a I’environnement et sur les conditions dans lesquelles ces
études sont planifiées, réalisées, contrblées, enregistrées, archivées et diffusées. [62]

2.1.4 Bonnes Pratiques de Distribution (BPD) :

Les Bonnes Pratiques de Distribution rappellent les principes fondamentaux qui doivent
étre respectés par les établissements pharmaceutiques effectuant la distribution en gros des
produits pharmaceutiques, afin de maintenir la qualité¢ et I’intégrit¢ de ces produits et
d’empécher I’introduction de médicaments falsifiés dans la chaine d’approvisionnement légale.

[1]
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2.1.5 Guide de Bonnes Exécutions des Analyses (GBEA) :

Selon I’'TSO 9000, Le G.B.E.A. est défini comme étant un " instrument au service de la
qualité ". Sa mise en application permet de maitriser la plupart des événements pré, per et post-
analytiques.

Il définit des régles de fonctionnement pour I'exécution des analyses, I'assurance qualité,
le stockage des réactifs et consommables et la conservation des archives. Il constitue un rappel
de tout ce qu'il convient de se procurer, d'organiser, de vérifier, de respecter, d'étudier et de
conserver, pour obtenir I'exactitude et la précision des résultats. [73]

2.1.6 Normes du Conseil International d’Harmonisation (ICH) :

Le Conseil International d’Harmonisation est un comité créé a Dinitiative de la
communauté économique européenne (CEE) et fonctionnant sous forme de conférences en vue
d’harmoniser les exigences en matiére d’AMM entre les Etats-Unis, Japon, et 1’Union
européenne.

L’ICH travaille a I’harmonisation des principes de qualité, sécurité et efficacité des
médicaments.

Les normes ICH sont regroupeées en lignes directrices qui sont organisées en 4 grands themes :

1) Qualité (Q) : avec 12 lignes directrices.

2) Sécurite (S) : avec 11 lignes directrices.

3) Efficacité (E) : avec 18 lignes directrices.

4) Multidisciplinaire (M) : avec 8 lignes directrices. [66]

2.2 Bases normatives :

2.2.1 Organisation Internationale de Normalisation (ISO) :

C’est une organisation internationale non gouvernementale, indépendante, composée
de 164 organismes nationaux de normalisation.

Par ses membres, 1’Organisation réunit des experts qui mettent en commun leurs
connaissances pour élaborer des normes, unifiées au niveau international, d’application
volontaire, fondées sur le consensus, pertinentes pour le marché, soutenant 1’innovation et
apportant des solutions aux enjeux mondiaux.

L’ISO a publié plus de 23007 Normes internationales couvrant pratiquement tous les
aspects des technologies et de la production. [71]

2.2.2 Comité Européen de Normalisation (CEN) :

Le Comité Européen de Normalisation, est une association qui regroupe les organismes
nationaux de normalisation de 34 pays européens. Le CEN a été officiellement reconnue par

I’Union Européenne et I'Association Européenne de Libre-Echange (AELE) comme étant
responsable de I'élaboration et de la définition de normes volontaires au niveau européen. [65]
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2.2.3 Association Francaise pour I'Amélioration et le management de la Qualité
(AFAQ) :

Créée en 1988, I'Association Frangaise pour I'Amélioration et le management de la
Qualité a fusionné en 2004 avec I'Association Frangaise de Normalisation (AFNOR). La
marque AFAQ est désormais gérée par la sociéte AFNOR Certification.

L’AFAQ est utilisée dans le cadre des activités d'évaluation et de certification dans le
domaine des systemes de management et de gouvernance des entreprises et organismes. [63]

2.2.4 Institut Algérien de Normalisation (IANOR) :

L'Institut Algérien de Normalisation (IANOR) a été érigé en Etablissement Public a
caractére Industriel et Commercial (EPIC).

L’TANOR a constitué une équipe pluridisciplinaire expérimentée autour de quatre
grands métiers au service des entreprises et collectivités pour :

e Elaborer les référentiels demandeés par les acteurs économiques ;
e Aider les acteurs a accéder aux référentiels normatifs et a les appliquer ;
e Proposer une offre de certification. [69]

2.3 Institutions normatives :

2.3.1 Institutions mondiales :

2.3.1.1 Organisation Mondiale de la Santé (OMS) :

L’Organisation Mondiale de la Santé est I’institution internationale du systéme des
Nations unies spécialisée dans la santé. Créée le 7 avril 1948, sur le principe d’amener tous les
peuples au niveau de santé le plus élevé possible.

L’OMS est dirigée par les 194 états membres réunis chaque année a 1’Assemblée
mondiale de la Santé a Geneve afin de décider de la politique a mener pour améliorer la santé.
[72]

2.3.2 Institutions régionales :
2.3.2.1 Food and Drug Administration (FDA):
Food and Drug Administration « Agence américaine des produits alimentaires et
médicamenteux » est la plus ancienne agence de protection du consommateur au sein du

gouvernement fédéral américain.

Créée en 1906, la FDA est chargée de protéger la santé publique en assurant la qualité,
I'efficacité et la securité des médicaments a usage humain et a usage vétérinaire, des produits

20| Page



Revue bibliographique Chapitre 11

biologiques et des matériels médicaux, et en assurant la sécurité de l'approvisionnement
alimentaire et des produits cosmétiques.

Cet organisme a, entre autres, le mandat d'autoriser la commercialisation des
médicaments sur le territoire des Etats-Unis. [68]

2.3.2.2 Agence Européenne des Médicaments (EMA) :

L'Agence Européenne des Médicaments (EMA) est une agence décentralisée de I'Union
Européenne (UE) créee en 1995, chargée de I'évaluation scientifique, de la supervision et du
controle de la sécurité des médicaments dans I'UE.

L'EMA s'engage a permettre aux patients d'accéder rapidement aux nouveaux médicaments
et joue un réle essentiel dans le soutien au développement de médicaments au profit des
patients. [60]

2.3.3 Institutions nationales :

2.3.3.1 Ministere de la Sante, de la Population et la Réforme Hospitaliere
(MSPRH) :

Le Ministere de la Santé, de la Population et de la Réforme Hospitaliere geére I’ensemble
du systéme de santé public et réglemente 1’offre de soins privés. Il est constitué de dix directions
qui sont chargées d’élaborer, de mettre en ceuvre et d’évaluer la stratégie et la politique
nationale dans le domaine de la protection, de 1’organisation, de la réglementation et de la
promotion de la santé public. [80] [95]

2.3.3.2 Laboratoire Nationale de Contréle des Produits Pharmaceutiques
(LNCPP)

Le Laboratoire National de Contrdle des Produits Pharmaceutiques est un établissement
public a caractere administratif, doté¢ de la personnalit¢ morale et de I’autonomie financiére,
placé sous la tutelle du ministére chargé de la santé. [81]

Les missions de contrdle qualité des produits pharmaceutiques ont été transférées a
I’ANPP a compter de la date de publication du décret N 19-190 du 3 juillet 2019 dans le journal
officiel le 7juillet 2019, il y a eu donc la dissolution du LNCPP et une fusion avec I’ANPP. [84]

2.3.3.3 Agence Nationale des Produits Pharmaceutiques (ANPP) :

L’Agence est un établissement public a gestion spécifique doté de la personnalité morale
et de I’autonomie financiére, placé sous la tutelle du ministre chargé de la santé. [85]
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L’ Agence assure, notamment une mission de service public principalement en matiere :

De la veille a la sécurité, I’efficacité, la qualit¢ et au contrdle des produits
pharmaceutiques et des dispositifs médicaux a usage de la médecine humaine ;

De I’enregistrement des médicaments et de ’homologation des dispositifs médicaux, a
usage de la médecine humaine ;

De procéder a des expertises et au controle des produits pharmaceutiques et dispositifs
médicaux.

De donner son avis sur toutes les questions liées aux produits pharmaceutiques et aux
dispositifs médicaux, & usage de la médecine humaine ainsi que sur I’intérét de tout
nouveau produit.

D’assurer la régulation du marché des produits pharmaceutiques et des dispositifs
médicaux, a usage de la médecine humaine.

De la veille au respect des lois et des reglements relatifs aux activités de la pharmacie,
aux produits pharmaceutiques et aux dispositifs médicaux, a usage de la médecine
humaine. [82]

3 Contrdle qualité des formes seches :

3.1 Controle physicochimique :

<\

Le contrdle physicochimique consiste a :

Déterminer les caracteres organoleptiques des différentes formes pharmaceutiques
(présentation, couleur...) ;

Identifier et doser le ou les principes actifs ;

Déterminer la présence d’éventuelles impuretés et les quantifier ;

Déterminer les caractéeres pharmaco-techniques en relation avec la forme
pharmaceutique (désintégration, dissolution, sécabilité, pH, osmolalité, taille des
particules...) [62].
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Tableau 1 : Essais physicochimiques exigés par la pharmacopée européenne 8¢ édition
pour contréler la qualité des matiéres premieres en routine. [18]

Désignation du test

Méthodes analytiques utilisées

Caracteres
organoleptiques

e Aspect visuel ;
e Solubilité.

Identification

Analyse spectrométrique

Spectrométrie d’absorption IR ;
Spectromeétrie UV -Visible.

Analyse
chromatographique

Chromatographie en phase liquide ;
Chromatographie en phase gazeuse ;
Chromatographie sur couche mince.

Constantes physiques

Point de fusion ;
Point de solidification ;
Pouvoir rotatoire.

Réactions et constantes
chimiques

Réaction de coloration ;
Réaction de précipitation ;
Indices (d’acide, réfraction ...)

Aspect de la
solution « s »

Méthode visuelle, turbidimétrique,
néphélométrique ;
Méthode colorimétrique.

Acidité ou alcalinité

Essai des métaux lourds

Méthode colorimétrique

Essai de la perte a la
dessiccation

Essai des cendres

Méthode gravimétrique

Essais sulfuriques
Essai des solvants Chromatographie en phase gazeuse
résiduels grap P g
Essais des substances e CCM, HPLC, CPG;
apparentées e [ ’¢lectrophorese capillaire.
e Microdosage de I’eau ;
D de I’ , L)
osage el ean e Meéthode de Karl-Fischer.
pH Méthode potentiométrique
Viscosité e Méthode a viscosimetre capillaire ;
e Meéthode a viscosimetre rotatif.
¢ Réactions acido-basiques ;
. - e Réactions de précipitations ;
Titrages volumétriques o .
e Reéactions de complexations ;
Dosage e Reactions d’oxydo-réductions.

Méthodes
chromatographiques

Chromatographie en phase liquide ;
Chromatographie en phase gazeuse.

Méthodes spectrales

Spectrophotométrie UV-Visible
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Tableau 2 : Essais physicochimiques exigés par la pharmacopée européenne 8¢ édition
pour contréler la qualité du produit semi fini (formes séches) en routine.[18]

Désignation du test Appareils utilisés
Taux d’humidité résiduelle Dessiccateur IR
Dureté Durometre
Friabilité Friabilimétre
Désagreégation Appareil de test de désagrégation
Masse moyenne
Balance analytique

Uniformité de masse

Tableau 3 : Essais physicochimiques exigés par la pharmacopée européenne 8¢ édition /
USP 41/ NF 36 pour contro6ler la qualité du produit fini (formes seches : comprimés et
gélules) en routine. [18] [45]

Meéthodes et/ou appareils analytiques

Désignation du test e
utilisés

e Spectrométrie d’absorption IR ;
Identification du PA e Chromatographie en phase liquide ;
e Chromatographie sur couche mince.

Masse moyenne

Uniformité de masse Balance analytique

Secabilite

Uniformité des préparations
unidoses e Chromatographie en phase liquide ;
Dosage du PA e Spectrophotométrie UV -Visible.

Test de dissolution Dissolutest
e Chromatographie en phase liquide ;
. e Chromatographie sur couche mince ;
Dosage des substances apparentées .
e Chromatographie en phase gazeuse ;
e [ ’¢électrophorese capillaire.

Solvants résiduels Chromatographie en phase gazeuse
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3.2 Contrdle microbiologique :

Selon la pharmacopée européenne, les matiéres premiéres et les médicaments a usage
non parentéral sont des préparations pharmaceutiques non stériles. La présence de certains
micro-organismes dans ces préparations peut réduire voire annuler I'activité thérapeutique du
produit. [18]

Plusieurs tests sont congus principalement pour déterminer si une substance ou une
préparation est conforme a une spécification de la qualité microbiologique. La pharmacopée
européenne préconise pour I’évaluation microbiologique des préparations non aqueuses
administrées par voie orale :

e Le dénombrement des germes aérobies totaux (DGAT) ;
e Le dénombrement des moisissures et levures totales (DMLT) ;
e Larecherche de micro-organismes specifiés : "Escherichia coli". [18]

Trois méthodes de dénombrement bactérien ont été prescrites :

e Dénombrement par filtration sur membrane ;
e Dénombrement sur plaque par ensemencement en profondeur ou étalement sur surface ;
e Meéthode du nombre le plus probable (NPP).

Le choix de la méthode est base sur des facteurs tels que la nature du produit et la limite
requise de micro-organismes. Quel que soit la méthode utilisée, elle doit étre effectuée sur un
échantillon de taille suffisante pour juger sa conformité aux spécifications. [18]

La capacité du test a détecter les micro-organismes en présence du produit a tester doit
étre établie. La reproductibilité de la méthode doit étre confirmée si une modification des
performances du test ou du produit, susceptible d'affecter le résultat du test, est introduite. [18]

La qualité des milieux de culture utilisés en microbiologie est cruciale pour obtenir des
résultats optimaux et fiables. Elle doit étre vérifiée par des méthodes de contrdle appropriées :

e Test de stérilité ou contrdle du témoin négatif : est réalisé pour verifier les conditions
du contrdle microbiologique, en utilisant le diluant choisi au lieu de la préparation a
examiner. Il est également effectué lors de contréle du produit. Aucune croissance
microbienne ne doit étre observée. Un contrdle négatif qui échoue nécessite une
investigation.

e Test de fertilité : est effectué pour démontrer que les milieux utilisés permettent la
croissance des germes. Ces milieux sont inoculés avec un petit nombre (pas plus de 100
UFC) de micro-organismes de référence. [18]
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1  Spectroscopie infra rouge :

1.1 Introduction :

La spectroscopie infrarouge est une méthode physique d’analyse, utilisée comme
procédé non destructif pour identifier ou quantifier les composés moléculaires organiques dont
il permet de garder une sorte d’empreinte de structure chimique des composés examingés.

La bande spectrale de I’infrarouge est comprise entre 0.8-1000 um. Elle est divisee en :

e Domaine du proche infrarouge 0.8-2.5 pm (12 500-4000 cm-1) : qui a pris une grande
importance comme moyen d’analyse quantitative, car il est pauvre en absorptions

spécifiques ;

e Domaine du moyen infrarouge 2.5-25 pm (4000-400 cm?) : qui est le plus utilisé en
analyse qualitative car c’est le domaine le plus riche en absorptions spécifiques des

structures chimiques ;

e Domaine d’infrarouge lointain 25-1000 pm (400-10 cm™) : qui est utilisé pour les
composés halogénés et pour les substances inorganiques. [32] [38]
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Figure 4 : Les grands domaines spectraux des rayonnements électromagnétiques. [32]
[87]

Une radiation lumineuse est constituée de deux composantes perpendiculaires : un
vecteur champ magnétique et un vecteur champ électrique qui varient de fagon sinusoidale, ils
parcourent 1’espace par un mouvement ondulatoire. [38]
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Figure 5 : Schéma explicatif d'une radiation électromagnétique, montrant son champ
électrique, magnetique et la direction de propagation. [38]

Une onde électromagnétique est caractérisée par plusieurs grandeurs physiques :

e Lalongueur d’onde : qui est la distance entre deux maxima successifs. Elle est mesurée
en meétre ou en I'un de ses sous-multiples ;

e La période (T) : qui représente le temps nécessaire pour que 1’onde effectue un cycle.
L’unité est la seconde ;

e La fréquence (f) : I’inverse de la période, représente le nombre de vibrations par unité
de temps. Elle s’exprime en Hertz (Hz).

Le rayonnement électromagnétique se comporte comme un flux de particules : photons
Ou quanta, se déplacant a la vitesse de la lumiere. [38]

1.2 Théorie de transition énergétique :

Les molécules chimiques subissent trois types de transitions énergétiques lorsqu’elles
sont excitées par un rayonnement lumineux dans le domaine ultraviolet, visible ou infrarouge :

e Une transition électronique : implique le transfert d’un électron d’une orbitale
énergétique de basse énergie vers une autre orbitale plus énergétique.

e Une transition vibrationnelle : lorsque la molécule possede une multitude de niveaux
énergétiques quantifies associés aux divers modes de vibrations moléculaires.

e Une transition rotationnelle : qui est associée au mouvement de rotation de la molécule
au tour de son centre de gravité. [43]

Chaque niveau d’énergie électronique comporte plusieurs sous niveaux Vibrationnels et
rotationnels, ce qui permet d’obtenir des transitions énergétiques trés proches, en général
impossible a séparer, qui se présentent sous forme de bandes d’absorption. [38] [43]
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Ces bandes sont caractéristiques des groupements fonctionnels (chromophore) et des
liaisons de la molécule. [16]

Etot = Erot + Evib + Eélec.
E¢lec > Evib > Erot. [38]
Le rayonnement infrarouge n’est pas assez énergétique pour provoquer des transitions
électroniques, mais peut induire des transitions entre les états vibrationnels et rotationnels.

Seules les molécules polyatomiques possédent des transitions vibrationnelles et
rotationnelles actives. [43]
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Figure 6 : Diagramme énergétique d’absorption moléculaire. [43]

1.3 Principe:

La spectroscopie d’absorption infrarouge est fondée sur ’interaction entre les faibles
radiations de la source lumineuse et les liaisons chimiques, permettant de modifier 1’état
énergétique de la molécule par le passage de son état électronique fondamental a un état
électronique plus excité.

La lumiere excitatrice provoque une variation du moment dipolaire de la molécule qui
conduit a des mouvements vibrationnels et rotationnels des liaisons.

Les molécules peuvent subir deux modes de vibrations fondamentales :

e Vibrations de valence ou d'elongation (Stretching) : impliquent des variations de la
longueur de la liaison interatomique de fagon symétrique ou asymeétrique.
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e Vibrations de déformation (Bending) : impliquent des modifications, dans le plan ou
hors plan, des angles entre deux liaisons de valence.

L’absorption de 1’énergie lumineuse transmise par I’onde électronique n’aura lieu sauf
s’il y’a un accord entre la fréquence mecanique de vibration de la liaison et la fréquence
électromagnétique de la radiation. [32] [38]

1.4 Appareillage :

1.4.1 Sources lumineuses :

Les sources spectroscopiques du rayonnement IR sont des solides inertes portés a
haute température, émettent des radiations de toutes les longueurs d’onde de la région
spectrale de I’IR. Les sources les plus importantes sont :

e Lampe de Nernst : 400 — 20000 nm ;

e Lampe Globar : 1200 — 40000 nm ;

e Lampe a filament de nichrome enroulé sur un barreau en céramique : 750 — 20000
nm;

e Lampe a filaments de tungsténe : la lampe la plus utilisée dans le proche infrarouge.

L’intensité rayonnée varie énormément en fonction de la température de la source. [38] [42]
[43][78]

1.4.2 Sélecteurs de longueurs d’onde :

e Les filtres : ils absorbent ou bloguent tous le spectre de la source lumineuse continue a
I’exception d’une bande limitée de rayonnement ;

e Les monochromateurs : qui ont un objectif de sélectionner une seule longueur d’onde
a partir d’un faisceau lumineux. ;

e Les interférometres : qui visent a séparer la lumiére en simples longueurs d’onde afin
de générer I’interférence. [38][43]

1.4.3 Détecteurs :

Généralement les rayonnements IR sont détectés par la mesure d’élévation de
température d’un matériau noirci situé dans le trajet de faisceau.

Suivant le type d’application ou d’instrument, plusieurs types de détecteurs de chaleur
sont utilisés en spectroscopie IR :

e Lesthermocouples ;

e Lesthermopiles ;

e Le detecteur a effet pyroélectrique qui comporte un monocristal de sulfate de
triglycinedeutériée (DTGS) ou de tantalate de lithium (LiTaO3) ;

e Le détecteur a semi-conducteur qui comporte une photodiode. [38] [43]
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1.4.4 Systeme de traitement du signal :

Le signal issu du détecteur est amplifié et transformé, par un dispositif électronique, en
spectre infrarouge qui représente la transmittance (T) ou 1’absorbance (A) des rayonnements
par 1’échantillon en fonction de la variation du nombre d’onde. [38] [43]

T =— et A =logG)

AVec :

T : La transmittance ;

e A : L’absorbance ;

| : L’intensité de la lumiére réfléchie ;
lo : L’intensité de la lumiére incidente.

1.5 Traitement de I’échantillon :

L’interaction du rayonnement infrarouge avec 1’échantillon, est effectuée selon quatre
modes :

e La transmission : le rayonnement incident traverse 1’échantillon, une partic sera
absorbée et 1’autre sera transmise ;

e La réflexion spéculaire : elle est réservée aux echantillons réfléchissants a leur surface,
car elle permet la mesure de la lumiére réfléchie par 1’échantillon dans une direction
d’observation symétrique de la direction incidente ;

o Laréflexion diffuse : I’énergie du faisceau réfléchi n’est plus concentrée dans une seule
direction. Elle est, au contraire, dispersée dans plusieurs directions ;

e Laréflexion totale atténuée : la différence entre les indices de réfraction de I’échantillon
et de cristal donne naissance a plusieurs réflexions lumineuses a I’interface entre eux.
Une faible partie de cette lumiere est pénétrée dans 1’échantillon a une profondeur de
quelques dixiémes de micrométre environ qui dépend de la longueur d’onde et de
I’angle d’incidence. On dit qu’on est en présence d’une onde évanescente. [38]

1.6 Instruments de la spectroscopie infrarouge :
Les spectrometres infrarouges se répartissent en deux catégories

1.6.1 Spectrométres de type dispersif :

Qui utilisent des filtres ou un monochromateur installés dans des montages particuliers
en fonction de la plage spectrale étudiée. [38] [43]
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1.6.2 Spectrometres a transformée de Fourier :

Les spectromeétres infrarouges a transformée de Fourier correspondent & un montage
optique a simple faisceau qui comporte comme piece essentielle un interférometre (souvent de
type Michelson) placé entre la source polychromatique et 1’échantillon.

Les radiations issues de la source polychromatique viennent frapper une séparatrice,
constituée d’un film semi-transparent. Cette separatrice permet de générer deux faisceaux dont
’un se dirige vers un miroir fixe et I’autre vers un miroir mobile dont on fait varier la distance
a la séparatrice. Ces deux faisceaux, recombinés ensuite sur le méme trajet en créant des
interférences constructives et destructives suivant la position du miroir mobile par rapport au
miroir fixe.

Le faisceau résultant traverse 1’échantillon avant de venir frapper le détecteur qui recoit
I’intensité lumineuse globale.

Le signal transmis au cours du temps par le détecteur est traduit sous forme d’un
« interférogramme » qui sera traduit par la suite en présentation du spectre a I’aide d’un
processus mathématique « transformée de Fourier » [38]
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I
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I
: détectenr one scelée détecteur laser :
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! de mesure|
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miroir focalisateur
détecteur |
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échantillon
|:f étail séparatrice
K Br/Germanium

Figure 7 : Schema du trajet optique de FTIR. [38]

1.6.2.1 Avantagesde FTIR :

e Lasensibilité, larésolution, et la vitesse d'acquisition des données sont particulierement
élevées (un spectre complet peut étre révélé en moins d’une seconde) ;

e Lerapportsignal final/bruit de fond est bien supérieur a celui de la méthode séquentielle
puisqu’il peut étre amélioré par accumulation des signaux des balayages successifs «
avantage de Fellgett » ;
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e Les longueurs d’onde sont calculées avec une grande précision ce qui permet des
comparaisons de spectres « la reproductibilité » ;

e [’absence de la fente d’entrer permet au détecteur de recevoir plus d’énergie lumineuse
qu’un spectrométre dispersif classique « avantage de Jacquinot ». [38] [43]

1.7 Applications :

La spectroscopie IR est une technique polyvalente son utilisation s‘est largement
répandue dans un grand nombre d'industries: industrie agro-alimentaire, industrie
pharmaceutique, domaines des matériaux (polymeéres...), industrie pétroliere, industrie
textile... ; donnant lieu & des applications analytiques tres diverses : [77]

1.7.1 Applications qualitatives :

e Identification des matiéres premiéres au moyen d’une comparaison avec le spectre de
référence ;

e ldentification des groupements fonctionnels des composés organiques ;

e Détermination de la structure chimique des composes ;

e ldentification du polymorphisme. [38] [32]

1.7.2 Applications quantitatives :
La précision des mesures d’absorbance et les possibilités de retraitement des spectres

dans le domaine IR ont favorisé 1’analyse quantitative des mélanges organiques étroitement
liés, dont les plus importants sont les polluants atmosphériques. [32] [38] [43]

33| Page



Revue bibliographique Chapitre 111

2 Spectrophotométrie UV-Visible :

2.1 Introduction :

La spectrophotométrie UV-Visible repose sur l'interaction du rayonnement
électromagnétique et la matiere dans le domaine s'étendant du proche UV (185-400 nm), visible
(400-700 nm) et trés proche infrarouge (700-1 100 nm). La plupart des spectrometres vont de
185 a 900 nm. [38]

2.2 Principe :

Le spectrophotomeétre est un appareil permettant de mesurer 1’absorbance d’une
solution, pour différentes longueurs d’onde. Pour cela, il fait passer un rayon d’une longueur
d’onde choisie a travers une cuve contenant la solution a étudier. Les molécules de la solution
absorbent plus ou moins le rayon lumineux, on définit alors I’absorbance pour cette longueur
d’onde.

L’absorption lumineuse résulte de I’interaction des photons de la source lumineuse avec
les chromophores de la molécule. Un chromophore est un groupement moléculaire contenant
généralement un lien . Lorsqu'il est inséré dans un hydrocarbure qui ne présente pas
d'absorbance UV-Visible, il produit un composé dont I'absorption est comprise entre 185 et
1000 nm. [31] [32][38]

2.2.1 Loide Beer-Lambert:

La loi de Beer-Lambert sert a établir une relation entre 1’absorbance, 1’épaisseur de la
cuve et la concentration des espéces absorbantes. [38] [42]

1
Cette relation s’écrit: A = Log (70) = &Cl

Avec :

e ¢ Le coefficient d’extinction (mol 1.l.cm 1) ;
e (C:La concentration de I’échantillon (mol/l) ;
e |:L’¢épaisseur de la cuve (cm).

Cette loi qui ne concerne que la fraction de la lumiére absorbée, est vérifiée dans les
conditions suivantes :

La lumiere utilisée doit &tre monochromatique ;

Les concentrations doivent étre faibles ;

La solution ne doit étre ni fluorescente ni hétérogene ;

Le soluté ne doit pas donner lieu a des transformations photochimiques ;
Le soluté ne doit pas donner des associations variables avec le solvant. ;

Que dans un domaine limité de I’absorbance entre 0 et 1,5 voire 2 : O < A < 1,5. [31]
[42]
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2.3 Appareillage :

2.3.1 Sources lumineuses :
Les sources lumineuses les plus employeées sont :

e Lampe a filament de tungstene : (350 et 2500 nm) dans le visible et le proche IR ;

e Lampes tungstene-halogene (iode) : dont le domaine des longueurs d’onde est plus
étendu (240-2500 nm), elles fournissent une intensité plus forte. Elles sont de plus en
plus utilisées en raison de leur longue durée de vie. ;

e Lampe au deutérium:(160 et 375 nm) dans 1’ultraviolet. [31] [42]

2.3.2 Sélecteurs de longueurs d’onde (Le monochromateur) :

Le monochromateur est un systéme qui permet d’extraire, de la lumiére émise par la
source, un domaine étroit de son spectre d’émission et de sélectionner les longueurs d’onde du
spectre. Il est constitu¢ d’une fente d’entrée, d’un systeme de dispersion et d’une fente de sortie.

[31] [42]
2.3.3 Cellules:

La cellule d’analyse se présente sous forme d’un parallélépipéde a base carrée de 1 cm
de trajet optique, ayant deux faces opposées polies.

On utilise des cuves en plastique transparent (milieu aqueux) ou en verre ordinaire
(milieu aqueux et organique), destinées aux mesures dans le domaine du visible et des cuves en
quartz pour les mesures dans le domaine de 1’ultraviolet. [31] [42]

2.3.4 Détecteurs :

Le signal lumineux est converti en signal électrique a I’aide d’un détecteur photo
électrique. On utilise soit un tube photomultiplicateur, soit un semi-conducteur (détecteur a
transfert de charge ou photodiode au silicium). [31] [42]

2.3.5 Dispositif d’affichage et de traitement du signal :

Les spectrophotomeétres actuels sont en général pilotés par des micro-ordinateurs
équipés de logiciels plus ou moins sophistiqués destinés a la mesure de 1’absorbance. [31] [42]
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2.4  Différents types de spectromeétres UV-Visible :

Il existe différents types de spectrométres UV-Visible :

> Spectrometres a optique mono faisceau, de type monocanal ;
> Appareils a optique inversée, de type multicanaux ;

spectrometre de type séquentiel a optique normale

source|———» |monochromateur| > » | detecteur

solution echantillon

spectromeétre de type simultang & optique inverse

source > >

solution echantillon

detecteur
a barrette
de diodes

_

| systéme dispersif |

Figure 8 : Types des spectrométres I'UV —Visible. [38]

»  Spectrometres a optique double faisceau (type séquentiel) :

Les meilleurs spectrophotomeétres dans ce domaine restent encore les appareils a deux
faisceaux dont I’un traverse I’échantillon et I’autre sert de parcours de référence. Deux miroirs
tournants en forme de secteurs, synchronisés avec le mouvement pas a pas du réseau, permettent
au détecteur de comparer exactement pour la méme longueur d’onde les intensités transmises
par I’une ou I’autre des deux voies. L’amplification du seul signal modulé permet d’éliminer
en partie la lumiére parasite. Le circuit ajuste la sensibilité du photomultiplicateur de fagon
inverse a I’intensité lumineuse qu’il regoit.

Ces appareils se caractérisent par une vitesse de balayage rapide (30 nm/s) et la
possibilité de mesurer des absorbances de plusieurs unités.

Les spectrophotometres a double faisceau permettent de faire des mesures différentielles
entre I’échantillon et le blanc analytique. Ils sont préférables aux modéles mono faisceau si les
solutions sont troubles. La bande passante des meilleurs appareils peut descendre a 0,01 nm.
[38] [32]
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Figure 9 : Parcours optique de deux spectrophotométres UV-Visible a double faisceau.
[38]
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2.5 Applications :

La spectrophotométrie UV-Visible est une méthode facile a mettre en ceuvre. Elle est
utilisée aussi bien pour I’analyse qualitative que quantitative.

2.5.1 Applications qualitatives :

La méthode détecte les groupements fonctionnels chromophores mais ne permet pas
I’identification certaine des molécules. Elle doit toujours étre complétée par d’autres méthodes
spectrales (IR, RMN, spectrométrie de masse) ou chimiques. [38]

2.5.2 Applications quantitatives :

Les mesures en UV-Visible reposent sur la loi de Beer -Lambert ; qui relie dans certaines
conditions, 1’absorption de la lumiére a la concentration d'un composé en solution. [38]

Dans le domaine pharmaceutique, la spectrophotométrie d’absorption UV -Visible est
largement utilisée au cours du contréle qualité des produits pharmaceutiques.

Elle peut étre utilisée pour :

e Les dosages de routine pour quantifier les substances actives et les excipients a
condition qu’ils absorbent dans I’UV ;

e L’identification et la détermination des structures surtout celles ayant des bandes
d’absorption assez fines ;

e Le contrble de la pureté via le calcul du coefficient d’extinction qui refléte la pureté
d’un composé quand il est a son maximum ;

e [’analyse des mélanges est aussi possible. [32][38] [42]

2.6 Limites de la spectrophotométrie UV-Visible :

De maniere générale la spectrophotométrie UV apporte peu d’informations structurales,
elle est peu précise et d’autres techniques sont plus performantes, il est de méme pour les
composes a analyser que leurs maximums d’absorption ne correspondent pas a des bandes
larges. Pour les composés ayant des longueurs d’onde d’absorption proches : la grande
masquera |’autre.

L’analyse en dessous de 185 nm est assez délicate car I’oxygene O2 et I’air absorbent
de maniére intense.[31] [38] [42]
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3  Potentiométrie :

3.1 Principe :

Tout dosage potentiométrique repose sur une mesure de différence de potentiel dans des
conditions de courant nul, entre deux ¢électrodes qui plongent dans une solution de 1’échantillon.
Chaque électrode constitue une demi-pile :

v’ Electrode de référence extérieure (ERE) :

Qui forme une demi-cellule électrochimique de référence, dont le potentiel est connu et
reste constant par rapport a celui de la solution de I’échantillon.

v’ L’électrode ionique sélective (EIS) :

Encore appelée électrode de travail ou bien électrode indicatrice dont le potentiel varie
de maniére connue en fonction de 1’activité de I’analyte.

Cette électrode comporte une électrode de référence interne (ERI) baignant dans une
solution de I’analyte faisant 1’objet du dosage et servant de référence. Cette électrode est séparée
de la solution échantillon par une paroi appelée membrane, perméable si possible au seul
analyte étudié. [38][43]

3.2 Appareillage :

Une cellule utilisée pour effectuer un dosage potentiométrique peut étre schématisée
comme suit :

Electrode de référence/ membrane /jonction électrolytique /solution d’analyte /électrode
indicatrice [43]

- 282867

ERE orifice | EIS
, Oeremplissage _
AgiAgCl ; AgiAgCl
ot KO | » Egeqg Eggy ¢ 1] |+ oOn spécfique
soltion
nteme

solution echarntfion

E, yf Glaphragme E

membrane |

Figure 10 : Cellule de mesure potentiométrique. [38]
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3.2.1 Principales électrodes de références :

L’¢lectrode de référence idéale doit remplir les conditions suivantes :

Etre réversible et obéir a I’équation de Nernst ;

Présenter un potentiel qui doit demeurer constant ;

Retourner a son potentiel de départ apres avoir été traversée par de faibles courants ;
Ne manifester qu’aucun faible phénomeéne d’hystérése lors des variations de
température.

AN NERN

Bien qu’aucune électrode ne remplisse parfaitement ces conditions, certaines d’entre
elles s’en approchent de maniére satisfaisante. [42]

Il existe plusieurs types d'électrode de référence. La plus couramment employée est celle
au calomel saturé en raison de sa robustesse. Toutefois, la présence de mercure pose un
probléme de sécurité environnementale. Elle est donc de plus en plus freguemment remplacée
par une électrode au chlorure d’argent. [38]

3.2.1.1 Electrode de référence au calomel :

Elle est constituée d'une électrode de mercure en contact avec du chlorure mercureux
(Calomel) et du KClI saturé : Hg/ Hg2Cl> (saturé), KCI (x M) /

Ou x représente la concentration molaire du chlorure de potassium présent dans la
solution. [43] [30]

3.2.1.2 Electrode de référence argent — chlorure d’argent :

C’est un systeme analogue a I’¢électrode au calomel, constitué par une électrode d’argent
plongeant dans une solution a la fois saturée en chlorures de potassium et en en chlorure
d’argent : Ag /AgCI (saturé), KCI (saturé) / [43] [30]

3.2.2 Potentiel de la jonction liquide :

Un potentiel de la jonction liquide se développe au niveau de I’interface qui sépare deux
solutions d’électrolytes de composition différente.

On peut minimiser I’importance de ce potentiel en plagant une jonction électrolytique
entre les deux solutions. Cette jonction est d’autant plus efficace que les mobilités des anions
et des cations qui la constituent sont proches et que leurs concentrations sont élevées. [43]
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3.2.3 Principaux types d’électrodes ioniques sélectives :

Il existe une vingtaine d’électrodes ioniques spécifiques (EIS) d’usage courant. Une
électrode indicatrice idéale répond rapidement et de maniére reproductible aux variations de
concentration de 1’analyte. [43] [30]

3.2.3.1 Electrodes indicatrices métalliques :

3.2.3.1.1 Electrodes de premiere espéce :

Une électrode de premiere espece est une électrode de métal pur qui est en équilibre
direct avec son cation présent en solution. [43] [30]

3.2.3.1.2 Electrodes de deuxieme espece :

Les métaux servent non seulement d’électrodes indicatrices pour leurs propres cations
mais ils répondent également aux activités des anions qui forment des précipités peu solubles
ou des complexes stables avec ces cations. [43] [30]

3.2.3.1.3 Electrodes métalliques inertes indicatrices de systeme red-ox :

Un conducteur inerte tel que le platine, I’or, le palladium ou le carbone répond au
potentiel du systeme red-ox avec lequel il est en contact. [43] [30]

3.2.3.2 Electrodes a membrane :

Les électrodes a membrane différent fondamentalement des électrodes métalliques tant
par leur conception que par leur principe.

La méthode la plus commode et la plus commune pour déterminer le pH consiste a
mesurer le potentiel qui se développe a travers une membrane de verre mince qui sépare deux
solutions d’acidité différente. [43] [30]

3.2.3.3 Electrodes de verre indicatrices de pH :

L’¢lectrode indicatrice est constituée d’une membrane de verre mince répondant aux
ions H* qui est soudée a I’extrémité d’un tube en verre a paroi épaisse ou d’un tube en plastique.
[43] [30]

3.3 Applications :

Les dosages potentiométriques sont souvent utilisés pour des dosages de routine. Les
dosages sont simples et la sensibilité des €lectrodes permet d’atteindre des concentrations de
I’ordre d’une fraction de ppm. Mais avant tout dosage il faut considérer les interférents
possibles. [38]
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Parmi quelques applications de routine, signalons :

» En agriculture, I’analyse des nitrates dans des échantillons de sols ;

> En agroalimentaire, I’analyse d’ions divers (NO*, F~, Br.”, Ca* ...) dans les boissons,
le lait, les viandes ou les jus de fruits ;

» Dans I’industrie : les chlorures dans les pates a papier, les cyanures des bains
d’électrolyse, les fluorures et chlorures en galvanoplastie ;

» Dans le secteur biomédical, I’analyse de certains ions dans les sérums, fluides
biologiques, salive, sucs gastriques ;

» En chimie : pour suivre des titrages mettant en jeu des réactions d’oxydoréduction, pour
suivre des dosages par précipitation ou complexation lorsque 1’un des ions mis en jeu
est la forme oxydée ou réduite d’une électrode indicatrice métallique, pour la mesure du
pH et enfin pour déterminer les constantes d’équilibre (produit de solubilité, constante
de complexation).[30]
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4  Chromatographie liquide a haute performance HPLC :

Dans l'industrie pharmaceutique moderne, la chromatographie liquide a haute
performance est l'outil analytique majeur et intégral appliqué a toutes les étapes de la
découverte, du développement et de la production de médicament. [47]

4.1 Principe :

La chromatographie liquide a haute performance est une technique d’analyse qui
consiste a séparer les constituants d’un mélange en phase liquide. Les composés a séparer
(solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est introduit dans la phase mobile
liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles interagissent plus ou moins avec la phase
stationnaire dans un tube appelé colonne chromatographique. La phase mobile poussée par une
pompe sous haute pression, parcourt le systéme chromatographique.

Le melange a analyser est injecté puis transporté au travers du systeme
chromatographique. Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre la
phase mobile et la phase stationnaire. En sortie de la colonne et grace a un détecteur approprie,
les différents solutés sont caractérisés par un pic. L'ensemble des pics enregistres est appelé
chromatogramme. [3][38] [47]

4.2 Appareillage :

Un systeme HPLC typique comporte plusieurs modules spécialisés (pompes, injecteur,
colonne, détecteur), reliés entre eux par I’intermédiaire de canalisations de trés faible diametre
et qui apparaissent soit sépares, soit intégrés dans un méme chassis. L’injecteur est congu autour
d’une vanne a boucle pour permettre 1’introduction de I’échantillon sous de tres forte pression.
Le détecteur est choisi en fonction des applications projetées. [38]

Sparge
gas (Jl‘

Column j ‘
Detector '
Pump Fraction collector
Precolumn
(optional)
Recorder
Eluent or
reservoirs Injector computer Waste

Figure 11 : Schéma representatif d’un appareil d’HPLC. [32]
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4.2.1 Systéme de pompage :

Toute installation d’HPLC comporte au moins une pompe pour forcer le passage de la
phase mobile a travers la colonne dont le remplissage est trés compact. 1l en résulte une pression
importante au niveau de I’injecteur.

Elle est définie par la pression qu'elle permet d'atteindre dans la colonne, son débit, et
la stabilité du flux. [38]

Les pompes requises doivent répondre a des exigences rigoureuses :

v Obtention de pressions allant jusqu’a 420 bar ;
Absence de pulsations ;

Débit compris entre 0.1 et 10 ml/min ;

Controle du débit meilleur que 0.5% ;

Résistance a la corrosion quel que soit le solvant. [43]

ANER NI NERN

4.2.2 Injecteur :

L’injection d’un volume précis de 1’échantillon en téte de colonne doit se faire en un
temps bref afin de perturber le moins possible le régime de circulation de la phase mobile qui
doit étre stable de la colonne au détecteur. [38]

Un injecteur doit permettre I'injection de I'échantillon liquide dans la marge de 0,1 a 100
ml de volume avec une grande reproductibilité et sous une pression élevée.

L'introduction de I'échantillon peut étre réalisée de différentes manieres :

> Injection manuelle : il s’agit d’un injecteur a dépdt direct. L'injection du soluté se fait a
l'aide d'une seringue a travers un septum  (cloison séparant 2 cavités).
La reproductibilité de cette technique est 2 a 3%.

> Injection automatique : c’est le type d'injecteur le plus couramment utilisé, il comporte
une vanne a boucle d'échantillonnage d'une capacité fixe. Cette boucle permet d'introduire
I'échantillon sans modifier la pression dans la colonne. [32]
Il s’agit d’une piéce de précision qui doit résister a des pressions pouvant dépasser 30000
kPa. Elle fonctionne en deux temps :

v" Dans la position chargement, ou seule la communication entre pompe et colonne
est assurée, 1’échantillon est introduit a pression atmosphérique a 1’aide d’une
seringue dans un petit volume tubulaire appelé boucle. Celle-ci, dont il existe tout
un choix de volumes, est soit extérieure, soit intégrée dans le corps de la vanne.

v" Dans la position injection, I’échantillon est inséré dans le flux de phase mobile par
rotation de 60 o d’un levier qui permet d’inverser le sens de circulation dans la
boucle. Une bonne reproductibilité des volumes n’est atteinte que si la boucle a été
totalement remplie par 1’échantillon. Le volume prélevé avec la seringue est donc
toujours largement supérieur a celui de la boucle. [38]
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Figure 12 : Systéme d’injection avec une boucle dans ’HPLC . [38]
a. Remplissage de la boucle.

b. Injection dans la colonne.

4.2.3 Colonne:

C'est le coeur du systéme HPLC, ou se produit en fait une séparation des analytes dans
le mélange.

Une colonne est I'endroit ou la phase mobile est en contact avec la phase stationnaire,
formant une interface avec une énorme surface. Cette colonne se présente comme un tube, le
plus souvent en acier inoxydable rempli de tres petites particules (1-5um) de matériau poreux
rigide, la longueur et le diamétre de la colonne présentent des différences selon les modéles.

Les colonnes « standard » ont un diamétre interne (DI) d’environ 4,5 mm et une
longueur de 10 cm. [38][30][42][32]

La colonne est souvent précédée d’une précolonne, dite colonne de garde, courte (0,4 a
1 cm), remplie de la méme phase stationnaire, ce qui sert a retenir certaines impuretés. On
augmente ainsi la durée de vie de la colonne principale en préservant ses performances. [38]

4.2.4 Phase stationnaire :
La majorité des matériaux de remplissage utilisés dans I’HPLC sont des particules
poreuses d'un diamétre moyen compris entre 3 et 10 um. Pour la plupart des applications

pharmaceutiques, des particules de 3 pm sont recommandées. La porosité fournit la surface
nécessaire a la rétention de I'analyte. [38][43]
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Parmi tous les matériaux qui ont été ou sont actuellement utilisés pour la confection des

phases stationnaires, le gel de silice tient une place prépondérante.

L’emploi de particules de trés faible diamétre (< 2 mm) augmente la surface de contact

et diminue ’HEPT, mais produit une perte de charge beaucoup plus importante que pour les
plus grosses particules. On est donc amené a réduire la longueur de la colonne, ce qui va a
I’encontre des performances. On gagne cependant en temps d’analyse. [38]

Il existe différents types de phases stationnaires :

La phase normale : La phase normale est constituée de gel de silice. Ce matériau est
tres polaire. 1l faut donc utiliser un éluant apolaire. Ainsi lors de l'injection d'une
solution, les produits polaires sont retenus dans la colonne, contrairement aux produits
apolaires qui sortent en téte. L'inconvénient d'une telle phase, est la détérioration rapide
au cours du temps du gel de silice, ce qui entraine un manque de reproductibilité des
séparations. [38]

La phase inverse : La phase inverse est majoritairement composée de silice greffée par
des chaines linéaires de 8 ou 18 atomes de carbones (C8 et C18). Cette phase est apolaire
et nécessite donc un éluant polaire. Dans ce cas, ce sont les composes polaires qui seront
élués en premier.

Contrairement a une phase normale, il n'y a pas d'évolution de la phase
stationnaire au cours du temps, et la qualité de la séparation est donc maintenue
constante. [38]

4.2.5 Phase mobile :

Le choix d'un systtme de phase mobile approprié est essentiel afin d'obtenir la

séparation souhaitée. En général, un solvant approprié doit avoir les propriétés suivantes :

v
v

AN NN

Faible viscosité ;

Compatibilité avec le systéeme de détection (par exemple, le solvant doit étre transparent
a la longueur d'onde de détection si I'UV est utilisé comme détecteur) ;

Disponible a I'état pur ;

Faible flammabilité et toxicité ;

Hautement inerte ;

Solubilité adéquate pour les solutés. [47]

Il existe deux modes d’élution :

» Elution isocratique : 1’élution est effectuée avec un seul solvant de composition
constante.

» Gradient d’élution : dite élution avec programmation de solvants, on emploie
deux ou parfois plusieurs solvants de polarites différentes.[43]

4.2.6 Détecteur :

Le détecteur suit en continu l'apparition des solutés. Pour les détecter, on utilise

différents phénomeénes physicochimiques. Le signal obtenu est enregistré en fonction du temps.

45| Page



Revue bibliographique Chapitre 111

Généralement, on compare le signal obtenu pour la phase mobile et le soluté a celui de la phase
mobile seule. [38]

Il existe plusieurs types de detecteurs :

<

Détecteur spectrophotométrique UV-Visible (longueur d'onde fixe, longueur
d'onde variable, barrettes de diodes), IR ;

Détecteur spectrofluorimétrique ;

Détecteur réfractométrique ;

Détecteur par spectrométrie de masse (HPLC/SM) ;

Le couplage avec la RMN (HPLC/RMN1H).

AN NERN

Le détecteur le plus utilisé en HPLC est le spectrophotométre d'absorption UV-Visible
(190-600 nm) relié a la sortie de colonne. Il se caractérise par une forte sensibilité. Puisqu’il
détecte les propriétés des solutés, il est relativement insensible aux variations de températures.
[30]

Le détecteur UV a barrette de diodes permet non seulement d’obtenir un
chromatogramme, mais il fournit des renseignements spectraux pouvant servir a s’assurer de
I’identité des composés séparés. C’est ce qu’on nomme 1’analyse de certitude. [38]

source UV
gu-:ll;fculatin_ﬁ"_ _# polychromatique
x:g —
l|:| _._.-"*-:‘;":l_ - '_
I e —
I'I.I:k —————

réseal concave
bametie do diodes

Figure 13 : Principe du détecteur a barrette de diodes. [38]

4.2.7 Systéme d’acquisition des données :

Le signal du détecteur est recu par des enregistreurs qui sont utilisés pour traiter, stocker
et reproduire les données chromatographiques. Les données sont interprétées et intégrées par
un ordinateur qui produit un chromatogramme facile a utiliser. [38]
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4.3 Parametres et grandeurs de la chromatographie liquide a haute performance :

Pour définir chaque composé et comparer les performances des colonnes ou des
séparations, on utilise divers parameétres :[16] [38]

Peak 1 Peak 2
/|\
3 /A
=3 / \
! / \
o / \
w;
w,, =
o~
! \ =
/ \
N r ‘l
Vim
ty
VR|
tFﬁ
VRZ

Volume (V)
Time (&)

Figure 14 : Chromatogramme obtenu par HPLC. [29]

% Temps de rétention tr:

Le temps qui s'écoule entre l'injection de I'échantillon et I'apparition d'un pic de soluté
sur le détecteur d'une colonne chromatographique.

% Temps de rétention réduit tr’ :

Le temps de rétention réduit (tz°) représente le temps passé par le soluté dans la phase
stationnaire.

tRI = tR - tM
s Temps morttwm:

Temps nécessaire pour que le pic d'un constituant non retenu par la phase stationnaire
apparaisse.

% Volume de rétention Vr:

Désigne le volume de la phase mobile nécessaire pour faire migrer le soluté choisi d’une
extrémité a ’autre de la colonne. Il peut étre calculé a partir du temps de rétention et du débit
F exprimé en ml/min, a I’aide de I’équation suivante : [16] [38]

VR: tRXF
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« Volume mort Vwm :

Volume de phase mobile requis pour I’¢lution d’un composant non retenu, il peut étre
calculé a I’aide de 1I’équation suivante :

VM: tMXF

% Volume de phase stationnaire Vs :

Le volume occupé, dans la colonne, par la phase stationnaire.

X/
°e

Vitesse linéaire moyenne du soluté et de la phase mobile :

La vitesse linéaire moyenne de progression du soluté V est égale a :

L
V=—
tr

Avec :

L : longueur de la colonne.

X/

% Facteur de symétrie As:

Le facteur de symétrie d’un pic est calculé a 1’aide de 1’équation suivante :

w0.05
As =53

Avec :

e Woos = largeur du pic au vingtiéme de sa hauteur ;
e d=distance entre la perpendiculaire abaissée du maximum du pic et le bord d’entrée du
pic au vingtiéme de sa hauteur .

Une valeur Asde 1 indique la symétrie. Si As> 1, Le pic présente une trainée. Si As<1
le pic présente un front diffus. [16] [38]

% Facteur de rétention k' :
Le facteur de capacité (ou facteur de rétention) k’ exprime le rapport entre la masse du
soluté dans la phase stationnaire et sa masse dans la phase mobile. Ce facteur, sans dimension,
peut étre relié au temps de rétention par I’expression : [16] [38]

, tp—t
k:R M

ty
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« Efficaciteé :

La performance d’une colonne (efficacité apparente) peut étre calculée a partir de
données obtenues dans des conditions isothermes, isocratiques ou isodenses, la colonne est
d’autant plus efficace que le nombre de plateaux théorique est élevé :

_ Lg 2
v=ssa(i)

Avec :

e tr= Temps de rétention du pic correspondant au composant considéré ;
e W = Largeur du pic a mi-hauteur.

Le nombre de plateaux dépend du composant considéré ainsi que de la colonne, de la
température de la colonne, de la phase mobile et du temps de rétention. [16] [38]

0,

% Sélectivité :
Pour caractériser la distance separant les sommets de deux pics.

tRZ - tM k2
a = ==
tRl - tM K1

0,

% Reésolution :
La résolution de deux pics voisins est définie par le rapport de la distance entre le

maximum des deux pics et la moyenne arithmétique.

5 Whi+ Wy

Deux caractéristiques déterminent le degré de recouvrement des pics :

e Ladistance séparant les sommets de deux pics, mesurée par tro — trs :
e La largeur des pics a la base.

Plus la résolution est grande, meilleure est la séparation. Deux pics sont bien résolus, si
R > 1,5. Pour des valeurs de Rs beaucoup plus grande que 1, la séparation des pics n’est pas
meilleure, mais le temps de la séparation devient inutilement long. [16] [38]
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4.4 Conformité du systeme :

Les essais de conformité du systéme représentent une partie intégrante de la méthode
utilisée pour assurer une performance adéquate du systeme chromatographique.

Les paramétres utilisés pour évaluer les performances de la colonne sont généralement :
I’efficacité apparente, le facteur de rétention, la résolution et le facteur de symétrie.

Les facteurs pouvant affecter le comportement chromatographique sont notamment :

e Lacomposition, la force ionique, la température et le pH apparent de la phase mobile ;

e Le débit, les dimensions de la colonne, la température de la colonne et la pression ;

e Certaines caractéristiques de la phase stationnaire comme le type de support
chromatographique (particulaire ou monolithique) utilisé, la taille des particules ou des
macrospores, la porosité et la surface spécifique ;

e L’utilisation des phases stationnaires en phases inversées ou autres phases stationnaires
modifiées en surface et le degré de modification chimique (postgrephage, taux de carbone

)

Le systéme doit satisfaire aux criteres de conformité pendant toute la procédure
chromatographique. [16]

45 Applications :

L’HPLC connait aujourd’hui des applications dans tous les secteurs ou les sciences
comme la biochimie, la chimie analytique et la biologie, notamment au niveau de 1’industrie
pharmaceutique, clinique, alimentaire, 1’industrie des polymeéres et le secteur de la protection
de I’environnement. [42]

En industrie pharmaceutique, L’HPLC est utilisée dans la séparation des isoméres, des
molécules extrémement hydrophobes, des analytes sujets a I'hydrolyse, des hydrates de carbone
et des composes saturés/insaturés. [47]

45.1 Applications qualitatives :

L’identification des substances avec une probabilité différente selon les procédés
utilisés et en se référant si besoin a des substances de références. [3]

4.5.2 Applications quantitatives :

L’HPLC est la technique analytique la plus utilisée pour Il'analyse quantitative des
produits pharmaceutiques, des biomolécules, des polymeres et d'autres composés organiques.

[3]
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1 Historique :

L’histoire de la metformine remonte au Moyen Age en Europe avec Iutilisation du
galéga officinalis nommé aussi « lilas francais » ou « rue-des-chévres ». Cette plante médicinale
est utilisée pour soigner, entre autres, les manifestations du diabéte sucré chez I’homme et pour
augmenter la production de lait (propriété galactogéne) chez le bétail. Dés le XIX® siécle, les
fleurs et les graines du galéga sont utilisées spécifiguement pour leurs effets anti
hyperglycémiants.

En 1914: le pharmacien francais Georges Tanret isola les principes actifs
hypoglycémiants de la plante qui sont : la guanidine et ’iso amyléne guanidine (galégine) ;

En 1920 : les diguanidines, molécules contenant deux guanidines reliées par une chaine
alkyl de longueur variable, ont été produites. Dans la méme époque il y’avait la synthése des
biguanides (composés issus de la condensation de deux molécules de guanidine avec
¢limination d’une molécule d’ammoniac) ;

En 1922 : la metformine (N, N-diméthylbiguanide) est produite pour la premiere fois a
Dublin par Werner et Bell ;

En 1929 : les propriétés hypoglycémiantes de la metformine ont été mises en évidence
par deux équipes allemandes ;

En 1957 : Jean Sterne, un médecin frangais, réalisa les premiers essais cliniques chez
I’lhomme de la metformine utilisée comme agent antidiabétique oral. Il démontra que, de tous
les autres biguanides testés, la metformine possédait le meilleur rapport bénéfice/risque ;

En 1959 : la metformine fut commercialisée pour la premiere fois en France sous le nom
évocateur de Glucophage. [49]

Figure 15 : Galega officinalis L. [49]

La metformine se présente sous plusieurs formes galéniques :

Comprimés pelliculés ;
Comprimés dispersibles ;
Comprimés a libération prolongée ;
Poudre pour solution buvable.

AN NI NERN
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Partout dans le monde, la metformine existe sous deux sels différents : chlorhydrate et
embonate. En Algérie, il existe plus de 30 spécialités commercialisées de comprimés de
chlorhydrate de metformine a différents dosages : de 500 mg, 850 mg et 1000 mg, dont un
princeps fabriqué sous licence. [99]

NH NH
H3C )I\ )‘\ * HCI
Y y NH,

CHs;

Figure 16 : Structure chimique du chlorhydrate de metformine. [18]

2 Propriétés physicochimiques du chlorhydrate de metformine :

Tableau 4 : Propriétés physicochimiques et organoleptiques du chlorhydrate de

metformine. [18][32]

Formule brute

C4H12CINs

Nomenclature

Chlorhydrate de 1,1-Dimethylbiguanide.

Aspect Blanc ou presque blanc cristal
Teneur 98,5 % a 101,0 % (substance desséchée).
Librement soluble dans I’eau, peu soluble dans 1’éthanol 96 %,
Solubilité pratiquement insoluble dans 1’acétone et dans le chlorure de

méthyléne.

Point de fusion

222°Ca226°C.

pKa

pKa 1= 2,8 / pKa2 =115 él 32°C

% Impuretés :

v Impuretés spécifiées : A.F
v Autres impuretés décelables : B, C, D, E. [18] (voir Annexe I11)
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3 Propriétés pharmacocinétiques du chlorhydrate de metformine :

De son administration a son élimination, le chlorhydrate de metformine franchit dans
I’organisme passe par différentes étapes qui conditionnent ses actions.

3.1 Absorption :

Aprés administration par voie orale d'un comprimeé de chlorhydrate de metformine, la
concentration maximale plasmatique est atteinte en 2,5 heures environ.

La biodisponibilité absolue d'un comprimé de chlorhydrate de metformine a 500 mg ou
a 850 mg est environ de 50 a 60 % chez le sujet sain. Apres administration orale, la fraction
non absorbée retrouvée dans les féces a été de 20 a 30 %.

L’absorption de la metformine est saturable et incompléte. I1 semble que cette
absorption soit non linéaire.

Aux doses et schémas posologiques recommandés de metformine, les concentrations
plasmatiques a I'état d'équilibre sont atteintes en 24 a 48 heures, et restent généralement
inférieures a 1 pg/ml.

L'alimentation diminue et ralentit Iégerement I'absorption de la metformine, ceci s’exprime
par la diminution du pic des concentrations plasmatiques et par la diminution de I’AUC.
Toutefois, la traduction clinique de la diminution de ces parametres reste inconnue. [46]

3.2 Distribution :

La liaison aux protéines plasmatiques est négligeable. La metformine diffuse dans les
érythrocytes. Le pic sanguin est inférieur au pic plasmatique, et apparait approximativement au
méme moment. Les érythrocytes représentent tres probablement un compartiment secondaire
de distribution. Le volume de distribution (\Vd) moyen est compris entre 63 et 276 litres. [46]

3.3 Biotransformation :

La metformine est excrétée dans I’urine sous forme inchangée. Aucun métabolite n’a
été identifié chez I’homme. [46]

3.4 Elimination :

La clairance rénale de la metformine est supérieure a 400 ml/min, ce qui indique une
élimination par filtration glomérulaire et par sécrétion tubulaire de la metformine. Apres une
administration orale, la demi-vie apparente d'élimination terminale est d'environ 6,5 heures.

En cas d'altération de la fonction rénale, la clairance rénale est réduite de maniere
proportionnelle a celle de la créatinine. Ce phénomene conduit a un allongement de la demi-vie
d'élimination, ce qui entraine une augmentation des concentrations plasmatiques de
metformine. [46]
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4 Propriétés pharmacodynamiques du chlorhydrate de metformine :

La metformine est un biguanide possédant des effets anti hyperglycémiants, réduisant
la glycémie basale et postprandiale. Elle ne stimule pas la secrétion d'insuline et, par
conséquent, ne provoque pas d'hypoglycémie.

La metformine peut agir par I'intermédiaire de plusieurs mécanismes :

v En réduisant la production hépatique de glucose, ceci en inhibant la néoglucogeneése et
la glycogenolyse ;

v" Au niveau musculaire, en augmentant la sensibilité¢ a l'insuline, en favorisant la
captation et 'utilisation périphérique du glucose ; la metformine augmente la capacité
de transport de tous les types de transporteurs membranaires du glucose (GLUTS)
connus a ce jour ;

v En retardant I'absorption intestinale du glucose ;

v La metformine stimule la synthése intracellulaire du glycogéne, en agissant sur la
glycogene-synthase. [46]

L'effet des biguanides sur le métabolisme des lipides n'est pas clair, bien que certaines
études aient montré un effet bénéfique sur le profil lipidique du sérum chez les patients obéses
et maigres atteints de diabéte de type 2, d'hypertension et/ou d'hyperlipidémie. On a constaté la
réduction du cholestérol total, du LDL et du TG. De tels effets peuvent étre bénéfiques dans le
traitement a long terme du diabéte sucré de type 2 avec des troubles lipidiques concomitants.

[39]
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Figure 17 : Mécanisme d’action de la metformine. [48]
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Avec :

e ACC1 : Acétyl-CoA carboxylase 1 ;

e ACC2: Acétyl-CoA carboxylase 2 ;

o E2FK: facteur d’allongement de kinase

e HMG-COA : 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-Coa;
e IR : Recepteur d'insuline

e |RS1 : Récepteur d'insuline substrat 1 ;

e LKBI1 :kinase suppresseur de tumeur ;

e mTOR : cible mammiféere de la rapamycine.

Les multiples voies par lesquelles la metformine affecte le métabolisme : La metformine inhibe
le complexe I des voies respiratoires mitochondriales de la chainerespiratoire, ce qui entraine
une augmentation des niveaux de PGA/ATP et, par conséquent ’activation de 'AMPK par le
biais d'une activation de LKB1. L'AMPK active allostériquement I'IR et I'lRS1 et augmente la
sensibilité a I'insuline. L'AMPK coupe la consommation d'ATP des voies telles que la synthese
des protéines, du cholestérol et des acides gras et active les voies de production de I'ATP telles
que I'absorption de glucose et I'oxydation des acides gras.Un rapport AMP/ATP amélioré inhibe
également les fructose-1,6-biphosphatase et, par conséquent, la suppression de la
gluconéogenese. [48]

5 Indications :

5.1 Indications selon PAMM :

Traitement du diabete de type 2, en particulier en cas de surcharge pondérale, lorsque le
régime alimentaire et I’exercice physique ne sont pas suffisants pour rétablir 1’équilibre
glycémique.

v" Chez I’adulte : la metformine peut étre utilisée en monothérapie ou en association avec
d’autres antidiabétiques oraux ou avec I’insuline.

v" Chez I’enfant de plus de 10 ans et I’adolescent : la metformine peut étre utilisée en
monothérapie ou en association avec 1’insuline. [46]

«» Le diabéte sucré :

Le diabéte sucre est un ensemble de troubles métaboliques résultant d'une série de
mécanismes pathogenes, qui entrainent tous une hyperglycémie (Glycémie a jeun
Supérieure ou égale a 1,26 g/l (7 mmol/l). Cette valeur est a confirmer par une 2° mesure un
autre jour). [6][8]

Des facteurs génétiques et environnementaux contribuent a sa pathogenése, qui
implique une sécrétion insuffisante d'insuline, une réduction de la réactivité a l'insuline, une
augmentation de la production de glucose ou des anomalies du métabolisme des graisses et des
protéines. [6][54]
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On distingue essentiellement trois types de diabete sucré :
v Le diabete de type 1:

Le diabete de type 1 appelé antérieurement diabéte sucré juvénile ou diabéte sucré
insulinodépendant, il représente 5 a 10 % du diabete et peut survenir a tout age, il résulte de la
destruction a médiation auto-immune des cellules B des ilots de Langerhans, entrainant une
carence totale ou quasi-totale en insuline.

La plupart des patients atteints du diabete de type 1 présentant des symptdmes aigus
sont traités par « insuline » afin de controler les niveaux de glucose et prévenir la cétose. [6][8]

v Le diabete de type 2 :

Le diabéte de type 2 est un groupe hétérogene d'affections caractérisées par une
résistance tissulaire & l'action de I'insuline combinée a une carence relative de la sécrétion
d'insuline. Le surpoids ou I'obésité est un corrélat commun du diabéte de type 2 qui se produit
chez environ 80 % des personnes touchées. [6]

La glycémie reste normale tant que les cellules B des ilots de Langerhans sont capables
de faire face aux besoins accrus d’insuline. Mais apreés plusieurs années d’hyperinsulinisme, les
cellules B défaillent, une insulinopénie apparait et la glycémie augmente. [7]

Les patients atteints du diabéte de type 2 peuvent initialement étre contrélés par un
régime alimentaire, de I'exercice physique et des agents hypoglycémiants oraux ou des
injections non insuliniques. Une insulinothérapie est imposée en cas de défaillance des cellules
béta. [6]

v Le diabéte gestationnel :

Le diabete gestationnel est défini comme toute anomalie du taux de glucose constatée
pour la premiére fois pendant la grossesse.

Pendant la grossesse, le placenta et les hormones placentaires créent une résistance a
I'insuline qui est plus prononcée au cours du dernier trimestre. Il est conseillé d'évaluer le risque
de diabéte des la premiere visite prénatale.

Un traitement par insuline est nécessaire si aprés 10 jours de régime hygiéno-diététique
la glycémie n'est pas normalisée. [6]

Il existe d’autres types spécifiques de diabéte sucre, ceci est dd a de multiples causes
spécifiques d'une glycémie élevée : pancréatectomie, pancréatite, maladies non pancréatiques,
pharmacothérapie. .. [6][54]
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5.2 Indications hors AMM :

5.2.1 Metformine et syndrome des ovaires poly kystiques :

Il a été suggéré que I'hyperinsulinisme pourrait jouer un role pathogene dans la
stimulation de la production anormale d'androgénes a partir de I'ovaire observée chez les
femmes atteintes du syndrome des ovaires poly kystiques.

I1 existe un bénéfice additionnel dans 1’utilisation de la metformine pour lutter contre
I’insulinorésistance et, par conséquent, la dysovulation et I’infertilit¢ du SOPOK. Ces résultats
sont optimisés par la perte de poids grace aux conseils hygiéno-diététiques.

On a également signalé que la metformine augmentait le taux d'ovulation spontanée et
pourrait améliorer le résultat des procédures de la FIV. [39][19]

5.2.2 Metformine et cancer :

De récentes avancées ont révélé que ce médicament, outre son effet régulateur de
glycémie, pourrait avoir une action anti tumorale, bien que les mécanismes de 1’effet protecteur
de la metformine sur la croissance tumorale ne soient pas encore entierement élucidés. Deux
modes d’action principaux ont été proposés : [53][51]

5.2.2.1 Effets systémiques :

L'hyperinsulinémie a été associée a un pronostic défavorable dans plusieurs cancers
(notamment le cancer du sein, du cdlon et de la prostate). Dans les états de résistance a I'insuline,
I'action de la metformine dans le foie abaisse les niveaux de glucose systémique et améliore
I'nyperinsulinémie secondaire, empéchant les effets de cette derniere sur la croissance et la
progression de la tumeur. Cette action signifie que la metformine peut affecter indirectement
les tissus néoplasiques sensibles a l'insuline, sans avoir besoin de s'accumuler dans les cellules
cancéreuses. [53]

5.2.2.2 Effets directs :

Les effets antitumorigénes de la metformine peuvent étre indépendants de I'insulinémie.
Plusieurs résultats soutiennent la notion d'une action directe de la metformine dans les cellules
cancéreuses. Dans ce contexte, des mécanismes dependants et indépendants de I'AMPK ont été
décrits ;

> Effets déependants de I'AMPK : la suppression de la (mTOR) dépendante de la LKB1 et
de 'AMPK est probablement I'effet antinéoplasique le plus puissant de la metformine.
L'inhibition de la mTOR perturbe la synthese des protéines et, par conséquent, la
prolifération des cellules tumorales.
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> Effets indépendants de 'AMPK : La metformine peut inhiber la signalisation de
mTORCL1 en désactivant le complexe Régulateur), imitant ainsi I'effet du retrait des
acides aminés. [53]

En octobre 2013, 173 essais cliniques sur la metformine et le cancer ont été enregistrés.
Le diabéte sucré a été associé a une augmentation de 1,2 a 2,0 fois de l'incidence du cancer. Un
rapport de 2010 a suggéré que la metformine réduit ce risque d'environ 40 % par rapport a tout
autre traitement antidiabétique. Plusieurs études ont affirmé une réduction notable du risque de
mortalité toutes causes confondues et spécifique au cancer, ainsi qu'une atténuation de la
progression du cancer.

On sait peu de choses sur I'effet de la metformine sur le cancer chez les patients non
diabétiques. Une étude sur 'nomme a montré qu'un traitement de courte durée par la metformine
supprimait la formation de foyers de cryptes aberrants colorectaux ; un essai de plus longue
durée est actuellement en cours. Le traitement a la metformine a également réduit le marqueur
cellulaire de la prolifération, Ki67, dans des échantillons de biopsie obtenus de femmes non
diabétiques atteintes d'un cancer du sein et traitées a la metformine. [53][51]

5.2.3 Metformine et systeme cardiovasculaire :

Un traitement par la metformine est associé a une réduction des événements
cardiovasculaires et de la mortalité totale dans diverses études observationnelles de cohorte
regroupant des patients atteints de diabete de type 2.

Les mécanismes invoqués pour expliquer cette protection vasculaire de la metformine,
au-dela de son effet anti hyperglycémiant, comprennent des effets favorables variés, sur le profil

lipidique, I’inflammation, I’hémostase, la fonction endothéliale et 1’agrégation plaquettaire.
[55]

L’effet hématologique de la metformine s’exprime par I’augmentation de la fibrinolyse, et
la diminution de l'inhibiteur de fibrinolyse PAI-1 (plasminogéne-activateur inhibiteur 1). De
plus, une diminution de I'agrégation et de la densité plaquettaire a été démontrée. [5]

6 Contre-indications :

L’utilisation de la metformine est contre indiquée dans le cas de :

Tout type d’acidose métabolique aigué (telle que I’acidose lactique, 1’acidocétose
diabétique) ;

Hypersensibilité a la metformine ou a I’un des excipients ;

Précoma diabétique ;

Insuffisance rénale sévére (DFG < 30 ml/min) ;

Affections aigués susceptibles d’altérer la fonction rénale, telles que : déshydratation,
infection grave, choc ;

<
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v Maladie (en particulier maladie aigué ou maladie chronique aggravée) pouvant entrainer
une hypoxie tissulaire, telle que : insuffisance cardiaque en décompensation, insuffisance
respiratoire, infarctus du myocarde récent, choc ;

v"Insuffisance hépatocellulaire, intoxication alcoolique aigué, alcoolisme. [46]

7  Effets indésirables :

L’utilisation de la metformine est associée au risque de survenue d’effets indésirables
de fréquence et de gravite variable :

Tableau 5 : Effets indésirables de la metformine. [46]

Les effets indésirables La fréquence
Affections gastro-intestinales :
Nausées, vomissements, diarrhées, douleurs Tres fréquent :1/10
abdominales et perte d’appétit.
Affections du systeme nerveux : perturbation du godt Fréquent : 1/100, < 1/10
Affections hépatobiliaires Trés rare : < 1/10 000

Affections de la peau et du tissu sous-cutaneé : réactions

, , R . L Trés rare : < 1/10 000
cutanées comme érythéme, prurit, urticaire.

Troubles du métabolisme et de la nutrition :

Acidose lactique ; diminution de 1’absorption de la
vitamine B12 avec une réduction des taux sériques lors
d’un traitement de longue durée par la metformine

Tres rare : < 1/10 000

8 Interactions médicamenteuses :

La prise concomitante de la metformine avec d’autres médicaments peut avoir des
conséquences plus ou moins graves sur la santé¢ de 1’individu. Les interactions les plus
fréquentes sont résumées dans I’Annexe 1V. [39][46]
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1 Introduction :

Le présent travail porte sur le contrdle de la qualité du Glucophage 1000 mg,
comprimeés pelliculés sécables, tout au long de son processus de fabrication, depuis la matiere
premiére jusqu’ au produit fini en passant par le contrdle in process, afin de s’assurer de sa
conformité aux specifications préétablies par le laboratoire mere.

L’étude expérimentale a été réalisée au sein des différents laboratoires de I’industrie
pharmaceutique NOVAPHARM Production, pendant une durée de 3 mois.

L’évaluation de la qualité des MP et du PF a été faite au niveau du LCQ, tandis que le
contrble des étapes intermédiaires de fabrication a été réalisé au niveau du laboratoire in
process, et cela en se référant aux normes de la qualité décrites dans le dossier d’AMM du
Glucophage 1000 mg, les exigences des différentes pharmacopées: la pharmacopée
européenne 8° éd, la BP 2019, I’'USP 41 / NF 36 et les recommandations internationales de
I’ISO et I’AFNOR.

2 Présentation du terrain de stage :

Le laboratoire NOVAPHARM est un laboratoire privé Algérien fondé en 1995, certifié
ISO 9001-2015, dont la principale mission est de fournir des produits pharmaceutiques de
meilleure qualité.

Le laboratoire NOVAPAHRM est un acteur majeur dans la production des
médicaments genériques, dans un marché en pleine croissance, avec une soixantaine de
produits de toutes formes galéniques, en parallele une large gamme de compléments
alimentaires a été lancée dans le marché Algérien. [70]

Figure 18 : Siege social du laboratoire NOVAPHARM. [70]
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e Secteur : Industrie pharmaceutique ;

e Taille de I’entreprise : 201-500 employés ;

Siege social : Bp 152 Route de Koléa, Bouismail, W Tipaza. Algérie ;
Site web : http://www.novapharm-dz.com ;

E-mail : contact@novapharm-dz.com ;

Tél /Fax : +213 (0) 24.31.67.31/32/33 ;

Logo:

novapharm

2.1 Historique :

Depuis son existence, 1’entreprise n’a pas investi tout de suite dans la production, elle
a commencé par I’importation des médicaments. Dés 1’année 2003, elle s’est mise dans le
conditionnement des médicaments ; ce n’est qu’aprés la promulgation de la loi 2008 qui
interdit I’importation des médicaments, tout comme elle encourage la production locale des
médicaments, notamment le générique, que 1’entreprise a réellement envisagé de se lancer
dans la production.

En 2015, le laboratoire Algérien NOVAPHARM et son partenaire allemand MERCK
ont annoncé ’entrée en activité de leur unité de production commune « NOVAPHARAM
production » consacrée a la production des médicaments antidiabétique et des
antihypertenseurs. L usine produit du Glucophage avec différents dosages, 500, 850 et 1000
mg d’une capacité¢ de production de 300 millions d’unités/an, extensible a 500 millions
d’unités en une année destinées au marché Algérien, a fins de relever les capacités de la
production nationale et de réduire la facture d’importation de ce médicament antidiabétique.

Cet investissement d’une valeur de 5 millions d’euros, a été¢ doté d’équipements a la
pointe de la technologie, en conformité avec les normes internationales. Il s’agit d’un exemple
de transfert de technologie ou les procédés de fabrication et de contrbles de ce médicament
sont similaires a ceux utilisés au sein des sites européens. [98]

2.2 Organisation du laboratoire NOVAPHARM :
Le laboratoire pharmaceutique comprend :

v" Un Département des affaires réglementaires ;

v Un Département commercial ;

v" Un Département d’assurance qualité qui veille en permanence a la qualité des produits
fabriqués, ce qui permet a NOVAPHARM de bénéficier de la confiance et de la
certification de grands laboratoires internationaux dans un cadre de partenariat de
production.
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v Deux unités de production qui répondent aux exigences les plus strictes en matiére de
qualité et aux standards internationaux de Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) :

e Une pour la production des médicaments génériques de différentes formes
galéniques, NOVAPHARM Trading ;
e L’autre pour la production du Glucophage, NOVAPHARM Production.

v Un laboratoire de recherche et de développement
v Deux laboratoires de controle qualité agréés par le Laboratoire National de Controle des
Produits Pharmaceutiques (LNCPP) :

e Un pour le controle des différentes formes galéniques ;
e [L’autre pour le contréle du Glucophage. [70]

Le laboratoire de contrble qualité est divisé en deux unités ; la premiere pour le contrble
physicochimique et la deuxieme pour le contrdle microbiologique.

3 Geénéralités sur le Glucophage 1000 mg :

3.1 Présentation du Glucophage 1000 mg :

Glucophage) 1000 mg

comprimé pelliculé sécable

Chlorhydrate de metformine 0

Voie orale

Figure 19 : Glucophage ® 1000 mg. [102]

Le Glucophage®, est un médicament princeps produit au niveau de I’industrie
pharmaceutique  NOVAPHARM, il appartient a la classe des antidiabétiques oraux
sensibilisateurs a I’insuline. (Figure 19).

e DCI : Chlorhydrate de metformine ;

e Dosage : 1000 mg ;

e Forme et présentation : Comprimés pelliculés, sécables. Il est conditionné en boite
de 30 comprimés ;

e Numéro d’enregistrement : 17/07 /14A 224/062.
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3.2 Composition du Glucophage 1000 mg :

Stéarate de magnésium

Chlorhydrate de

” Tal
metformine G

Opadry

Povidone

Figure 20 : Différents composants du Glucophage 1000 mg.
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3.3 Procédé de fabrication du Glucophage 1000 mg :

. . Pesage de chlorhydrate de Contréle des
Pesage des excipients : metformine matires
J' premiéres au
[ I 1 niveau de LCQ
) Broyage dechlorhydrate de

LT Stéarate de || b idone metformine

- Talc magnesium
l‘ Controle de l'aspect

Mélange a sec

l

—— Granulation par voie humide

l

Préparation de la
solution de mouillage

Séchage
l{ Contréle de I'humidité
résiduelle
Calibrage
l Controle de I'humidité
résiduelle
Mélange final
J' Contréle de l'aspect et
de I'numidité résiduelle

Compression

Controle de:

- l'aspect ;

- dimensions;

- la masse individuelle;
- la masse moyenne;

- la dureté;
. _ ‘ - la friabilite;
Préparation de la solution Pelliculage - la désagrégation.
de pélliculage
PVC et aluminium — Conditionnement primaire
| Test d'étanchéité

Etuis, notice et vignette ——— Conditionnement secondaire

Controle du
produit fini au

niveau de LCQ
Le produit fini

Figure 21 : Procédé de fabrication du Glucophage 1000 mg.
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1

A. Matériels :
Appareillage :

s Auniveau du LCQ:

Accessoire ATR Quest SPECAC mono réflexion a haute performance, avec un cristal en
diamant ;

Agitateur magnétiqgue STUART, modeéle US 151 ;

Autoclave ;

Bain a ultrasons Elmasonic, modéle S 80 (H) ;

Balance analytique avec précision de 0,0001g : OHAUS PIONNER PA 241C, branchee
avec une imprimante OHAUS ;

Centrifugeuse de HETTICH, modele ROTOFIX 32A ;

Dissolutest Electrolab a panier, modéle TDT-08L ;

Etuves ;

Four & moufle ;

HPLC SHIMADZU, modele prominence-i LC 2030 plus piloté par le logiciel LAB
SOLUTION ;

Micromeétre

pH métre METLER TOLEDO, modéle S220 ;

Pied a coulisse ;

Potentiometre de la marque METLER TOLEDO, modeleT50 ;

Spectrométre a transformée de Fourier SHIMADZU, modéle IRAffinity-1S, piloté par le
logiciel : LAB SOLUTION ;

Spectrophotomeétre UV-Visible SHIMADZU, modéle UV-1800, piloté par le logiciel : UV-
PROB version 2.43.

®,

«* AU niveau du laboratoire IPC :

Balance a infrarouge ;
Balance analytique ;
Délitest.

Durometre ;
Friabilimétre ;

Pied a coulisse ;
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2 \erreries :

e Appareil de filtration sous vide ;

e Béchers de 50 ml, 100 ml ;

e Dessiccateur en verre ;

e Eprouvette graduée de 1000 ml ;

e Fioles jaugées de 10 ml, 20 ml, 50 ml, 100 ml, 200 ml, 250 ml, 500 ml ,1000 ml ;
e Flaconsen verre ;

e Pipettes graduées de 1 ml ,5 ml ,10 ml, 20 ml, 25 ml, 50 ml ;

e Pipettes pasteur ;

e Tubes aessai;

e Tubes a essai centrifuge de 16 mm de diamétre.

3 Consommables :

e Boites a pétri 90 mm ;

e Coton.

e Filtres a membrane CN-CA 0,45 um ;

e Filtres a seringue sartorius 0.45um ;

e Gants de nitrile ;

e Masques de protection chimique FFP2 ;
e Paraffine ;

e Seringue de 10 ml ;

4  Milieux de culture :

e Tampon peptoné au chlorure du sodium pH 7 ;

e Milieu gélosé aux peptones de caséine et de soja ;
e Milieu sabouraud dextrose-gélose ;

e Milieu liquide de Mac Conkey ;

e Gélose de Mac Conkey
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5 Réactifs et standards :

Tableau 6 : Réactifs et standards utilisés durant le contréle du Glucophage 1000 mg.

Test

Réactifs utilisés

La majorité des tests

L’eau purifiée.

Test de solubilité

L’éthanol 96% fournit par Honeywell, flacon de 2,5 I, numéro
de lot : 12670 ;

L’acétone (99 ,5%) fournit par Honeywell, flacon de 2,5 1,
numeéro de lot : H149.

Réaction des
chlorures

L’acide nitrique > 65 %fournit par Honeywell, flacon de 2 ,5 1,
référence : 30709 ;

L’ammoniaque concentrée 25% fournit par BIOCHEM
Chemopharma, flacon de 2,5 I, numéro de lot : 301592500.

Dosage
potentiométrique

L’acide acétique (99,8 % — 100,5 %) fournit par Honeywell,
flacon 2,5 I, numéro de lot : 12280 ;

Potassium phtalate monobasique fournit par SIGMA, flacon
de 250 g, référence : 60359 ;

Acide formique 98% fournit par VWR, flacon de 1 | numéro
de lot : 181054003 ;

L’acétonitrile fournit par Honeywell, flacon de 2,5 1, numéro
de lot : JO30S.

Aspect de la solution

Sulfate d’hydrazine fournit par VWR, numéro de lot
24560.251

«S» e Hexamethylenetétramine fournit par VWR, flacon de 1kg,
numéro de lot : 16H164109.
e Chlorhydrate de metformine SCR fournit par MERCK ;
e Cyanogunidine SCR ;
Substances * l\/I_éIamine/SCR ! . .
apparentées e Dihydrogénophosphate d’ammonium fournit par BIOCHEM

Chemopharma flacon de 500 g, numéro de lot : 301360500 ;
Acide phosphorique 85 % fournit par CARLO ERBO
REAGENTS, flacon de 1 I, numéro de lot : 406002.

Meétaux lourds

Sel d’acétate d’ammonium fournit par BIOCHEM
Chemopharma, flacon de 500 g, numéro de lot : 300980500 ;
Hydroxyde de sodium fournit par SIGMA ALDRICH, flacon
de 1kg, numéro de lot : 06203 ;

Thioacetamide fournit par BIOCHEM Chemopharma, flacon
de 100 g, numéro de lot : 520080100 ;

Glycérol 85 % ;

Nitrate de plomb fournit par BIOCHEM Chemopharman,
flacon de 500 g, numéro de lot : 312140500.

Cendres sulfuriques

Acide sulfurique, fournit par BIOCHEM Chemopharma,
flacon de 2,5 I, numéro de lot : 119012500.

Test de dissolution

Dihydrogénophosphate de potassium fournit par EMSURE,
flacon de 1kg, numéro de lot : 1.04873.1000 ;

Hydroxyde de sodium fournit par SIGMA - ALDRICH, flacon
de 1kg, numéro de lot : stbg 9017.
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6 Autres:

e Barreau magnetique ;

e Bec bensun.

e Béchers de titrage en plastique ;
e Ciseau ;

e Colonnes chromatographiques ;
e Creusets ensilice ;

e Cuve fireflysci en quartz de 10mm ;
e Jerricande 20 1 ;

e Mortier avec pilon ;

e Nacelle de pesée en plastique ;
e Papier adhésif ;

e Pissette de propanol ;

e Poire;

e Portoirs ;

e Pots stériles a couvercle ;

e Reglede40cm;

e Spatules ;

e Vialsdel5ml;

Les équipements utilisés lors de la réalisation des différents tests de contrdle qualité ont
été calibrés et qualifiés conformément a des procédures écrites et a un calendrier établi. Les
méthodes utilisées sont soit des méthodes qui figurent dans les monographies ou bien des
méthodes internes qui ont été validées. Les résultats de la qualification ont été documentés.
[101]

Une calibration quotidienne par le manipulateur est nécessaire avant 1’utilisation de
certains équipements tels que la balance analytique et le pH métre.

% Calibration du pH métre METLER TOLEDO, modéle S220 :

Le pH métre doit étre étalonné avant chaque campagne de mesures avec trois solutions
tampons (Figure 22) :

v Sortir la sonde de la solution de conservation (KCI 3%) et I'essuyer délicatement avec
du papier absorbant ;

Plonger la sonde dans une solution tampon de pH =4, attendre que la lecture soit stable ;
Sortir la sonde de la solution tampon 4 et rincer la avec de I’eau ;

Refaire la méme opération avec la solution tampon de pH = 7 et celle de pH =10 ;

A la fin de I’opération rincer la sonde avec I’eau purifiée puis conserver la dans la
solution de KCI 3%.

ANER NI NERN
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Figure 22 : pH metre METLER TOLEDO, modeéle S220. [102]

+« Calibration de la balance analytigue OHAUS PIONEER PA 241C :

v Aprés avoir allumé la balance, nettoyer le plateau de pesée (Figure 23) ;

v Exécuter la calibration interne puis placer le poids étalon au centre du plateau a I’aide
d’une pince ;

v’ Réaliser cette opération par 3 poids étalons de masses différentes : 20 mg, 100 mg et
200 mg.

Figure 23 : Balance analytique OHAUS PIONEER, modéle PA 241C. [102]
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B. Meéthode :

1 Controle de la qualité physicochimique et microbiologique des matieres
premieres :

1.1 Contrdle des excipients :

Les différents excipients entrant dans la formule du Glucophage 1000 mg sont
représentes dans le Tableau 7 :

Tableau 7 : Excipients contenus dans le Glucophage 1000 mg et leurs roles.

Stearate de magnésium Lubrifiant
Povidone Liant
Lubrifiant lors du
Talc .
pelliculage
Opadry Excipient de pelliculage

1.1.1 Stéarate de magnésium :

Le stéarate de magnésium est un mélange d'acides organiques solides constitué
principalement de proportions variables de stéarate de magnésium et de palmitate de
magnésium obtenu a partir de sources d'origine végétale ou animale. [36]

Le stéarate de magnésium est le lubrifiant le plus couramment utilisé dans les procédés
pharmaceutiques. 1l est un composant essentiel de la formulation des médicaments et joue un
role clé dans la fabrication réussie des formes pharmaceutiques solides. [35]

1.1.2 Povidone :

La povidone est un polymere synthétique facile a utiliser, constitué essentiellement de
groupes : 1-vinyl-2-pyrrolidinone linéaires, dont le degré de polymeérisation varie, ce qui donne
des polymeres de poids moléculaires différents.

La povidone est utilisée dans diverses formulations pharmaceutiques, elle est surtout
utilisee comme liant dans les procédeés de granulation par voie humide. La povidone est
également utilisée comme solubilisant dans les formulations orales et parentérales. De plus il a
été démontre qu'elle améliore la dissolution des médicaments peu solubles a partir de formes a
dosage solide. [36]
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1.1.3 Talc:

Le talc est un silicate de magnésium en poudre, sélectionné, naturel et hydraté, de
formule chimique : Mgs(SizO10)(OH).2. Il Contient une faible proportion de silicate
d’aluminium accompagnée de traces de fer.

La pharmacopée précise que le talc doit étre exempt de fibres microscopiques d’amiante.

Le talc est utilisé principalement dans la préparation des poudres pour usage externe
pour son onctuosité au toucher et des comprimés pour son pouvoir lubrifiant d’écoulement. [27]

1.1.4 Opadry:

L’Opadry est un systétme qui combine polymere, plastifiant et pigment, selon les
besoins, dans un concentré sec. L'utilisation d'un film d'enrobage Opadry permet d'obtenir des
enrobages attrayants et €légants sur une variété de noyaux de comprimes.

Opadry YS-1-7472 clair (hydroxy propyl méthylcellulose et polyéthyléne glycol) est
I’excipent de pelliculage utilisé dans le Glucophage 1000 mg. [64][68]

Les tests effectués sur les différents excipients ont été réalisés, en se référant aux
monographies décrites dans la pharmacopée européenne 8° édition et aux méthodes internes
introduites par le laboratoire NOVAPAHRM.

Le contrdle des excipients a été réalisé au préalable par le personnel qualifié¢ de I’unité
de contr6le qualité de NOVAPHARM Production.
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1.2 Controle des articles de conditionnement :

Le contréle des articles de conditionnement primaire et secondaire a été effectué
préalablement par le personnel qualifié ; en se référant aux normes ISO 28591, AFNOR et aux
méthodes internes introduites par le laboratoire NOVAPAHRM.

Les différents articles utilisés durant le conditionnement du Glucophage 1000 mg sont
illustrés dans le schéma suivant :

Articles de
conditionnement

Secondaire

Figure 24 : Schéma représentatif des articles de conditionnement du Glucophage 1000
mg.

1.2.1 Articles de conditionnement primaire :
1.2.1.1 PVC 250 Transparent :

Le PVC est obtenu par polymérisation du chlorure de vinyle par la chaleur en présence
de catalyseurs. Cette polymérisation est contr6lée pour avoir un poids moléculaire convenable.
Le chlorure de polyvinyle se trouve sous forme de PVC non plastifié ou de PVC plastifié pour
avoir une matiére plus souple qui convient pour de nombreux usages. [25]

C’est un excellent matériau pour les blisters du fait qu’il présente une :
e Haute résistance a la flexion ;
e Résistance chimique ;
e Faible perméabilité aux huiles, graisses et arébmes ;

e Coloration facile ;
e Et qu’il est non colteux. [25]

Les tests réalisés sur le PVVC transparent sont résumés dans le tableau suivant :
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Tableau 8 : Différents tests réalisés sur le PVC 250 transparent.

Parametre de contréle Spécifications
L’aspect PVC transparent aucun défaut apparent
Leidentification Le spectre Iguosbgggtliedgg réét][grgir;tique a celui
L’épaisseur 250 um £ 5%
L’odeur Inodore /parfois odeur du plastique
Le grammage 318,3g/m?— 362,32g/m?
Laize bobine 113 mm =1 mm
Type mandarin En plastique
Diametre infé(ieur du 26m+1mm
mandarin

1.2.1.2  Aluminium imprimé :

L’aluminium est intéressant pour sa légereté, sa malléabilité et sa résistance chimique
du fait qu’il se forme rapidement en surface une couche protectrice d’alumine.

Les emballages d’aluminium ne sont pas sujets aux phénomeénes électrochimiques
comme les emballages en fer blanc, I’aluminium a de plus I’avantage de donner des sels
incolores et inoffensifs et il ne donne pas non plus de goQt aux produits. [27]

Les tests réalisés sur I’aluminium imprimé sont résumés dans le tableau suivant :
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Tableau 9 : Spécifications de I’aluminium imprimé.

Parametre de controéle Spécifications
Le texte et les couleurs doivent étre lisibles et
L’aspect conformes au BAT approuvé par le département
réglementaire
Identification Le spectre IR obtenu d(l)lt, étre identique au spectre
de référence
A,\d herenc.e a L’impression doit rester en totalité sur I’aluminium
I’impression
Epaisseur 20 pm
Test au froissement Les ancres ne doivent pas s’écailler
Grammage 58,4-65,2 g/ m?
Laize bobine 11,0 mm £ 1 mm
Type mandrin En plastique et ou en carton
Diamétre intérieur du 26 mm + 1 mm
mandrin

1.2.2 Articles de conditionnement secondaire :

1.2.2.1 Etui:

L’étui est une boite fabriquée a partir de feuilles de carton qui ont été découpées et plices
pour obtenir une forme déterminée. Les cartons répondent aux besoins d'emballage de maniere
rentable en offrant une protection et des informations sur le produit, un impact visuel et une
commodité adaptée au produit concerné et a son mode de distribution et d'utilisation par le

consommateur. [25]

Glucophage) 1000 mg
Skt e,
30 comprimés pellicutés sécaples <= e

P g v
o - bk S i L ASE e
Tramia

R i

—_—

Glucophage) 1000 mg

Figure 26 : BAT de I'étui de Glucophage 1000 mg. [102]
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Les tests réalisés sur 1’étui du Glucophage 1000 mg sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 10 : Contrdle de I'étui du Glucophage 1000 mg.

Paramétre de contréle

Méthode utilisée

Spécifications

Peser les 20 carrés, soit P le poids en g
de chaque carreé ;
G=P /S avec S=0,01m? -

Dimensions v' Effectuer les mesures sur 10 étuis a
intérieures 1’aide d’un pied a coulisse ; 71 x 28 x 108 mm
Longueur : L v’ Effectuer le contr6le dimensionnel sur
Largeur : | toutes les poses du prélevement ; (Conforme au
Hauteur : H v" Décoller I’assemblage et présenter BAT)
1’article a plat sur I’avis de réception.
v Opérer sur 20 étuis
v" Découper un carré de 10x10 cm
Grammage , précisément mesure sur chaque étui ; 300 g/m?+ 10 %

Conformité de
P’impression et des
couleurs

ANENEN

Vérifier :
La conformité des couleurs
La conformité du texte ;
La conformité du graphisme : qualité
de I’impression et I’aspect,
homogénéité du vernis, sigle,

Noir, 186C, 286C,
1235C, 300C

BAT

Verification des plis
ou traits de rainage

Vérifier la qualité des plis sur
I’ensemble du prélevement ;

S’il y a une anomalie la mise en forme
devra se faire facilement sans forcer ni
entrainer des déchirures ou
d’éclatement des rainages.

Satisfaisant

Vérification des
informations relatives
au médicament qui
figurent sur I’étui

AN N NN

Nom commercial ;

DCI ;

Numeéro de lot ;

Date de fabrication ;

Date de péremption ;
Numéro d’enregistrement.

Conforme au BAT
et au produit
fabriqué

1.2.2.2 Notice:

La notice d’utilisation destinée aux usagers, elle regroupe toutes les informations
nécessaires aux patients pour I’utilisation du médicament dans des conditions optimales. [27]

Les tests réalisés sur la notice du Glucophage 1000 mg sont résumés dans le tableau suivant :
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Tableau 11 : Spécifications techniques de la notice de Glucophage 1000 mg

Parametre de contréle Spécifications
Dimensions de la notice 180 mm X 260 mm
Grammage (g/m?) 60 (g/m? + 10%

Nombre de pli 8 plis
Largeur de pli De3cma35cm
Texte et graphisme Conforme au BAT
Couleur Conforme au BAT

1.2.2.3 Vignette :

La vignette est une étiquette collée a 1’étui, elle contribue a I’identification du
medicament.

Le fabricant et I’importateur ont 1’obligation d’apposer les vignettes sur les
conditionnements des médicaments avant toute livraison aux grossistes et aux pharmaciens
d’officines privées ou publiques. [79]

v' Sur la vignette vérifier visuellement la présence de :

e Le producteur ;

e LaDCl;

e Laspécialité ;

e Le numéro d’enregistrement ;

e Laprésentation ;

e Les dates de fabrication et de péremption ;
e Le prix et le tarif de référence.
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1.3 Contrdle du principe actif :

Tous les tests ont été effectués sur le lot C01010 de chlorhydrate de metformine qui est
composé de 66 futs en se référant a la pharmacopée européenne 8¢ édition et aux méthodes
internes.

1.3.1 Aspect:
1.3.1.1 Mode opératoire :

Prélever une quantité de chlorhydrate de metformine et évaluer visuellement, a la
lumiere du jour, sa forme et sa couleur.

1.3.1.2 Critéres d’acceptation :

Le chlorhydrate de metformine doit se présenter sous forme de cristaux blancs ou
sensiblement blancs.

1.3.2 Test de solubilité :

Selon la pharmacopée européenne 8° édition, la solubilit¢ du chlorhydrate de
metformine est testée dans quatre solvants différents : 1’eau, 1’éthanol 96%, 1’acétone et le
méthyléne chloride, dans un milieu a température ambiante, et cela en utilisant le tableau des
solubilités approximatives. (Tableau 12).

Dans notre cas, nous n’avons pas testé la solubilité du chlorhydrate de metformine dans
le méthylene chloride par manque de réactif.

Tableau 12: Signification des termes utilisés dans la détermination de la solubilité
approximative. [18]

Volume approximatif de solvant en
millilitres par gramme de soluté

Terme descriptif

Tres soluble Moins de 1
Librement soluble Delall
Soluble De 10 a 30
Peu soluble De 30 a 100
Légerement soluble De 100 a 1000
Tres Iégerement soluble De 1000 a 10000
Pratiquement insoluble Plus de 10 000
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1.3.2.1 Mode opératoire :

v A I’aide d’une balance analytique, peser une quantité X mg de chlorhydrate de
metformine dans un bécher de 100 ml ;

v Verser un volume Y ml de solvant (Tableau 13) ;

v’ Répéter I’opération avec les trois solvants.

Tableau 13 : Différentes quantités de I’échantillon et des solvants utilisées pour étudier
la solubilité du chlorhydrate de metformine.

Masse de I’échantillon Volume de solvant
Solvant

L’eau
L’éthanol 96%
L’acétone 50 50

1.3.2.2 Critéres d’acceptation :

Le chlorhydrate de metformine est librement soluble dans 1’eau, faiblement soluble dans
1¢éthanol 96 % et insoluble dans 1’acétone.

1.3.3 Identification du chlorhydrate de metformine :

Selon la pharmacopée européenne 8° édition, le chlorhydrate de metformine est identifié
soit par la premiére procédure d’identification soit par la deuxiéme. Nous avons utilisé la
premiére identification qui renferme la spectroscopie infrarouge et la réaction des chlorures.

1.3.3.1 Identification par spectroscopie infrarouge :

1.3.3.1.1 Conditions opératoires :

e Bande spectrale : 600-4000 cm™ ;
e Nombredescan: 3;
e Résolution : 8 cm-1.

1.3.3.1.2 Mode opératoire :

v Nettoyer le cristal de I’ATR par le propanol pour éliminer tous débris ou impureté ;

Lancer la lecture du blanc (background) ;

v A I’aide d’une spatule, déposer une quantité suffisante de la poudre de chlorhydrate de
metformine sans aucun traitement préalable sur le cristal ;

v’ Exercer une pression sur 1’échantillon afin de 1’écraser, en utilisant le bras rotatif, puis
lancer le scan.

<
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v Répéter I’opération avec les soixante-six échantillons prélevés.

o: 02SPE0O4

DATE LIMITE OF VAUDATION © I
01/06/2020 + 30 JOURS B
(neanimn/oncn s 113

Figure 27 : Spectromeétre a transformée de Fourier SHIMADZU, modele IRAffinity-1S.
[102]

1.3.3.1.3 Critéres d’acceptation :

Le spectre infrarouge de I’échantillon doit étre identique a celui de la substance de
référence SCR de chlorhydrate de metformine.

1.3.3.2 ldentification par la réaction des chlorures :
1.3.3.2.1 Préparation des solutions :
> Préparation de I’acide nitrique dilué R :
v’ Prélever 20 g d’acide nitrique R (65%), compléter & 1000 ml avec de 1’eau purifiée.
» Préparation de la solution nitrate d’argent R1 :
v Dissoudre une quantité de 42,5 g de nitrate d’argent dans 1’eau purifiée, compléter a

1000 ml avec de ’eau ;
v" Conserver a I’abri de la lumiére.

La solution de nitrate d’argent R1 a été préalablement préparée.

» Préparation de ’ammoniaque R :

v" Diluer une quantité de 134 g d’ammoniaque concentré (25 a 30 %) dans 200 ml d’eau
purifiée.
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1.3.3.2.2 Mode opératoire :

<

Dissoudre une quantité de 9,3 mg * 0.5 de chlorhydrate de metformine correspondant a
2 mg environ de chlorures (CI") dans 2 ml d’eau purifiée ;

Acidifier par 1 ml I’acide nitrique dilué R ;

Ajouter 2 gouttes de la solution de nitrate d’argent R1 ;

Agiter et laisser reposer, il se forme un précipité blanc caillebotté ;

Centrifuger pendant 2 minutes puis laver 3 fois avec 1 ml d’eau purifiée, effectuer cette
opération rapidement, a I’abri d’une lumiére vive, sans tenir compte du fait que le
surnageant ne devient pas parfaitement limpide (Figure 29) ;

Mettre le précipité en suspension dans 2 ml d’eau ;

Ajouter un volume de 1,5 ml d’ammoniaque

Soixante-six essais d’identification ont été réalisés. (Figure 28)

AN N NERN

AN

Figure 28 : Représentation des échantillons a identifier. [102]

—ROTOFIX 32 A

Figure 29 : Centrifugeuse HETTICH ROTOFIX, modele 32 A.[102]

1.3.3.2.3 Criteres d’acceptation :

Aprés I’ajout de I’ammoniaque, le précipité se dissout facilement, a I'exception de
quelques grosses particules qui se dissolvent lentement.
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1.3.4 Dosage du chlorhydrate de metformine :

La teneur du chlorhydrate de metformine est déterminée par titrage acido-basique en
milieu non aqueux afin d’exalter sa basicité. La potentiométrie est utilisée pour déterminer le
point d’équivalence.[43]

Le dosage de la substance active a pour but de déterminer avec précision la teneur
exacte, exprimée en pourcentage, et calculée la plupart du temps par rapport a la substance
desséchée. [17]

1.3.4.1 Préparation des solutions :

1.3.4.1.1 Préparation de I’acide perchlorique 0.1 M :

v Dans une fiole jaugée contenant environ 900 ml d’acide acétique glacial R, introduire
8,5 ml d’acide perchlorique R et mélanger ;

v Ajouter 30 ml d’anhydride acétique R et compléter a 1000 ml avec de ’acide acétique
glacial R ;

v Mélanger et laisser reposer pendant 24 h.
Cette solution a été préparée préalablement.

1.3.4.1.2 Détermination du titre de I’acide perchlorique 0 .1 M :

Peser 170 mg de potassium phtalate monobasique CgHsKOy4 ;

Couvrir les échantillons avec de la paraffine ;

Dissoudre le potassium phtalate monobasique dans 50 ml d’acide acétique anhydre R;
Titrer par la solution d’acide perchlorique ;

Déterminer le point de fin de titrage par potentiométrie (Figure 30);

Déterminer le titre de I’acide perchlorique en utilisant la formule suivante :

ANENENENENEN

‘e PE
"~ 20.42 x Veq

AVec :

t : Titre de I’acide perchlorique ;

PE : Prise d’essai de potassium phtalate monobasique ;

Veq : Volume équivalent déterminé au cours du titrage.

1 ml d’acide perchlorique 0.1M correspond a 20.42 mg de CgHsKOg4,

v" Deux essais ont été réalisés.
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Figure 30 : Potentiométre METTELER TOLEDO, modele T50. [102]

1.3.4.2 Préparation de I’échantillon :

Puisque la matiére premiére est jugée uniforme et provienne d’un fabricant bien connu,
nous avons appliqué la regle suivante :

n=+vN+1
Avec :

e n:nombre de pool ;
e N : Nombre des échantillons prélevés des différents futs.

A partir de soixante-six échantillons prélevés des différents futs, neuf pools ont été
préparés (Figure 32).

Figure 31 : Echantillons prélevés a partir des différents futs. [102]

86| Page



Etude expérimentale | Il. Matériels et méthodes

Figure 32 : 9 pools du chlorhydrate de metformine préparés. [102]

1.3.4.3 Mode opératoire :

v' Dissoudre 100 mg de chlorhydrate de metformine dans 4 ml d’acide formique anhydre
R (98%) ;

v Ajouter 80 ml d’acétonitrile R ;

Effectuer le titrage immédiatement, par 1’acide perchlorique 0.1M ;

v' Déterminer le point de fin de titrage par potentiométrie.

<

1.3.4.4 Formule de calcul :

(V —Vb) X 16.56 X t X 100

% =
% PE

Avec :

e V:levolume de I’acide perchlorique 0.1M trouvé (ml) ;

e Vb : le volume du blanc trouvé (ml) ;

e t:letitre exacte ;

e PE :laprise d’essai du résidu (mg) desséché = (PE*[100-Humidité%) /100]) ;

e T% : le titre exprimé en pourcentage.

e 1 ml d’acide perchlorique 0.1M correspond & 16.56 mg de chlorhydrate de metformine
CsH12CIN.

1.3.4.5 Critéres d’acceptation :

Le titre de la substance desséchée de chlorhydrate de metformine doit étre entre 98.5%
et 101.0%.
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1.3.5 Aspect de la solution « S » :

Cet essai permet d'apprécier la pureté générale d'une substance active par la mise en
évidence d'impuretés insolubles dans le solvant choisi, ou d'impuretés colorées. [17]

1.3.5.1 Conditions opératoires :

La préparation des suspensions témoins ainsi que celle de la solution « S » a été effectuée
dans les méme conditions de température :25 + 3 °C.

1.3.5.2 Préparation des solutions :

1.3.5.2.1 Solution de sulfate d’hydrazine :

v’ Dissoudre 1 g de sulfate d’hydrazine R dans 1’eau et compléter a 100 ml avec le méme
solvant ;
v' Laisser reposer pendant 4-6 h.

1.3.5.2.2 Suspension mére d’opalescence (suspension de formazine) :

La formazine est un excellent étalon de turbidité a plusieurs titres. Elle peut étre préparée
de fagon productible a partir de matiere premiére de teneur établie.

Ses caractéristiques physiques en font un étalon bien adapté aux mesures de diffusion
de la lumiere.

Sous forme de polymere, elle se compose de chaines de différentes longueurs repliées
selon des configurations aléatoires. Il en résulte une grande diversité de forme et de taille des
particules susceptibles d’étre présentes dans les échantillons réels.[18]

Elle se prépare comme sulit :

<\

Dans une fiole de 200 ml a bouchon rodé, dissoudre 5 g d’hexamethylénetétramine R
dans 50 ml d’eau purifiée ;

Ajouter 50 ml de la solution de sulfate d’hydrazine ;

Mettre la solution dans un agitateur ;

Mélanger et laisser reposer pendant 24 h ;

Conserver la suspension dans une fiole exempte de défaut de surface.

AN NI NI

La suspension obtenue est stable pendant 2 mois. Elle ne doit pas adhérer aux parois du
récipient et doit étre soigneusement mélangée avant emploi (Figure 33).

1.3.5.2.3 Etalon d’opalescence :

v" Prélever a I’aide d’une pipette 15 ml de la suspension mére d’opalescence et compléter
a 1000 ml avec de I’eau purifiée.

Cette suspension a été préparée au moment de 1’emploi.
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Figure 33 : Préparation de la suspension d’opalescence. [102]

A partir de cet étalon , 4 suspensions témoins ont été préparées selon le Tableau 14 :

Tableau 14 : Préparation des suspensions témoins selon la méthode décrite dans la
pharmacopée européenne 8¢ edition.

| 11 1] v
Etalon d’opalescence 5ml 10 ml 30ml 50 ml
Eau purifiée 95 ml 90 ml 70 ml 50 ml

Figure 34 : Suspensions témoins. [102]
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1.3.5.3 Mode opératoire :
La préparation de la solution « S » consiste & :

Préparer un pool homogene de chlorhydrate de metformine ;

Dissoudre 2 g de chlorhydrate de metformine dans de 1’eau purifiée ;

Placer la solution dans un bain & ultrasons ;

Compléter a 20 ml avec le méme solvant ;

Chauffer la solution « S » a 50 °C dans un four et laisser refroidir a température
ambiante. ;

Comparer 1’aspect de la solution « S » a celui de 1’eau purifiée ;

Comparer la limpidité de la solution « S » a celle de I’eau purifiée et celle du témoin 1.

N NI N NN

ANERN

Figure 35: La solution « S ». [102]

1.3.5.4 Critéres d’acceptation :

e Lasolution « S » est dite incolore si elle a I’aspect de 1’eau purifiée.
e Elle est jugée limpide si sa limpidité correspond a celle de 1’eau purifiée ou si son
opalescence n’est pas plus prononcée que celle de la suspension témoin 1.

1.3.6 Dosage des substances apparentées :

L’essai des substances apparentées a été réalise par la chromatographie liquide de haute
performance, permettant la détection des impuretés de chlorhydrate de metformine. Néanmoins,
seule la cyanoguanidine était évaluée quantitativement avec la solution de cyanoguanidine de
références. Les autres impuretés sont évaluées quantitativement par rapport au pic principale
de la solution de chlorhydrate de metformine.

Cet essai permet de s’assurer que les teneurs en impuretés organiques, ne dépassent pas
les normes des concentrations tolérées par les pharmacopées. [17]
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1.3.6.1 Préparation des solutions :

1.3.6.1.1 Phase mobile :

Dissoudre 34 g d’hydrogénophosphate d’ammonium dans de 1’cau purifiée ;
Mettre la solution sur un agitateur ;

Compléter avec de I’eau purifiée jusqu’a 2 1;

Ajuster avec 1’acide phosphorique jusqu’a I’atteinte du pH=3 + 0,05 ;
Filtrer la solution obtenue a travers une membrane filtrante (Figure 36) ;
Remplir le Vial avec 1,5 ml de la solution filtrée.

DN N N NN

Figure 36 : Filtration de la phase mobile. [102]

1.3.6.1.2 Solution échantillon :

v’ Préparer un pool homogéne de chlorhydrate de metformine ;
Dissoudre 500 mg = 0,5 du chlorhydrate de metformine dans la phase mobile ;
v' Compléter a 100 ml avec la phase mobile ;

<

1.3.6.1.3 Solution témoin (A) :

v Dissoudre 20 mg d’impureté A du chlorhydrate de metformine (cyanoguanidine SCR)
dans de I’eau purifiée ;

v' Compléter a 100 ml avec le méme solvant ;

Prélever 1 ml de cette solution et compléter a 200 ml avec la phase mobile ;

v' A I’aide d’une seringue menée d’un filtre, remplir un vial par 1,5 ml de cette solution.

<
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1.3.6.1.4 Solution (b) :

Prélever 1 ml de la solution échantillon et compléter a 50 ml avec la phase mobile ;
Prélever 1 ml de cette solution et compléter a 20 ml avec la phase mobile ;
A T’aide d’une seringue menée d’un filtre, remplir un vial par 1,5 ml de cette solution.

1.3.6.1.5 Solution témoin (C) :

Dissoudre 10 mg d’impureté D (mélamine SCR) dans 90 ml d’eau purifiée ;

Ajouter 5 ml de la solution échantillon et compléter a 100 ml avec de I’eau purifiée ;
Prélever 1 ml de cette solution et compléter a 50 ml avec la phase mobile ;

A T’aide d’une seringue menée d’un filtre, remplir un vial par 1,5 ml de cette solution.

1.3.6.2 Conditions chromatographiques :

Mode d’analyse : isocratique ;

Colonne : 150 x 4,6 mm ;

Température de la colonne : 25 °C ;

Phase stationnaire : gel de silice greffé (C18) échangeur de cation fort pour
chromatographie (SCX) R 10 um;

Phase mobile : solution de dihydrogénophosphate d’ammonium ;
Débit : Iml/min ;

Détection : par I’'UV a 218 nm ;

Volume d’injection : 20 pl ;

Durée d’analyse : deux fois le temps de rétention de la metformine ;
Solution de rincage : eau purifiée et méthanol.

Figure 37 : Colonne chromatographique. [102]
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1.3.6.3 Séquence d’injection :

Tableau 15 : Séquence d’injection des différentes solutions lors du dosage des substances
apparentées dans le PA.

Type d’injection Nombre d’injection
Blanc (phase mobile) 1
Témoin mélamine 1
Témoin cyanoguanidine 6
Echantillon (solution b) 2
Témoin cyanoguanidine 1

1.3.6.4 Critéres d’acceptation :

1.3.6.4.1 Identification des impuretés :
Utiliser le chromatogramme obtenu avec la solution témoin (A) pour identifier le pic di

a I'impureté A.

v" Temps de rétention relatif :

e Impureté A : 0,2 min
e Impureté D : 0,3 min

v' Temps de rétention :
e Metformine : environ 15 min
e Impureté A : 3 min
e Impureté D : 4,5 min
Le pic correspondant au blanc, ainsi que les pics des impuretés non spécifiées qui ne
dépasse pas 0,3 la surface du pic principal obtenu par la solution (b) ne doivent pas étre pris en
compte.

1.3.6.4.2 Dosage des impuretés :

e Le titre d’impureté A ne doit pas dépasser 0,02%.
e Le titre des impuretés non spécifiées ne doit pas dépasser 0,05%.

e Le titre des impuretés totales ne doit pas dépasser 0,2%.
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1.3.6.4.3 Conformité de systeme :
e Larésolution est au minimum 10 entre les pics dus a I’impureté D et la metformine

e RSD% ou CV de la solution témoin de cyanoguanidine ne doit dépasser 5%.
e Nombre de plateaux théoriques ne doit pas étre inférieur a 2000.

e [Facteur de symétrie est entre 0,8 et 1 ,5.

1.3.7 Métaux lourds :

1.3.7.1 Principe :

Les métaux lourds sont des impuretés élémentaires toxiques, Leur présence dans les
produits pharmaceutiques provient généralement des substances couramment utilisées au cours
de la fabrication : les catalyseurs, les réactifs... [14]

La recherche des métaux lourds dans les substances pharmaceutiques est réalisée selon
I’essai décrit dans la pharmacopée européenne 8° édition afin de garantir que la concentration
de ces métaux ne dépasse pas la valeur limite.

C’est un test semi-quantitatif basé sur la formation d’un précipité M-S « métal -Sulfure»
caractérisé par une coloration plus ou moins brune.

e Dans un milieu basique, le thioacetamide s’hydrolyse et libére le sulfure d‘hydrogéne
H>S.
CH3CSNH2 + H2O — CH3CONH; + H,S

e A un pH=3.,5, le sulfure d*hydrogene réagit avec le métal présent dans la solution a
examiner, pour former un précipité brun.

H,S + H,O — H30" + HS
HS + HO — H30* + g2

M?* aq) + S%(ag) =MS¢) (])

La coloration développée par la substance a examiner est comparée a celle du témoin de
plomb d’une concentration bien définie. [22][43]
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1.3.7.2 Préparation des solutions :

1.3.7.2.1 Solution tampon a pH=3,5:

v Prélever 70 g de I’acide chlorhydrique concentré (35 % a 39 %) dans une fiole jaugée
de 100 ml et compléter avec 1’eau purifiée, afin de préparer la solution d’acide
chlorhydrique R1.

v' A I’aide d’une balance analytique, peser 25 g de sel d’acétate d’ammonium dans un
bécher de 100 ml ;

v Dissoudre I’acétate d’ammonium dans 25 ml d’ecau purifiée a ’aide un agitateur
magnétique ;

v" Ajouter 38 ml d’acide chlorhydrique R1, puis ajuster le pH de la préparation par ’acide
chlorhydrique dilué R a pH =3,5+0,05;

v Verser le contenu du bécher dans une fiole jaugée de 100 ml et compléter jusqu’au trait
de jauge par I’eau purifiée.

La solution d’acide chlorhydrique R1 et de I’acide chlorhydrique dilué¢ R ont été
préalablement préparées.

1.3.7.2.2 Réactif de thioacetamide :
» Eau exempte de dioxyde de carbone :

v' Faire bouillir de I’eau purifiée pendant quelques minutes ;
v’ Laisser refroidir a I’abri de air et conserver dans les mémes conditions.

» Solution d’hydroxyde de sodium 1M :

v Peser 8,4 mg + 0,5 d’hydroxyde de sodium (97% - 100,5 %) dans une fiole jaugée de
200 ml et compléter par I’eau exempte de dioxyde de carbone.

» Solution de thioacetamide :
v’ Peser 4 g de thioacetamide dans une fiole jaugée de 100 ml, et compléter par I’eau
purifiée.
» Réactif de thioacetamide :
v Dans un bécher de 100 ml, mélanger 5 ml d’eau purifiée avec 15 ml d’hydroxyde de
sodium 1M et 20 ml de glycérol 85 % ;
v' Dans une fiole de 20 ml, ajouter 10 ml de ce mélange a 2 ml de solution de
thioacetamide ;

v' Chauffer la solution dans un bain marie pendant 20 s. Ce réactif est préparé
extemporanément.
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1.3.7.2.3 Solution de nitrate de plomb 1 ppm :

Dissoudre 400 mg de nitrate de plomb dans une fiole jaugée de 250 ml avec 1’eau
purifiée pour obtenir une solution de 1000 ppm de nitrate de plomb ;

Diluer 1 ml de cette solution dans une fiole jaugée de 10 ml d’eau purifiée pour obtenir
une solution de 100 ppm de nitrate de plomb ;

Diluer 1 ml de la solution précédente dans une fiole jaugée de 10 ml d’eau purifiée pour
obtenir une solution de 10 ppm de nitrate de plomb ;

Diluer 1 ml de la solution précédente dans une fiole jaugée de 10 ml d’eau purifiée pour
obtenir une solution de 1 ppm de nitrate de plomb.

1.3.7.2.4 Lasolution « S » du chlorhydrate de metformine :

Préparer la solution « S » selon le mode opératoire décrit précédemment.

1.3.7.3 Mode opératoire :

Dans des tubes a ess