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RESUME

L'objectif de la présente étude est de proposer une méthodologie analytique pour évaluer les
phénomenes d’interaction contenu-contenant entre les produits pharmaceutiques et le
conditionnement plastique; des procédés d’extraction des plastifiants et en particulier le
Diéthylhéxyle phtalate (DEHP) a partir du chlorure de polyvinyle (PVC) efficaces et des
méthodes d’analyses fiables sont appliqués pour déterminer :

- le taux de DEHP dans le matériau en PVC plastifié au DEHP a usage parentéral et
vérifier son absence dans le PVC déclaré sans phtalates,

- le taux de plastifiants, cing phtalates, un adipate, deux alkylphénols et la
benzophénone dans les solutions aqueuses pour perfusion conditionnées dans des
poches plastiques.

Dans le matériau en PVC plastifié au DEHP, la teneur de ce phtalate, déterminée par
spectrométrie UV et par HPLC est inférieure a 40%, ce qui est conforme aux exigences de la
pharmacopée européenne ; son absence a également été confirmée dans le nouveau matériau
en PVC sans phtalates.

Dans les solutions aqueuses pour perfusion conditionnées dans des poches en PVC plastifié,
seul le DEHP a été détecté par GC-MS a des taux de 4,31 + 0,5 pg/L (NaCl 0,9%) et 4,29 +
0,25 ng/L (glucose a 5%) dans des poches nouvellement fabriquées alors que les niveaux ont
augmenté de 10 fois dans les lots périmés (durée de trois ans.de conservation).

Dans la multicouche (composée de polyéthyléne PE/ polyamide PA/ polypropylene PP), le
DEHP n'a pas été mis en évidence mais deux plastifiants, le dibuthylphthalate (DBP) et le
diéthylphtalate (DEP) ont été détectés a des taux de 0,7 = 0,1 et 4,14 = 0,6 pg/L,
respectivement. Ces plastifiants ne sont pas mentionnés en tant qu'additifs autorisés dans les
matériaux destinés a une utilisation parentérale. En outre, d’autres composés comme le
Caprolactame (monomere de la couche intermédiaire en PA) et un produit de dégradation de
I’Irgaphos (un antioxydant des polyoléfines PE et PP) sont identifiés dans les sérums par GC-
MS gréace a la libraire X-Calibur. La performance de la méthodologie proposée a démontré
un relargage d’additifs de matiéres plastiques a des taux faibles mais non négligeables, ce qui

peut constituer un risque pour le malade en cas de perfusions réitérees.



Par ailleurs, 1’application directe de la spectrométrie a transformée de Fourrier FTIR sur des
blisters en PVC récupérés a partir de lots de comprimés conservés durant une période de 3
ans, a démontré une faible variation dans les spectres obtenus. Cette méthodologie tres simple
peut étre adoptée lors des études de stabilité pour renseigner sur d’éventuels phénoménes

d’interaction contenu-contenant.

Mots-clés : interaction contenu-contenant, migration, plastifiants, DEHP, poches pour
perfusion, sérums salé et glucose, FTIR, HPLC, GC-MS.



ABSTRACT

The purpose of this study is to propose an analytical methodology to evaluate content-
containing interaction phenomena between pharmaceuticals and plastic packaging; effective
processes for extracting plasticisers, in particular diethylhexyl phthalate (DEHP) from
polyvinyl chloride (PVC) and reliable analysis methods are applied to determine:
- the DEHP content in DEHP-plasticized PVC material for parenteral use and confirm
its absence in declared PVC without phthalates,
- the level of plasticizers, five phthalates, one adipate, two alkylphenols and

benzophenone in aqueous solutions for infusion packaged in plastic bags.

In PVC material plasticized with DEHP, the content of this phthalate, determined by UV
spectrometry and HPLC is less than 40%, which is in accordance with the limits set by the
European Pharmacopoeia. Also, its absence has been confirmed in the new PVC material
without phthalates. In addition, its absence has been confirmed in the new PVC material
without phthalates.

In aqueous solutions for infusion packaged in new plasticized PVC bags, only DEHP was
detected by GC-MS at levels of 4.31 £ 0.5 pg/L (NaCl 0.9%) and 4.29 + 0.25 pg/L (glucose
5%) whereas the levels increased 10 times in three-year shelf-life bags.

In the case of multilayer bag (made of polyethylene PE / polyamide PA / polypropylene PP),
DEHP was not found but instead, two plasticizers, dibuthylphthalate (DBP) and diethyl
phthalate (DEP) were detected at levels of 0.7 + 0.1 and 4.14 £ 0.6 pg / L respectively. These
plasticizers are not mentioned as additives allowed in materials intended for parenteral use. In
addition, other compounds as Caprolactam, monomer of the intermediate layer (in PA) and a
degradation product of Irgaphos (an antioxidant of PE and PP) were tentatively identified in
serums by GC-MS (in X-Calibur database).

The performance of the proposed methodology demonstrated a release of plastic additives;
levels remained low but not negligible and might constitute a risk for the patient in the case of

reiterative infusions.



Otherwise, the Fourier transform FTIR spectrometry, directly applied on PVC blisters
recovered from batches of tablets kept for a period of 3 years showed a small variation in the
spectra obtained. This very simple methodology can be adopted during stability studies to

provide information on possible content-containing interaction phenomena.

Keywords: content-containing interaction, migration, plasticizers, DEHP, bags for infusion,
saline and glucose serums, FTIR, HPLC, GC-MS.
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INTRODUCTION

Le conditionnement pharmaceutique doit contenir, préserver, protéger et délivrer le produit
médicamenteux, de sorte qu’a n'importe quel moment avant sa date d'expiration, il réponde
aux exigences de qualité, sécurité et efficacité [1].

Les matieres plastiques présentent des propriétés trés intéressantes (souple, flexible, légere,
incassable, malléable) qui leur permettent d’envahir le domaine du conditionnement (plus de
38%) dans le domaine alimentaire et pharmaceutique surtout avec les nouveaux matériaux
innovants & usage unique [2]. Elles sont constituées en général d’une résine a laquelle sont
rajoutés des additifs comme des antioxydants, des stabilisants, des charges, des colorants leur
apportant les caractéristiques nécessaires a leurs utilisations.

Différents phénomeénes peuvent se produire entre le contenu et le contenant et altérer la
qualité du produit comme la sorption, la perméation et le relargage, ce dernier suscitant un
plus grand intérét du fait des conséquences qui en découlent [1]. En effet, les additifs ne sont
pas liés chimiquement a la résine polymérique et peuvent migrer dans la forme
pharmaceutique et constituer un risque sur la qualité et surtout la toxicité du produit fini [3,4].
La contribution des contaminants provenant de matieres plastiques dans le contenu liée au
phénoméne de migration est estimée 100 fois plus importante que celle des polluants
atmosphériques et des pesticides [5]. Il est donc nécessaire d’analyser avec soin les
interactions contenant-contenu afin d'identifier les risques associés a la perte de substance
active (sorption) et surtout au relargage d’additifs du conditionnement plastique lors des
étapes de développement du médicament pour la maitrise de la qualité du produit et la sécurité
du patient.

Devant I’ampleur et la diversité des phénomenes qui peuvent se produire entre le couple
(contenant/contenu) liées a la morphologie du polymere, son procédé de fabrication, les
produits de synthese, les additifs ..., d’une part, et la forme pharmaceutique, sa composition,
ses caractéristiques...d’autre part, il est impossible d’envisager une méthode harmonisée et
unique pour les évaluer. Pour ce, une stratégie ou approche méthodologique est proposée dans
le domaine agro-alimentaire et pharmaceutique basée sur des scénarios simulant les

conditions les plus défavorables et agressives d’utilisation [6,7].



Par ailleurs, les substances chimiques, utilisées comme additifs de matiéres plastiques doivent
étre autorisées par le réglement REACH sur la base d’études toxicologiques [8].

Différents types de plastiques sont utilisés dans le conditionnement de produits
pharmaceutiques dont le polychlorure de vinyle (PVC) qui présente de bonnes propriétés
mécaniques, électriques, chimiques et thermiques et représente environ 11% du marché des
plastiques, dont 15% sont destinés au conditionnement [9]. Il est utilisé sous sa forme rigide
(cas des blisters) mais encore plus sous sa forme souple (cas des dispositifs médicaux comme
les tubulures, sondes, poches, cathéters..). En effet, I’ajout de plastifiant a la résine en PVC lui
confere des caractéristiques trés intéressantes de flexibilite, de malléabilité et de
durabilité [10].

Parmi les plastifiants, le phtalate de di-(2-éthylhexyle) (DEHP) est le plus apprécié pour les
propriétés mécaniques uniques qu’il confeére au PVC mais aussi pour son rapport qualité/prix
[11,12]. Cependant, des études toxicologiques ont démontré que ce phtalate est un
perturbateur du systéme endocrinien pouvant altérer la fertilité et, par conséquent, il a été
classé par les instances réglementaires comme une substance hautement préoccupante,
toxique pour la reproduction catégorie IB [13]. Aussi, sa capacité de migration a partir de
dispositifs médicaux dans les milieux a caractere lipophile a été prouvée par de nombreuses
études [14-21]. Pour ce, il a été interdit dans les matieres plastiques utilisées dans les jouets et
articles de puériculture pouvant étre placés dans la bouche des enfants [22] et dans les
dispositifs médicaux déstinés a la pédiatrie, néonatal et maternité [23]. Sa substitution par
d’autres plastifiants moins toxiques est recommandée [24].

Paradoxalement, ce phtalate reste toujours autorisé par la pharmacopée européenne dans le
PVC plastifié utilisé dans les récipients et tubulures a usage parentéral a raison de 40% (m/m)
[25].

L’objectif de cette étude est de développer une méthodologie analytique pour évaluer les
phénomenes d’interaction contenu-contenant entre le conditionnement plastique et la forme
pharmaceutique. Devant le probleme du DEHP, ses effets toxicologiques prouvés mais surtout
au fait qu’il soit encore autorisé¢ dans ’industrie pharmaceutique pour un usage parentéral,
I’étude de compatibilité s’est focalisée sur le matériau a base de PVC rigide et plastifié pour
les usages oral et parentéral mis en contact avec une forme solide (comprimé) et une solution

aqueuse pour perfusion (sérums salé 0,9% et glucosé 5%).



Cette orientation est justifiée au fait que la poche de sérum subit, au cours de son procéde de

fabrication, une stérilisation a I’autoclave (121°C pendant 20min), ce facteur étant favorable

au relargage du DEHP [19, 26, 27] d’une part, et a la voie d’administration intraveineuse qui

permet sa biodisponibilité totale dans le sang, d’autre part.

Les objectifs spécifiques vises dans cette étude sont :

Mise au point d’une méthodologie d’extraction et d’analyse (par spectrométric UV et
par chromatographie liquide HPLC) du DEHP dans le matériau en PVC plastifié a
usage parentéral.

Utilisation de la spectrométric FTIR pour évaluer les phénomeénes d’interaction
contenu-contenant (cas des blisters PVC en contact d’une forme pharmaceutique
solide (comprimé)).

Développer une méthodologie d’extraction (liquide liquide LLE et en phase solide
SPE) et d’analyse (par GC-MS) d’une série d’additifs dont les plastifiants et son

application a :

» L’¢évaluation de leur potentiel de migration a partir de matiéres premicres (sous forme

de granulé et film) utilisées dans la fabrication de matériel médical.
La détermination de leurs teneurs dans les solutions intraveineuses aqueuses utilisées
comme Vvéhicules de produits pharmaceutiques (NaCl a 0.9% et glucose a 5%)
conditionnées dans des poches en PVC plastifié et en multicouches.

Les résultats seront comparés aux normes fixées par la réglementation en vigueur.



1 CONDITIONNEMENT PHARMACEUTIQUE

Le conditionnement pharmaceutique fait partie intégrante du médicament et assure que

ce dernier réponde aux exigences lui permettant sa mise sur le marche en toute sécuriteé.

1.1  Les types de conditionnement pharmaceutigue [28-30].

Le conditionnement primaire.

C'est « le récipient ou tout autre forme de conditionnement avec lequel le médicament se
trouve en contact direct» avec le produit ex. blister, flacon, ampoule.... Cette phase de
conditionnement primaire, ou le produit semi ouvré est placé dans son enveloppe de
protection, est délicate puisqu'il est encore en contact avec le milieu extérieur.

Le conditionnement secondaire.

Il est représenté en général par I'étui. Ce type de conditionnement n'est pas en contact
direct avec le médicament mais il le protege. Il peut comporter plusieurs
conditionnements primaires (blisters, ampoules...) ainsi qu'une notice. Le papier et le
carton sont tres utilisés pour cet emballage extérieur. Ces matériaux sont légers et peu
chers.

Le conditionnement tertiaire.

C'est la derniere étape d'emballage avant I'envoi aux clients (grossistes/répartiteurs,
officines). Il comprend une mise en fardeau éventuelle des conditionnements

secondaires, un regroupement en caisse puis en palettes pour le transport.

1.2 Le rble du conditionnement pharmaceutigue.

Role de protection du médicament.

Ce rdle de protection permet l'assurance de I'efficacité et de la sécurité d'un médicament
et garantit la qualité du produit pour le patient. Le conditionnement doit protéger le
médicament des éventuelles contaminations microbiennes (étanchéité) mais aussi
d'éléments physiques comme la température et la lumiere si le produit est thermosensible
et / ou photosensible ou encore I'humidité pour des produits effervescents par exemple.

Le conditionnement doit également protéeger le médicament lors de son transport, c'est a-

dire assurer une solidité essentielle contre les chocs.



Bien entendu, les matériaux utilisés lors du conditionnement doivent étre inertes vis a
vis du principe actif et de ses excipients.

Role fonctionnel.

La prise de médicaments doit étre facilitée par sa présentation. C'est-a-dire que le mode
d'administration doit étre aiseé, pratique. De plus, il doit étre précis quant a la dose a
administrer (distributeurs de doses de broncho-dilatateurs, seringues a insuline réglables,
pilules contraceptives avec l'inscription de dates sur le blister, blisters prédécoupés pour
d'éventuelles séparations des unites...).

Une forme galénique adaptée permet une meilleure observance du traitement. Il existe
un réel effort de la part des industriels de santé dans la recherche du conditionnement
optimal destiné a des patients ciblés. Par exemple, il est plus aisé et plus précis de
distribuer les antibiotiques en solution aux enfants en bas age grace a une seringue plutot
qu'une cuillere a café. Cette seringue fait partie intégrante du conditionnement
secondaire.

Elément de securité.

Le conditionnement ne doit pas porter atteinte & la santé de Il'utilisateur. C'est pourquoi,
il est retrouvé, par exemple sur les boites de médicaments a base de substances suivant
la réglementation des stupéfiants, des sceaux sécuritaires garantissant l'inviolabilité du
produit fini. Pour les sirops pédiatriques, des bouchons « Child proof» empéchent
I'enfant d'ouvrir seul son médicament.

Role d'identification et d*information.

L'emballage est un moyen d'identifier le produit et de le différencier rapidement des
autres. En effet, les comprimés sont souvent similaires d'une spécialité & une autre et un
comprimé sorti de son emballage est difficilement identifiable. Par contre, sur la boite et
sur le blister, le nom du produit avec son dosage est retrouvé.

L'emballage est également un moyen d'information par I'intermédiaire de la notice et des
informations figurant sur la boite. Les renseignements portés sur ces types de
conditionnement sont régis pour certains d'entre eux par les autorités de santé. En effet,
Iindication, la posologie, les contre-indications, les effets indésirables sont des
informations obligatoires a donner au patient.

Role marketing.

Le choix du design, des logos et des couleurs reléve d'une décision marketing pour
satisfaire le patient. Ce rdle est plus important pour les médicaments non remboursés qui

peuvent étre achetés par le patient sans ordonnance.



Cet aspect du conditionnement n'est pas le plus important, notamment pour le patient

mais c'est un choix stratégique important pour I'industriel.

1.3 Les différents matériaux utilisés dans le conditionnement primaire [28-30].

Le conditionnement primaire doit assurer le maintien de la qualité initiale du produit,
depuis sa fabrication jusqu'a sa consommation; les principaux critéeres de choix des
matériaux utilisés dans le conditionnement primaire, sont l'inertie, la faible perméabilité
et une neutralité satisfaisante (goQt). En effet, le matériau ne doit pas interagir avec son
contenu et doit le protéger au mieux du milieu extérieur (chaleur, humidité, lumiere, gaz,
contaminations...).

Des essais sont effectués pendant la mise au point du médicament (études de stabilité)
afin d'identifier les matériaux les plus appropriés, compte tenu des implications

financiéres.

Les emballages en verre.

Les principales matieres premiéres du verre sont le sable, les calcaires et la soude. La
silice (SiO,) est le principal composant du sable, et les calcaires et la soude sont
d'habitude a la forme de carbonates tels que le Na.CO, et le CaCO,. D'autres matériaux
sont trouvés dans la composition du verre, tel que le plomb, qui donne la clarté et I'éclat
au produit, mais qui a comme conséquence la production d'un verre de basse qualité, et
I'alumine (Al,05), qui est frequemment utilisée pour augmenter la durabilité et la dureté.
Le verre pour conditionnement est fabriqué dans des usines automatisées. Il se retrouve
dans diverses industries comme I’agroalimentaire, la parfumerie, la pharmacie et
parapharmacie, le cosmétique. Il est utilisé dans la fabrication de bouteilles, de flacons,

de pots, de bonbonnes, d'ampoules et de piluliers.

L’emballage métallique.
Les matériaux communément utilisés sont l'acier et 'aluminium. L’emballage métallique
se retrouve plus dans le domaine agroalimentaire ex. des boites de conserve et les boites
pour boisson mais I'aluminium est aussi utilisé dans 1’industrie pharmaceutique (blisters,
d'aérosols et de vaporisateurs...) car il offre un niveau optimal de conservation et de

protection contre les ultraviolets, I'numidité et I'oxydation.



Les matieres plastiques [1, 28].
Le plastique, grace a ses qualités de brillance, légereté, malléabilité et son faible colt de
revient, bénéficie d’un large développement pour tout type d’usage et de forme. Une grande
variété de matiéres plastiques est utilisée dans le conditionnement des produits
pharmaceutiques.
Les matiéres plastiques sont utilisées dans la fabrication de pilulier ou blister (comprimé),
tube (pommade), poches et flacons (solution pour perfusion) et dans tout le matériel
médical et chirurgical de pointe (seringues, sondes, tubulures...)
Deux grandes classes de matiéres plastiques sont utilisées : Les thermoplastiques et les
thermodurcissables.

> Les thermoplastiques, comme le PVC, le PE (polyéthyléne), le PP
(polypropyléne), se ramollissent sous I'action de la chaleur et se fixent par refroidissement
sans faire intervenir de réaction chimique.

> Une matiere thermodurcissable, au contraire, se durcit de fagon irréversible apres
une premiere application de chaleur. En outre, il se produit une réaction chimique de
polymérisation.
Presque tous les matériaux plastiques employés dans I'emballage sont des thermoplastiques.
Ils peuvent aussi étre utilisés en complexes pour améliorer certaines caractéristiques

physico-chimiques ou et/ou mécaniques.

1.4 Les qualités du conditionnement plastique [28, 30].

Les qualités les plus appréciées des matiéres plastiques peuvent étre classées en trois
catégories:

- Leurs propriétés physiques, mécaniques, chimiques, biologiques, qui sont des qualités
intrinseques. On peut notamment citer leur faible densité, leur transparence ou
translucidité.

Par ailleurs, selon les polyméres (nature chimique, masse et structure des chaines), il est
possible d’avoir des matériaux de rigidité variée (souple ou rigide) qui peuvent résister
aux chocs, aux agents chimiques, aux rayonnements ionisants et présentant une bonne
compatibilité avec différents milieu;

- Leur aptitude a €tre mises en ceuvre, notamment leur facilité de transformation et
d’assemblage ;

- Leur aptitude a pouvoir étre identifiées et contrdlées, ce qui permet d’établir une

standardisation et une réglementation.



En effet, dans ce cadre, les pharmacopées internationales et europeenne rédigent et
publient des monographies sur les matiéres plastiques destinées aux usages
pharmaceutiques et médicaux, comportant des essais spécifiques d’identification et
généraux de contréle. Ainsi de nombreux matériaux sont concernés par ces normes.
Cependant, en raison de leur grande variété¢ et de 1’élaboration continue de nouveaux
matériaux innovants pour de nouvelles applications, toutes les matieres plastiques ne

sont pas inscrites dans les Pharmacopées.

1.5 Principaux plastigues, applications méedicales et pharmaceutiques [1].

Les matieres plastiques utilisées dans les domaines pharmaceutique et médical sont
nombreuses cependant, grdce au développement technologique dans le domaine
pharmaceutique et celui des polymeres, de nouveaux matériaux plastiques se montrent
intéressants pour certaines applications médicales spécifiques. Le Tableau 1.1 regroupe

celles qui sont les plus souvent employées dans ce domaine.

Le Polychlorure de vinyle (PVC) [31, 32].

Le PVC est obtenu par polymérisation du chlorure de vinyle monomere (CVM). La
syntheése est réalisée par voie radicalaire au moyen d’initiateurs appropriés. La
découverte de cette réaction de polymérisation par le chimiste francais Regnault date de
1835 et la synthése du monomeére (CVM) depuis 1970 dont la formule semi-développée
est CH2=CHCI.

Le monomere (CVM) est obtenu en 2 étapes:

- Production de 1,2 dichloroéthane, soit par chloration de I’éthyléne au moyen du
chlore et/ou d’acide chlorhydrique, soit par oxychloration de 1’éthyléne par le
chlorure d’hydrogeéne en présence d’air (ou d’oxygene),

- Pyrolyse du 1,2 dichloroéthane en chlorure de vinyle.

Il existe plusieurs procédés industriels de polymérisation du chlorure de vinyle
monomere :

- ensuspension,

- en masse,

- en émulsion,

- en micro-suspension.



Le poids moléculaire du PVC est compris entre 50 000 et 1 00000 et il est

chimiquement inerte (formule développée représentée dans la Figure 1.1).

Tableau 1.1 : Matieres plastiques utilisées dans les domaines pharmaceutique et médical

[1].

Matiére plastique

Application pharmaceutique
et médicale

Dispositifs médicaux

PVC (polychlorure de vinyle)
plastifié

Récipients pour le sang, les
produits du sang et les solutions
aqueuses pour perfusion
intraveineuse, blisters

Tube pour les perfuseurs,

tubulures de circulation
extracorporelle, sondes
trachéales, digestives ou

respiratoires

PE  (polyéthyléne) et PP

(polypropyléne)

Sachets de conditionnement
stériles,
récipients de solutions aqueuses

pour perfusion

Cathéters, pistons et corps
de seringues, protecteurs
d’aiguilles et d’embouts,
sutures chirurgicales

PA (polyamide)

Films pour emballage

Cathéters intracardiaques,
sondes urétérales, sutures
chirurgicales, filtres a sang,

embase et embouts de
perfuseurs.
. Chambres compte-goulttes,
PS (polystyréene )
(polystyrene) chambres de débullage
PMMA (poly-méthacrylate de Lentilles de contact,
méthyle) prothéses dentaires
Fils de sutures
PET (poly téréphtalate chirurgicales,
), (p‘ y P Films d’emballage, flacons \g .
d’éthyléne) prothéses vasculaires|
tricotées

PU (polyuréthane)

Cathéters, sondes vésicales
et urétérales, pansements

autocollants transparents

Les résines de PVC obtenues ne sont jamais utilisées telles quelles; pour leur mise en

ceuvre, elles ont besoin d’ajout d’adjuvants qui vont, d’une part, éviter la décomposition

du polymére par déhydrochloruration et, d’autre part, assurer un bon écoulement dans

les appareils de transformation a coté d’autres additifs qui sont incorporés pour obtenir

des propriétés particuliéres de I’objet fini telles que souplesse, coloration... .
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L’homogénéisation de ces ingrédients avec le PVC est réalisée au cours d’un traitement
thermomécanique qui permet de fabriquer des mélanges préts a I’emploi se présentant
sous forme de poudres séches, de granulés ou de pétes plus ou moins visqueuses.

Ces mélanges préts a ’emploi sont ensuite transformés sur des machines appropriées
qui, par apport d’énergies thermique et mécanique, permettent d’obtenir soit des objets

finis, soit des matériaux semi-finis.

Défauts de polymérisation.

Lors de la polymerisation, des défauts de structure apparaissent genéralement. Ils
engendrent 1’apparition de chlores labiles, en position allylique par exemple, point de
départ du phénomeéne de déshydrochloruration. De fagon générale, sous une source
d’énergie (thermique ou lumineuse) ou suite a une contrainte mécanique, la perte du
chlore labile entraine, en plus du dégagement de chlorure d’hydrogéne (HCI),
I’apparition d’une double liaison.

Méme si la consommation diminue depuis quelques années, passant de 13% de la
production européenne en matériaux plastiques en 2007 a 10% en 2015, le PVC reste le
troisieme polymere de commodité le plus utilisé au monde aprés le polyéthylene PE et le
polypropylene PP (Figurel.l) [9]. Cette place s’explique par le fait que le matériau est
incolore, transparent, souple et résistant aux chocs, a ’abrasion et a la corrosion. De
plus, sa souplesse peut étre adaptée a volonté par ajout de plastifiants. Selon la présence
de plastifiants ou pas, on obtient un mélange plastifié PVC-P (dit souple) ou non
plastifié PVC-U (dit rigide) (selon la désignation 1SO 1043-1) [33].

> Le PVC a usage médical [28-30].

Le polymere vierge possede les caractéristiques physico-chimiques essentielles qui lui
conférent la plupart de ses qualités techniques (performances mécaniques, transparence,
compatibilité chimique notamment). Mais ce polymere vierge a cependant I'inconvénient
d'étre rigide et relativement sensible a la dégradation thermique ou photochimique. C'est
pourquoi certains additifs sont utilisés pour améliorer ses propriétés et dont les
principaux sont les antioxydants, les plastifiants, les stabilisants (qui absorbent I'acide

chlorhydrique libéré lors de la decomposition thermique du PVC) et les lubrifiants.

En effet, I’ajout de plastifiants en particulier lui confeére des propriétés de flexibilité et de

souplesse qui le propulse comme matériau de choix dans les applications médicales.
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Son utilisation dans la fabrication de poches pour perfusion semble offrir une plus
grande sécurité par rapport aux flacons en verre en ce qui concerne la contamination
bactérienne (systéme clos par absence de prise d'air, suremballage, ajout de médicament
facilitt par la présence dun site d'injection spécifique et différent du site
d'administration). Aussi, ses criteres purement technologiques favorisent son utilisation

par rapport aux autres polymeres.

Production
européenne totale :
49 millions de
tonnes

Figure 1.1 : Production européenne en plastiques en 2015 (plasticseurope.org) et
formule développée du PVC.

Par ailleurs, a la différence de beaucoup de polymeres, le PVC n'est pas issu a 100% ou
presque de ces ressources fossiles limitées dont provient I'éthyléne par exemple,
puisqu'il est constitué pour 57% de chlore, obtenu par électrolyse du sel (le chlorure de
sodium) dont les réserves sont virtuellement inépuisables [32].

Le PVC occupe donc une place particuliere dans le développement de I'arsenal
polymériqgue mis a la disposition de la technologie médicale et pharmaceutique
(Nécessaires de transfusion et de perfusion, appareils médicaux...).

En méme temps, c’est probablement le polymere qui a suscité le plus de questions du
point de vue de la toxicologie et de I'environnement en rapport avec la toxicité du
monomere de chlorure de vinyle et des produits de dégradation chlorés.

Les exigences réglementaires dans le cas des résines a usage alimentaire ou medical ont
fixé la teneur limite en monomeére de chlorure de vinyle a 1 mg/kg de résine (oul ppm) a

cause de son caractere cancérigene [34].


http://www.plasticseurope.org/
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1.6 Les additifs des matiéres plastiques [10, 35, 37].

Des additifs sont incorpores a la résine polymérique pour la protéger et pour préserver sa

stabilité (comme les stabilisants thermiques, antioxydants, anti-UV...) ou pour améliorer
ses performances mécaniques (dureté, résistance a la fissuration), sa mise en ceuvre, ses

caractéristiques (densité, effets optiques) ou juste pour diminuer son codt.

Les stabilisants.

Le role des stabilisants est de fixer les chlorures d’hydrogéne libérés lors de la
déshydrochloruration, réaction auto-catalytique due a la chaleur, a la lumiére ou a
I’oxygene. Ainsi, les stabilisants permettent d’éviter les réactions secondaires lors la
mise en ceuvre du PVC, mais aussi d’augmenter sa stabilité thermique. Les stabilisants a
base de plomb sont largement utilisés, mais ils sont progressivement éliminés de la
formulation des PVVC pour des raisons de toxicité. Ils sont essentiellement remplacés par
des stabilisants a base d’étain ou de mélanges calcium/zinc ou calcium/stabilisants
organiques. Leurs concentrations varient de 0.05% a 2%, allant parfois jusqu’a 5% pour

certaines applications.

Les lubrifiants.

Il existe deux types de lubrifiants : externes et internes. Les lubrifiants externes limitent
I’adhérence et réduisent les frottements du PVC contre les parois métalliques de 1’outil
de mise en ceuvre. Ils facilitent ainsi I’écoulement du PVC sur le métal chaud et évitent
sa décomposition. Des paraffines et des cires de polyéthylene, incompatibles avec le
PVC, sont ainsi introduites pour faciliter le glissement. De plus, afin de limiter les
interactions intermoléculaires au sein du PVC lors de sa transformation qui peuvent
engendrer une dégradation thermique, des dérivés d’alcool et d’ester d’acides gras,

souvent 1’acide stéarique, sont utilisés comme lubrifiants internes.

Les modificateurs de résistance aux chocs.

Les modificateurs de résistance aux chocs, également appelés agents antichocs, sont
généralement des polymeres de la famille des polyéthylenes chlorés, des polyacrylates et
des copolyméres méthyl méthacrylate-butadiene-styréne (MBS) ou acrylonitrile-
butadiénestyrene (ABS). Leur réle est de diminuer la fragilité du PVC, en particulier a

basse température.
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Les charges.

Elles sont utilisées a la fois comme diluants bon marché (diminuer le codt de
production) et comme charges fonctionnelles (augmenter I’opacité du matériau,
renforcer ses propriétés mécaniques (résistance a la traction, & la flexion, a la
compression, etc.)). Ce sont des substances inertes, généralement minérales, comme du

carbonate de calcium, du talc ou des oxydes métalliques.

Les pigments.

Des pigments sont rajoutés pour colorer le polymere; ils peuvent étre organiques (les
pigments azoiques, diazoiques, phthalocyanines...) ou inorganiques (comme les
minéraux naturels a base d’oxydes de fer, ..).

D’autres additifs comme les agents antistatiques, les agents de nucléation, les
retardateurs de flammes peuvent se retrouvés dans la résine polymérique en fonction de
leur utilité en plus des impuretés comme des résidus de la catalyse ou des monomeres

n’ayant pas réagi.

Les plastifiants.

Le rble des plastifiants est principalement d’améliorer la souplesse et la résistance au
choc et au froid du PVC en diminuant les interactions entre les chaines de polymére et
en abaissant la température de transition vitreuse (Tg). Cette derni¢re, d’une valeur
comprise entre 75 et 85°C pour un PVC rigide, peut atteindre - 40°C pour un PVC
souple. L’ajout de plastifiant, qui peut représenter jusqu’a 50% de la masse finale du
matériau et confére au matériau souplesse, extensibilité et 1’élasticité désirée.

En général, la plastification peut étre interne, par modification chimique du polymere ou
par copolymérisation, ou externe par ajout d’un plastifiant. Cependant, I’abaissement de
la Tg est plus important dans le deuxiéme cas. Ce type de plastification est donc souvent
privilégié par les industriels.

Ainsi, lors de la plastification externe, le plastifiant s’insére entre les chaines de
polymeres et joue un réle de « solvant » (Figure 1.2). Le plastifiant et le polymére sont
alors liés par des interactions électrostatiques de type Van der Waals. Ces interactions
s’effectuent entre les atomes de chlore du PVC et les groupements électrophiles des

plastifiants, et leur intensité dépend notamment de la polarité du plastifiant.
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PVC PVC plastifié

Figure 1.2 : Plastification du PVC

Parmi les familles de plastifiants les plus utilisées, les phtalates sont les plus courants en
raison de leurs performances en termes de plastification et de compatibilité avec le PVC,
et de leur colt peu élevé. Ils sont parfois combinés a d’autres plastifiants comme les
esters d’acides aliphatiques di-carboxyliques dans le but d’améliorer les propriétés aux
basses températures.

Les esters phtaliques sont synthétisés a partir de I'anhydride phtalique et de Il'alcool
approprié. Ils sont omniprésents dans notre environnement. Ils entrent dans la
composition des revétements de sols, des peintures, des cables, ... mais aussi des jouets,
des emballages alimentaires, des produits cosmétiques, des emballages gastro-résistants

des médicaments et bien sdr des dispositifs médicaux (DM) [37].

Oth
phthtaI:tres 0 CEH.'D

15%

| |
% C-0—CH CH-(CH,)-CH,

2% 0 C.H;
Figurel.3 : Consommation des principaux phtalates (greenfacts.org) et formule

développée du DEHP.
Le phtalate le plus utilisé dans le domaine pharmaceutique est le phtalate de 2-di-

(éthylhexyle) (DEHP) comme c’est indiqué dans la Figure 1.3 mais son classement
comme perturbateur endocrinien 1’a déclassé au profit d’autres plastifiants plus sirs

(Figure 1.4).
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Mais, il se retrouve encore dans le PVC utilisé pour la fabrication de DM comme les
nécessaires de perfusion, de transfusion, les prolongateurs, les dispositifs de nutrition
entérale et parentérale (sondes, tubulures, poches), ou encore les abords respiratoires
(trachéotomie), les dispositifs de circulation extracorporelle et de drainage divers

(drains, poches de recueil, sondes rectales, urinaires, urétérales) etc.

Figure 1.4 : Production européenne des plastifiants en 1999 et en 2015 (DOP/DEHP
(bleu), DINP/DIDP/DPHP (orange), autres phtalates (gris) et autres plastifiants (jaune))
dans (European plasticisers).

1.7 Caractéristiques physico-chimiques du DEHP [10, 37].

Le DEHP est synonyme de di-2-éthylhexylphtalate. 1l a aussi €té référencé sous le nom
de phtalate de di (2-éthylhexyle), bis (2-éthylhexyl) phtalate, I'acide 1,2-
benzénedicarboxylique, bis (2-éthylhexyl) ester, ou encore éthylhexyl phtalate. Son
poids moléculaire est de 390,62 et sa formule développée est représentée dans la Figure
1.3. Il s'agit d'un liquide peu coloré, d'aspect huileux et sans odeur. Il est trés peu soluble
dans l'eau (0,01 g/ 100 ml a 25°C) mais trés soluble dans les solvants organiques
(alcools) et les huiles. Son coefficient de partage (octanol/eau) est de 4,89.

1.8 Choix des matériaux plastiques dans le conditionnement pharmaceutique [38,

39].

L’inertie (notamment chimique) est la caractéristique la plus importante des matiéres

plastiques utilisées dans le domaine pharmaceutique et médical.
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Les interactions entre ces matéeriaux et les produits pharmaceutiques comprennent entre
autres, la sorption, qui est I’adsorption ou 1’absorption de constituants de la formulation
pharmaceutique par les matériaux, et la migration des molécules contenues dans ce
dernier vers les préparations pharmaceutiques.

Ces interactions mutuelles matériaux plastiques / médicaments peuvent affecter aussi
bien I’intégrité et la qualité des matériaux que la stabilité, ’efficacité et la sécurité des
médicaments. La preuve de cette compatibilité est exigée par les autorités réglementaires
et I’étude analytique de ces interactions représente la base de 1’évaluation qui peut étre

résumée par la Figure 1.5.

Efficacité Seécurite

I

Migranis
.II.I'.
- ¥ ey
|
Sorption Réactiviteé Effets THKII._‘ITC
croisée secondaires potentielle

Figure 1.5: Les différents niveaux de I’évaluation de la compatibilité d’un
conditionnement primaire avec une formulation pharmaceutique.

Phénomene de sorption: s’il s’agit principalement du principe actif, ce phénomeéne peut
engendrer une diminution de I’efficacité du médicament et la réponse aux indications
prévues pour 1’'usage ne sera pas atteinte.

Phénomene de migration: ce phénomene est plus complexe car il peut engendrer des
conséquences sur 1’efficacité et/ou la sécurité du médicament. En effet,

L’efficacité peut étre influencée de deux fagons :

- la réactivité d’un composé contenu initialement dans le polymeére avec un constituant
de la formulation pharmaceutique et conduit a une modification de la molécule active et
de ce fait a son inactivation.

- Les effets secondaires qui refletent le cas ou les migrants modifient I'une des
propriétés du médicament (par exemple le pH) qui influence elle-méme d’une maniére
directe ou indirecte 1’efficacité ; par exemple, un migrant acide ou basique peut imposer

au principe actif un pH différent de son pH de spécification.
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La sécurité: La migration des constituants des matériaux plastiques vers le contenu peut
entrainer un risque de toxicité potentielle lié a ces migrants. Ces derniers peuvent avoir
plusieurs origines ; ils peuvent résulter de la synthese et de la mise en forme du
matériau, de sa formulation ainsi que des traitements stérilisants auxquels il est soumis.
On peut ainsi retrouver des réactifs utilisés lors de la synthése (monomeéres résiduels,
catalyseurs, ...), des résidus de polymérisation (oligomeres) et des additifs (qui sont
rajoutés dans la composition du matériau pour faciliter sa mise en forme (lubrifiants...),
le protéger contre les agressions thermiques, chimiques ou induites par des
rayonnements (antioxydants, anti UV...), ou bien encore pour modifier ses propriétés

finales (plastifiant...).

Aussi, la transformation et la stérilisation des matériaux peuvent étre a 1’origine de
dégradations ou de scissions des chaines de polymeéres qui aboutissent a la formation de
composés de faible masse molaire de mobilité plus élevéee; par exemple, le PVC par
I’action de la chaleur, subit une réaction de décomposition qui conduit a la libération

d’acide chlorhydrique.



18

2 PHENOMENES D’INTERACTION CONTENU-CONTENANT

2.1 Aspects théoriques des mécanismes d’interaction [40.41].

Les interactions C/C sont basées sur des phénoménes d’échange; a la base d’une telle
¢tude, il est indispensable d’avoir une bonne connaissance du matériau en contact avec
le produit (informations provenant du fournisseur, éventuellement analyses
complémentaires) ainsi que des propriétés physico-chimiques du produit

pharmaceutique lui-méme.

L’interaction entre le produit et son contenant, comme indiqué par la Figure 2.1, peut se
faire par :
a. Migration du produit vers le contenant par :

- Adsorption : Des molécules du contenu se fixent sur les surfaces solides du
contenant.

- Absorption : C’est un processus intégrant la pénétration puis la dispersion des
substances du contenu dans la matrice du contenant.

- Perméation : Phénomeéne physique consécutif a 1’adsorption et I’absorption,
correspondant a la traversée de la matrice du contenant par les molécules du
contenu.

b. Migration du contenant vers le contenu : relargage

c. Passage de gaz ou du liquide a travers la paroi du contenant : perméabiliteé.

Les interactions contenu-contenant sont régies par un grand nombre de processus
physiques et dépendent notamment de la vitesse de diffusion du composé et de sa
solubilité respective dans le polymere et la forme pharmaceutique et quel que soit le type

d’interaction, le mécanisme mis en jeu implique un phénomene de diffusion.

Phénomenes de diffusion : La diffusion est un phénomene qui tend a homogeénéiser les
différences de concentrations d’un composé dans un systéme par migration des

molécules des zones de forte concentration vers celles de faible concentration.
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La sorption des constituants de la formulation dans le matériau concerne les principes
actifs ainsi que les excipients ; I’adsorption physique est un processus thermodynamique
spontané qui rend le systéme (adsorbat + adsorbant) plus stable. Elle résulte en la
formation d’une couche mono moléculaire de molécules actives sur la surface du
matériau. Ce phénomene est instantané et dépend de la concentration initiale du soluté,
la surface du matériau mise en contact et la température. L’état d’équilibre est exprimé
par des mode¢les dits d’isothermes d’adsorption et dont I’isotherme de Langmuir est la
plus connue.

L’absorption est la deuxiéme étape du processus de sorption; elle correspond a la
diffusion de la molécule fixée par adsorption dans la matrice polymere. En général,
I’absorption, au contraire de 1’adsorption, est un phénomeéne qui se caractérise par une
cinétique lente, de 1’ordre de plusieurs heures a plusieurs jours voire des mois. Cette

pénétration est contrélée par les lois de diffusion de Fick.

Loi de Fick : dc/dt = (D)(d*C/dx?)

D est le coefficient de diffusion donné par I’équation | D = D, exp(—E /RT)

Comment se if les interactions contenant - contenu ?

| Packaaqina primaire

ADSORPTION y—

ABSORPTION G———
PERMEATION ﬁ_

RELARGAGE Y

PERMEABILITE B

Formulation

Figure 2.1 Les différents phénomenes d’interactions entre un packaging primaire
et une formulation pharmaceutique

A l’interface matériau / milieu, les interactions compose/solvant entrent en jeu ce qui
permet le passage de la molécule dans le milieu par dissolution ; celle-ci est caractérisee

par un coefficient de partage K.
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Ce coefficient est fonction de la nature et la structure chimique du migrant mais dépend
surtout des propriétés du solvant (1’affinité du composé pour les deux phases par rapport
a son caractere hydrophile ou hydrophobe, ou encore de son aptitude a créer des liaisons
secondaires (types électrostatiques, Van der Waals et interactions hydrophile-
hydrophobe,...) avec I’un ou I’autre des milicux. Ce phénomene est encore facilité par
la sorption de molécules de solvant sur la surface du matériau.

Il est a noter que le caractére hydrophile ou hydrophobe d’une molécule peut étre
exprimé par son coefficient de partage octanol/eau qui est le couple de référence.

La cinétique de diffusion fait intervenir un coefficient de diffusion, une grandeur qui
dépend de la température (T), du milieu, des caractéristiques de I’espéce qui diffuse et
du matériau. La composition chimique du polymere (groupements, additifs...) et la
nature de la formulation pharmaceutique (pH, présence d’excipients et leur nature,...)
jouent aussi un réle majeur.

Finalement, les phénomenes de sorption et de migration nécessitent, a la fois une force
motrice déterminée par les propriétés thermodynamiques du systéme et une mobilité
suffisante de ’espeéce qui sorbe ou migre. L’importance du phénomeéne mis en jeu
dépend essentiellement de la cinétique plus ou moins rapide de diffusion du migrant

mais aussi de son coefficient de partage entre la formulation et le matériau.

2.2 Facteurs influencant les phénoménes d’interactions contenu-contenant [38,

39].

Différents facteurs influencent le phénomene de diffusion de constituants du matériau

vers le milieu de contact (migration) ou de la préparation pharmaceutique vers le
matériau (sorption). Ces facteurs sont propres au matériau de conditionnement, a la
molécule qui diffuse, au milieu de contact et aux conditions de stockage et de

stérilisation.

Morphologie et flexibilité des chaines du polymere.

La diffusion d’une espéce dans le matériau dépend essentiellement de sa morphologie
microscopique et notamment de I’arrangement des chaines macromoléculaires, d’autres
facteurs comme la polarité et I’encombrement stérique des chaines peuvent apporter leur

contribution.
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Contrairement a la phase cristalline que I’on peut considérer comme imperméable, la
phase amorphe favorise la diffusion des migrants grace a son volume libre. Ce volume
libre est lié a la température de transition vitreuse (Tg) du polymére et conditionne le
mouvement des chaines. En effet, les petits mouvements segmentaires possibles au-
dessus de la Tg vont permettre d’accroitre la vitesse de diffusion car cette mobilité des
chaines permet la création et le déplacement des micro-vides au sein de la matrice
polymere. Ainsi, plus le polymeére est amorphe plus la diffusion est importante. De la
méme facon, la cristallinité du polymére a un impact sur la sorption des constituants du
milieu de contact vers le matériau. Par ailleurs, la présence d’additifs dans le matériau,
comme par exemple les plastifiants, influence aussi la mobilité des chaines et donc la
Tg. Ainsi la quantité de plastifiant joue un réle important dans 1’absorption de principes
actifs.

Taille et forme de la molécule qui diffuse.

La vitesse de diffusion d’une molécule dépend de sa masse molaire (qui influence sa
taille) ainsi que de sa forme. Autrement dit, elle dépend du volume spécifique de la
molécule.

Nature du milieu.

Il englobe les termes de polarité et de lipophlie. Les additifs ont en général un caractére
lipophile et leur migration est donc favorisée en présence d’un milieu lipophile et est
inversement limitée en solution aqueuse. De plus, la présence d’un plastifiant dans le
polymére influence le phénoméne d’absorption de principe actif car il modifie le
caractére lipophile et la polarit¢ du matériau et entraine ainsi une modification du
coefficient de partage.

Duree de contact.

La migration des additifs dépend de la durée de mise en contact du couple
formulation/conditionnement.

Température de stockage.

La vitesse de diffusion est influencée par la température et cette dépendance est régie par
la loi d’Arrhenius. Ainsi, la température favorise la cinétique de migration des additifs.
pH de la solution (contenu).

Il peut influencer les phénoménes de migration et de sorption. En effet, quand le pH
(acide ou base) de la solution favorise 1’ionisation du principe actif, son absorption dans

le matériau est défavorisée car les principes actifs s’absorbent sous forme moléculaire.
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Effet de I’irradiation.

Cette augmentation du phénomeéne de migration peut étre expliquée, en partie, par la
scission des chaines macromoléculaires du polymere induite par I’irradiation aux doses
indiquées. Une telle dégradation du polymeére provoque I’augmentation de son volume
libre, ce qui favorise la migration. A des doses plus élevées, une réticulation de la
structure de polymeére est observée, ce qui aboutit a diminuer le taux de migration des

additifs en raison de la diminution du volume libre dans le polymere.

2.3  Aspect réglementaire.

2.3.1 Les exigences réglementaires concernant le médicament et son
conditionnement primaire.
Elles s’appliquent aux différentes étapes de la vie du médicament [42-44].

- Au cours du développement lors du choix des équipements de production et du
conditionnement (compatibilité, stabilité du produit et le cas échéant impact d’un
traitement type stérilisation ;

- Au cours de la fabrication lors de la vérification de la conformité des récipients et
fermetures aux monographies en vigueur (pharmacopées ou internes);

- Au cours de toute modification touchant tout matériau en contact avec le produit

et susceptible d’impacter sur la qualité et I’innocuité du médicament.

Les exigences réglementaires sont principalement de deux types :

Informationnel: Des informations sur le matériau en contact avec le produit, tels que le

nom chimique de la matiére et des monomeéres, la composition qualitative du matériau
(incluant les additifs, antioxydants, stabilisants, plastifiants, lubrifiants...), les
coordonnées du fournisseur, les certificats de conformité aux pharmacopees ou a la
reglementation alimentaire.

Expérimental: 11 s’git d’études spécifiques justifiant le choix du matériau en contact avec
le produit. Le type et I’étendue des études sont liés aux risques potentiels d'altération de
la qualité et de I’innocuité du médicament. Il s’agit des ¢tudes d’interaction contenant-

contenu ou ce qu’on appelle aussi études des extractibles et des relargables.

La qualité des matériaux de conditionnement est vérifiée par le service de contréle

qualité des industries pharmaceutiques car ils doivent répondre a un cahier des charges
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trés précis. Les méthodes d’identification, d’essais et de dosage sont, pour la plupart des
matériaux, décrites dans les monographies de la Pharmacopée (Européenne et/ou

Internationales).

Quant aux études d’interactions contenu-contenant (C/C), la difficulté réside dans la
composition du contenant (qui est souvent inconnue et/ou maintenue confidentielle par
le fabricant), a la présence de migrants a I’état de traces nécessitant des méthodes trés
performantes pour leur détection, a I’omniprésence de certaines substances qui posent
des problémes d’interférences (contribution du blanc) ainsi qu’a la variabilité de la
préparation pharmaceutique qui dépend des conditions de stress auxquelles elle est
soumise au cours de son cycle de vie (fabrication, transport, stockage).

Tous ces parametres rendent 1’élaboration d’une démarche unique et harmonisée pour
I’évaluation de ces phénoménes impossible, ainsi la réglementation pour 1’analyse des
relargables sont limitées.

Aussi, dans la publication « Guideline on plastic immédiate primary packaging materials
», il ressort la difficulté d’appliquer les exigences réglementaires qui ne sont pas
toujours harmonisées au niveau international. A cet effet, et afin d’aider les industriels
dans leur stratégie d’études d’interactions C/C, un arbre décisionnel est proposé tenant
en compte du risque propre a un contenant en fonction de sa voie d’administration
(Figure 2.2) et la probabilité d’interaction avec le contenu est reportée dans le Tableau
2.1[44, 45].

Ainsi, les contraintes réglementaires liées a 1’industrie pharmaceutique ont conduit a
proposer une approche scientifique et pragmatique pour évaluer la compatibilité entre
contenant et contenu. Elle implique une considération du contexte d’utilisation du
médicament par le patient et des risques encourus en termes de sécurité et de qualité. La
méthodologie est axée sur la forme pharmaceutique et la voie d’administration, le type
de matériau et les éléments disponibles (information sur le contenant, caractéristiques du
produit fini, résultats de stabilité) mais elles ne donnent pas de précisions sur la maniére

dont ces études sont menées ni sur les critéres d’acceptation.
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Figure 2.2 : Algorithme décisionnel pour la réalisation des études d’interaction C/C [44]

Tableau 2.1 : Risque propre a un contenant [45]

Niveau de risque

Probabilité d’interactions contenant-contenu

en
fonction de la voie
d’administration

Haut Moyen

Bas

Le plus haut

Solutions inhalées et aérosols inhalés,Poudres stériles pour

solutions injectables et suspensions

injectables . )
inhalation

injection, poudres pour

Solutions et suspensions ophtalmique

solutions et suspensions orales

topique ou orale

Haut patchs transdermiques, aérosols et

sprays nasaux

Solutions et aérosols a application  |Poudres a application [Comprimés ou
Bas topique,

gélules
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Face au manque d’arguments permettant de statuer sur le risque lié aux interactions
entre le contenu et le contenant et en particulier celui induit par un phénomene de
relargage, des référentiels et des recommandations sont émis par des agences ou des
groupes de travail :

- Pour le classement des substances chimiques en fonction de leur toxicité [46],

- Pour établir des seuils de securité au-dessus duquel les substances diffusibles
doivent étre dosées. Ce dernier est dépendant a la fois des critéres de sécurité
(données toxicologiques, risques liés au produit et a la voie d’administration) et
de critéres analytiques (limite de sensibilité de la méthode d’analyse). Ainsi, les
substances sont identifiées et quantifiées en fonction de leur seuil de sécurité

exprimé en unité d’exposition journaliére [47-51].

La pharmacopée ecuropéenne dispose d’un chapitre sur les matériaux de
conditionnement; il décrit les principaux matériaux utilisés (Polypropyléne,
polyéthyléne, etc...) et donne une liste d’additifs pouvant étre utilisés pour la fabrication
de ces contenants plastiques et leur teneur maximale autorisée. Il n’existe pas de
chapitre spécifique au contrdle ou I’analyse des relargables d’une fagon spécifique mais
une évaluation globale de ces derniers est effectuée par la méthode spectrométrique dans
’ultra-violet [52].

La pharmacopée américaine USP et les guides STP pharma pratiques proposent une
démarche basée sur I’évaluation des substances extractibles et des relargables dans les
préparations pharmaceutiques associées aux contenants pharmaceutiques et aux
dispositifs d’administration de médicaments mais ces textes ne font pas office de loi.

L’objectif des études des extractibles est de favoriser au maximum (dans des conditions
de stress par rapport aux choix du solvant simulant mis en contact, pH, force ionique,
polarité.., la durée de contact, la température, etc...) le passage de composés du
contenant vers le contenu pour identifier ceux qui sont susceptibles de migrer et de
déterminer les techniques analytiques (d’extraction et d’analyse) a utiliser pour 1’étude
des relargables (menées pendant les études de stabilité du produit). En effet, devant la
diversité et la multiplicité des substances extraites, le recours aux techniques analytiques
les plus performantes est indispensable telles la GC/MS et LC/MS de plus, de
nombreuses substances ne sont pas identifiées par manque de témoin ou standard de

référence.
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En général, les études d’interaction C/C sont initiées au début de la conception d’une
nouvelle préparation pharmaceutique, surtout pour les préparations a haut risque. Ceci
permet de choisir le contenant ayant un profil en substances diffusibles le plus favorable
pour conditionner et stocker la préparation. Les études sur les relargables sont ensuite
poursuivies pendant les études de stabilité sur un échantillon du lot de la préparation
pharmaceutique préte a étre commercialisée. Le cadre de ces études ne peut donc
s’inscrire dans un ensemble rigide de méthodes d’essais et de critéres d’acceptation qui
pourrait apporter soit des restrictions inutiles, soit une fausse impression de sécurite.

Ces études doivent étre menées au cas par cas, selon la disponibilité des données et
grace a une tres bonne connaissance du médicament par les industriels et du matériau

par les fournisseurs et une collaboration étroite entre les deux parties [47-51].

L’aspect toxicologique est déterminant pour se prononcer sur la compatibilit¢ d’un
contenant avec son contenu et 1’élaboration des limites maximales admissibles de
substances relargables. En effet, une analyse, basée sur des données fournisseur en
comparaison avec les données de la bibliographie peut apporter des éléments
fondamentaux a condition qu’elle soit faite par des experts en toxicologie, pour assurer
une bonne interprétation des données de base.

Les substances, dont le pouvoir cancérigene (ou CMR, Cancérigéne, Mutagéne, toxique
pour la Reproduction) est démontré, sont exclues des applications et concernant le risque
d’exposition aux relargables, 1’exigence réglementaire nécessite leur identification et/ou
leur quantification et la confirmation de leur innocuité par des tests de toxicité et en
particulier la cytotoxicité, dont la sensibilité dépasse largement celle des tests in vivo
[53- 55].

2.3.2 Contexte réglementaire concernant les phtalates et le DEHP dans les
dispositifs médicaux (DM).

Le DEHP est autorisé comme plastifiant dans les matériaux a usage pharmaceutique et

médical a raison de 40% (m/m) [52].

Ce phtalate, contenu dans les DM peut entrer en contact avec le patient par voie entérale

(nutrition entérale), par voie parentérale (transfusion, circulations extracorporelles

comme, dialyse, nutrition parentérale, par perfusion de médicaments et particuliérement

ceux a caractéere lipophile) et dans une moindre mesure par voie pulmonaire

(oxygénothérapie, ventilation artificielle) [56].
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- Dans la directive 2007/47/CE relative aux dispositifs médicaux, il est stipulé que « Les
dispositifs doivent étre congus et fabriqués de maniere a réduire au minimum les risques
découlant des substances dégagées par le dispositif. Une attention particuliére doit étre
accordée aux substances carcinogénes, mutagénes ou toxiques pour la reproduction
conformément a I'annexe | de la directive 67/548/CEE [57].

- Par ailleurs, le reglement 1272/2008 de 1’Agence Européenne des Produits Chimiques
a classé les phtalates DEHP, BBP, DIPP et DBP comme des substances a risque pour la
reproduction (Repro2 selon la directive 67/548/CEE) et (ReprolB selon le réglement
1272/2008) [58].

- SCENIHR, dans son rapport, confirme la toxicité animale du DEHP et de certains
phtalates indiquant que les doses auxquelles les patients sont exposeés soulévent
I’inquiétude méme en 1’absence de preuves cliniques ou épidémiologiques d’effets
délétéres pour ’homme; Aussi, il définit des populations particuliéres a haut risque
d’exposition et les actes a haut risque d’exposition pour le patient [59].

- L’ANSM (2009) recommande la vigilance quant a 1’utilisation des DM en PVC
plastifié avec du DEHP; cependant, tous les DM ne présentent pas le méme risque Vvis a
vis des malades, et certains patients sont plus sensibles que d’autres. Il est convenu de
définir les DM les plus a risque, les populations les plus exposées, afin de réaliser une
substitution progressive des DM en PVC plastifié avec du DEHP [60].

- La Directive 2005/84/CE a interdit la mise sur le marché de jouets et d’articles de
puériculture destinés a étre mis dans la bouche par des enfants de moins de 3 ans,
contenant certains phtalates (DINP, DEHP, DBP, DIDP, DNOP et BBP) [22].

- Et enfin, la loi n°2012-1442 du 24 décembre 2012 a interdit 1'utilisation de tubulures,
comportant du DEHP dans les services de pédiatrie, néonatologie et de maternité et la
norme EN 15986: 2011 exige I’étiquetage de dispositifs médicaux contenant les
phtalates [23, 61].

Des études toxicologiques démontrant les risques des phtalates et particulierement le
DEHP sont trés nombreuses mais ce dernier continue a étre utilisé et autorisé dans les
dispositifs médicaux [26, 62-65].
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3 METHODOLOGIE ANALYTIQUE

Le contrble de la qualité des matériaux de conditionnement plastiques consiste a vérifier
I’identit¢ du matériau (polymere) et son degré de pureté en évaluant les autres
constituants présents que ce soit des additifs ou des impuretés de synthése comme les
monomeres ou les métaux lourds.

Pour ce faire, diverses méthodes d’analyse sont utilisées précédées souvent par des

extractions dont certains sont exposés dans ce chapitre.

3.1 Meéthodes d’extraction [35].
Bien que les techniques de séparation et de détection soient de plus en plus

performantes, 1’analyse d’échantillons surtout de contaminants, nécessite généralement
une étape de prétraitement. Celle-ci peut avoir différents objectifs comme la pré-
concentration des solutés en trop faibles teneurs pour étre détectés ou encore
la purification de 1’échantillon lorsque la matrice est trop complexe ou présente des
interférents.

Les méthodes utilisées mettent en jeu des principes trés différents selon les propriétés
physico-chimiques des composés a extraire et la matrice de 1’échantillon (liquide,
solide...).

Bon nombre de ces méthodes sont basées sur des technologies anciennes comme
I’extraction liquide/liquide par solvant. Cette technique est pourtant encore trés utilisée
car elle fait 1’objet de nombreuses normes. Cependant, elle présente certains
inconvénients comme |’entretien de la verrerie, 'utilisation de solvants organiques
parfois toxiques et le nombre d’étapes d’extraction qui peuvent conduire a des pertes.
Actuellement, la tendance est plutot de s’orienter vers des protocoles rapides, peu
coliteux, éventuellement automatisables (sur sites dans le cas d’effluents industriels) et
permettant de réduire le volume de solvants utilisés afin de minimiser les risques liés a
la santé et a I’environnement. La micro extraction, I’extraction assistée aux ultrasons, ...

sont des méthodes alternatives et prometteuses dans le domaine de la chimie verte [66].
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Dans cette partie sont développés quelques procédés d’extraction utilisés dans le
domaine des matieres plastiques et des contaminants provenant de phénomeénes de

relargage a partir des articles de conditionnement.

3.1.1 Extraction au soxhlet :
Ce procedé permet de faire I'extraction par solvant en continu, d'une espéce chimique
contenue dans un solide. L’extracteur se compose d'un corps en verre dans lequel est

placée une cartouche en papier-filtre épais, d'un tube siphon et d'un tube d'adduction.

a

Figure 3.1 : Dispositifs d’extraction (a) Soxhlet, (b) SPE.

Dans le montage (Figure 3.1), I'extracteur est placé sur unballon contenant
le solvant d'extraction. Il est insérée une cartouche dans laquelle est placé 1’échantillon
solide contenant l'espéce a extraire et un réfrigérant est adapté au-dessus; il est
également souhaitable d'utiliser un chauffe-ballon avec agitation magnétique intégrée,
afin d'éviter des a-coups d'ébullition qui provoquent une remontée du liquide contenu
dans le ballon et non de vapeurs de solvant pures.

Quand le ballon est chauffé, les vapeurs de solvant passent par le tube adducteur, se
condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de I'extracteur, faisant ainsi
macérer le solide dans le solvant (chauffé par les vapeurs se trouvant en dessous).

Le solvant condensé s'accumule dans I'extracteur jusqu'a atteindre le sommet du tube-
siphon, qui provoque alors leretour du liquide dans le ballon, accompagné des
substances extraites, et le solvant contenu dans le ballon s'enrichit donc progressivement

en composeés solubles.
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Le solvant continue alors de s'évaporer, alors que les substances extraites restent dans le
ballon (leur température d'ébullition doit étre nettement supérieure a celle du solvant
extracteur).

Avantages.

Le cycle se répéte indéfiniment. On peut ainsi épuiser completement le solide en
quelques cycles sans intervention. Le résultat est équivalent a une série de macérations
successives, mais cette technique ne nécessite pas un grand nombre d'opérations.

Aussi le nombre d’opérations de manipulation est réduit et la méthode est plus économe
puisqu’elle requiert nettement moins de solvant que la méthode des macérations
successives pour une méme efficacité d'extraction. Le solvant est constamment distillé,
de sorte qu'il ne se sature jamais. Méme si la substance extraite est en trop grande
quantité par rapport au solvant et qu'elle dépasse sa solubilité maximale, c'est toujours
du solvant pur qui retombe de I'évaporateur.

Inconvénients.

La taille de la cartouche étant limitée, il peut étre nécessaire de réaliser plusieurs
extractions successives avec plusieurs cartouches, ce qui peut prendre un temps

considérable. L'extraction a chaud peut dégrader certaines substances chimiques.

3.1.2 Extraction liquide-liquide (LLE).

Elle repose sur la différence d'affinité d'un soluté entre deux phases liquides non-
miscibles. Considérons un soluté A en solution dans l'eau a extraire par une phase
organique non-miscible a I'eau. Lorsque les deux phases liquides sont en contact il
s'établit I'équilibre de partage suivant pour A (Figure 3.2). Cet équilibre est caractérisé
par une constante thermodynamique Kp appelée coefficient de partage. L'extraction sera
d'autant plus efficace que le coefficient de partage est grand; il faut pour cela choisir un

solvant d'extraction dans lequel le soluté est trés soluble.
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Figure 3.2. Equilibre de partage d'un soluté A entre deux phases liquides non-miscibles
(aqueuse et organique)



31

Aussi les extractions multiples sont plus efficaces que I'extraction simple pour un méme
volume de solvant. Au niveau des laboratoires, cette opération est réalisée dans
une ampoule & décanter, les deux liquides séparent les solutés en fonction de

leur solubilité dans chaque solvant [67].

3.1.3 Extraction sur phase solide (SPE) [68 -71].

Par ce procédé, il est possible d’extraire des micropolluants dans une large gamme de
propriétés physico-chimiques (molécules non ionisées de différentes volatilités,
molécules ionisées...) grace a I’utilisation d’une grande variét¢é de phases solides
(adsorbants), semblables a celles utilisées en chromatographie liquide dont le choix
repose sur la nature du soluté. L’extraction sur phase solide est fondee sur la
distribution des composés entre une phase solide (adsorbant) et une phase liquide
(échantillon).

La procédure comporte les étapes suivantes :

Etape de conditionnement de I’adsorbant contenu dans la cartouche d’extraction. Cette
étape permet de mouiller le support en solvatant les groupements fonctionnels présents a
sa surface. Ainsi un support hydrophobe est tout d’abord mouillé par un solvant
organique, puis par un solvant de polarité similaire a celle du solvant constituant
I’échantillon, généralement 1’eau (ou un mélange eau-solvant organique).

Etape de percolation de 1’échantillon sur le support. Les interférents n’ayant aucune
affinité avec la phase solide ne sont pas retenus sur le support lors de cette étape. Par
contre, les molécules cibles et éventuellement des composés présentant une forte affinité
avec I’adsorbant sont fixés sur le support (adsorption sélective). Le volume d’échantillon
percolé peut varier en fonction des teneurs micropolluants recherchés.

Etape de lavage (supplémentaire et non systématique). Elle est effectuée de maniére a
éliminer les composeés interférents faiblement retenus par le support. On choisira de ce
fait un solvant de faible force éluante de facon a éluer les interférents tout en gardant
fixés les composés d’intérét.

Etape d’élution des composes ciblés. Elle est réalisée en faisant percoler un solvant
spécifiqguement choisi pour rompre les interactions mises en jeu entre les analytes
d’intérét et le support solide en évitant, dans la mesure du possible, d’¢luer des
composés interférents fortement retenus sur le support. L’élution est réalisée par

gravité, aspiration par pression, ou mise sous vide en flux contr6lé (Figure 3.1).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Ampoule_%C3%A0_d%C3%A9canter
https://fr.wikipedia.org/wiki/Solubilit%C3%A9
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Une séparation efficace par SPE depend en premier lieu du choix approprié de la phase
solide adsorbante (nature, granulométrie..) et des solvants pour 1’¢élution. Aprés avoir
considéré la nature chimique et la polarité des composants de 1’échantillon et le solvant
dans lequel ils sont dissous. La cartouche ou la colonne chromatographique remplie (par
analogie) doit étre homogene et exempte de vide afin d’assurer une efficacit¢ maximale
en matiere de contact avec I’échantillon, des propriétés de rétention reproductibles et
une bonne sélectivité.

Le développement de nouveaux polymeéres a permis d’obtenir une nouvelle génération
de matériaux sorbants offrant un meilleur transfert de masse, des possibilités
supplémentaires pour I’interaction des analytes avec les groupes fonctionnels, et une
meilleure rétention améliorant la capacité d’extraction des analytes. Aussi, ces méthodes
offrent la possibilité d’automatisation et de couplage (SPE/LC et SPE/GC) et la capacité
de traiter un nombre élevé d’échantillons, ce sont les raisons principales de leur
utilisation croissante pour I’analyse en routine de composés cibles et la surveillance en

continu de la qualité de I’eau.

3.1.4 Extraction par dissolution et précipitation.

La précipitation d’une solution, ou la re-précipitation, requiert 1’utilisation d’un bon
solvant de la matrice polymérique.

Une fois dissoute, cette matrice peut étre précipitée par simple refroidissement, comme
dans le cas des polyoléfines ou avec ’apport d’un non-solvant approprié. Dans ce
dernier cas, la solution est versée dans une solution en exceés d’un non solvant pour le
polymére mais un bon solvant pour les additifs (habituellement du méthanol, éthanol ou
acétonitrile). Les additifs restent dans la phase liquide et sont séparés par filtration puis

analyseés [35].

3.1.5 Extraction par filtration et centrifugation.

Si le polymére contient des composantes insolubles (comme des charges minérales) elles
peuvent généralement étre enlevées par filtration (aprés décantation) ou centrifugation.
En général, ces procédés permettent de séparer deux phases liquides, une phase solide en
suspension dans une phase liquide ou deux phases liquides contenant une troisiéme
phase solide en s’appuyant sur la différence de densité des phases en présence et en se

basant sur la force de gravitation et la force centrifuge [35, 72].
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3.2 Les méthodes d’analyse physico-chimiques [35, 36, 73].

La chimie analytique a pour objectif de développer ou d’appliquer des méthodes dans le
but d’acquérir des informations sur la nature, la structure, la composition et la teneur de
composés présents dans des échantillons variés et d’interpréter les informations
recueillies. Différentes méthodes d’analyse sont utilisées au niveau des laboratoires
pharmaceutiques pour les controles de la qualité des produits pharmaceutiques, matieres

premieres, produits finis et articles de conditionnements.

3.2.1 Méthodes spectrométriques.

La spectroscopie est la science qui traite des interactions de différents types de
rayonnement avec la matiére. Elles peuvent étre classées selon le processus de mesure
de I’absorption ou I’émission du rayonnement électromagnétique et 1’interaction peut
causer une excitation ou transition entre les niveaux d’énergie des atomes ou des
molécules. Le type d’excitation dépend de la longueur d’onde de la lumiére.

Les électrons se déplacent vers une orbitale de niveau plus élevé par I’effet de la lumiére
ultraviolette ou visible, les vibrations moléculaires sont excitées par la lumiére
infrarouge, et les rotations sont excitées par les micro-ondes (Figure 3.3).

Un spectre d’absorption représente 1’absorption de la lumiére en fonction de la longueur
d’onde, il peut étre atomique ou moléculaire. Il dépend de la structure et peut étre utilisé
a des fins d’identifications de composés.

La mesure de la concentration d’une espece absorbante dans un échantillon est réalisée

par I’application de la loi de Beer-Lambert.
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Figure 3.3 : Domaine du spectre électromagnétique
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Dans le processus d’absorption, la transition entre deux niveaux ou états énergétiques ne
peut avoir lieu que si la difference d'énergie correspond exactement a I'énergie des
photons. L'expression reliant I'énergie d'un photon & la fréquence de la radiation est :

AE = hv

E étant I'énergie en joules (J), v est la fréquence en sec™ et h est la constante de Planck.
L'énergie absorbée est rapidement perdue par collisions sous forme de chaleur
permettant au systéme de retourner a I'état fondamental. Elle peut aussi étre réémise

quelques millisecondes plus tard sous forme de radiation luminescente.

a. Analyse quantitative par spectrométrie.

Si un flux de lumiére monochromatique d'intensité lo traverse une substance, une partie
du flux est absorbée et la quantité de lumiere absorbée dépend du nombre d'ions ou de
molécules.

Aussi, le degré de diminution de l'intensité de la lumiere dépend de la nature de la
substance absorbante et du trajet optique traversée par la lumiere. Cette dépendance est
représentée par la loi de Beer Lambert dont I’expression est :

log(1,/I)=<lC=A

A représente ’absorbance ; 1, trajet optique (exprimé en cm) et ¢ le coefficient
d’absorption ou d’extinction molaire ou massique (exprimé en L mol™ cm™ ou L
glem?) et dépend de la nature de la substance absorbante (3 une longueur d’onde A

donnée).

b. La spectrométrie moléculaire dans I’Ultraviolet et visible (UV-visible).

Dans cette région, le spectre d’absorption de radiations €lectromagnétiques est dii aux
transitions électroniques dans différents types de groupements fonctionnels se trouvant
dans une molécule.

La transition ¢électronique est le passage d’un électron d’une orbitale moléculaire a une
autre d’énergie supérieure (Figure 3.4), accompagnée d’un changement de niveaux de
vibration et de rotation. Les transitions électroniques les plus fréquentes viennent
d'orbitales m ou n vers des orbitales n* avec la probabilité d'une transition (7 ----- > 1)
plus grande. Elles sont présentes dans des molécules insaturées et le groupement

responsable de I’absorption est désigné par chromophore.
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Figure 3.4 : Type de transitions électroniques dans une molécule.

c. La spectrométrie d’absorption dans I’infrarouge IR.

Le domaine de I’infrarouge s’étend de 0,8um a 1000um. 11 est arbitrairement divisé en 3
catégories, le proche infrarouge (0,8 a 2,5um soit 12500- 4000 cm™), le moyen
infrarouge (2,5 a 25um soit 4000- 400 cm™) et le lointain infrarouge (25 a 1000um soit
400- 10 cm'?), le domaine le plus exploité en analyse étant le moyen infra rouge.

Le principe de cette méthode est bas¢ sur I’interaction de la lumiere IR avec le nuage
électronique des liaisons chimiques. Le rayonnement émis peu énergétique, induit des
transitions entre les niveaux d’énergie vibrationnelle de la molécule. En effet, il excite
les modes de vibration (déformation, élongation) spécifiques des liaisons chimiques et la
comparaison entre les rayonnements incident et transmis a travers I'échantillon permet
de déterminer les principales fonctions présentes dans la molécule.

Chaque espéce moléculaire a un spectre d’absorption IR unique (a 1’exception de
molécules chirales a 1’état cristallin) et de ce fait, cette méthode trouve son utilité la plus
¢vidente pour [I’identification de molécules trés variées, organiques et
organométalliques.

La molécule est modélisée comme un ensemble d'atomes reliés entre eux par des
ressorts. Les deux masses mi et my sont liées par un ressort caractérisé par la constante
de force k (Figure 3.5).

Pour un ressort a 1’échelle atomique, 1’énergie ne peut prendre qu’un certain nombre de
valeurs discretes appelées niveaux d’énergie vibrationnelle. Chaque ressort vibre a une

fréguence donnée qui dépend du groupe chimique impliqué dans la liaison.
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L'énergie d'un rayon lumineux incident ne peut étre absorbée que lorsque la fréquence
de la lumiere est identique a la fréquence propre de la vibration de la liaison
intermoléculaire. On distingue plusieurs types de vibrations intermoléculaires, vibration
de valence ou d’élongation, (dans l'axe des atomes mis en jeu, symétriques ou
asymeétriques), les vibrations de déformations ou angulaires (dans le plan ou hors du
plan). A chaque vibration correspond une fréquence caractéristique, mais seuls les
mouvements qui entrainent une variation du moment dipolaire électrique, donnent lieu a

des bandes d'absorption dans I’IR.

Ces modes fondamentaux sont responsables des principales bandes d'absorption
retrouvees dans les spectres et la fréquence de la vibration fondamentale qui dépend de

la masse des atomes et la force de la liaison, est donnée par 1’expression (Figure 3.5)

suivante :
P2 _ k
._\/\/\/\/\/_. y=-L & v=—1 —
hdassern | Fessot hdaszerm o 27 2T ‘u
[corstante k] Ju ou
Figure 3.5 : Fréquence fondamentale d’une molécule diatomique
Avec .

c : vitesse de la lumiere, v : fréquence fondamentale de la liaison,

v = 1,/4 : fréquence exprimée en nombre d'ondes,

k : constante de force de la liaison,
M : masse réduite du couple d’atomes mis en jeu qui est donnée par la formule :

i =(mlm2/ml+m2).

Les échantillons peuvent étre analysés a 1’état brut ou dilués dans des solvants
appropriés; ils sont analysés directement (cas des films plastiques), ou sous forme de
pastilles (solides) ou encore dans des cellules (cas des liquides et gaz).

L’interprétation des spectres en IR se fait généralement par I’attribution de nombres
d’ondes aux différentes bandes d’absorption observées et leur identification par rapport
aux tables relatives aux vibrations fondamentales de liaisons chimiques ou groupements
fonctionnels aussi, par comparaison aux spectres de réferences (dans le cas

d’identification de mati¢res premieres dans I’industrie pharmaceutique).
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Gréce au développement instrumental, cette technique a nettement été améliorée pour
des utilisations tres variées dans les domaines pharmaceutique, agroalimentaire,
matériaux, polymeres et environnement par 1’utilisation de la spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR) et la spectrométrie a réflexion totale atténueée (ATR)

surtout couplée a la chromatographie [74].

3.2.2 Meéthodes chromatographiques.

La chromatographie est une méthode d'analyse physico-chimique qui permet de séparer
les constituants d'un mélange (les solutés) par entrainement au moyen d'une phase
mobile (liquide ou gaz) le long d'une phase stationnaire (solide ou liquide fixé), grace a
la (ré) partition sélective des solutés entre ces deux phases.

Chaque soluté est soumis a une force de rétention (exercée par la phase stationnaire) et

une force de mobilité ou élution (due a la phase mobile).

Les facteurs qui interviennent pour la séparation des différents solutés dans un systeme
chromatographique sont la solubilité, la taille (la forme), la polarité, la charge électrique,
la présence de groupements d'atomes formant des sites particuliers...

Le type de chromatographie est défini du fait que 1'on a privilégié¢ l'effet d’un de ces
facteurs, mais I'exclusivité d'un mécanisme n'est jamais totale au cours d'une séparation
chromatographique.

On distingue différents types de chromatographie, la chromatographie en phase liquide
LC ou en phase gazeuse GC (selon que I’¢luant est un liquide ou un gaz) et on retrouve
la chromatographie de partage, d’adsorption, d’échanges d’ions, d'exclusion ou
perméation de gel...selon la nature, I’effet ou le mécanisme mis en jeu avec la phase

stationnaire.

Selon leurs affinités respectives entre les deux phases stationnaire et mobile, les
solutés sont plus ou moins retenus et sont identifiés dans le chromatogramme gréace
a leur temps de rétention; une bonne élution est vérifiée par la forme gaussienne du

pic chromatographique obtenu (Figure 3.6).
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Figure 3.6 : Grandeurs physiques d’un pic chromatographique.

Dans cette figure, le premier pic est celui de I’air, il permet d’identifier le temps mort
noté tw ou to (temps mis par une espéce non retenue pour parcourir le systéme
chromatographique depuis I’injecteur jusqu’au détecteur).

Chaque pic chromatographique est caractérisé principalement par son temps de
rétention (temps de sortie de la colonne) noté tr et sa largeur a mi-hauteur di2 (ou wi2)
et la bonne séparation chromatographique est évaluée par le parameétre résolution
notée R et donné par I’expression:

R =2(tr, —tr;)/(w; + w,) (Separation acceptable si R >1.5).

La chromatographie est exploitée a des fins quantitative par utilisation de la relation
de linéarité qui lie la réponse du détecteur (ou surface du pic) a la concentration (ou
la masse) du soluté.

a. Lachromatographie en phase gazeuse CPG.

Cette méthode est appliquée pour la séparation de composés qui peuvent étre vaporises
sans déecomposition (volatils et non thermosensibles).

Les solutés sont séparés par entrainement au moyen d'une phase mobile (gaz
vecteur inerte ou non réactif) le long d'une phase stationnaire (solide ou liquide
fixée sur de la silice) grace a la répartition sélective des solutés entre ces deux
phases.

Les composants sont vaporisés dans I’injecteur (Figure 3.7) et maintenus sous forme
gazeuse grace a un four réglable (isotherme ou en programmation de température); ces
derniers interagissent avec la phase stationnaire et selon leur affinité, ils sont plus ou

moins retenus et sont sépares.
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Plusieurs détecteurs sont utilisés, les plus courants sont les détecteurs a ionisation de
flamme (FID), conductibilité thermique (TCD), capteur d'électrons (ECD) ou

spectrométre de masse (SM).

b. Chromatographie en phase liquide a haute performance HPLC.
La chromatographie en phase liquide est caractérisée par le fait que la phase mobile est
un liquide et la phase stationnaire est immobilisée dans une colonne.
Cette technique rivalise avec la CPG car elle permet de réaliser des séparations aussi
fines et aussi rapides. Tous les types de chromatographie (adsorption, partage, échange
d'ions, etc..) sont adaptables a la HPLC a condition que le soluté soit soluble dans la

phase mobile.

S & :
{ N | | Seringue | Detecteur |
> ‘1 Fi!tre » . Zampliﬁc:te;lu | l | i 1.

Injecteur’ i Imprimante
Gaz e e
L | combustibles
Controleur * §
de débit et T
Traitement de

données

Figure 3.7 : Schéma d'un systéme chromatographique.

L’HPLC a un pouvoir de sé€paration tres €leve; son succes est dii a la possibilité d’agir
de maniere tres précise sur la sélectivité entre les composés par le choix de la colonne
(phase stationnaire) mais surtout de la phase mobile (qui peut €tre constituée d’un
solvant, mode isocratique ou d’un mélange de solvants, mode gradient) qui permet de
varier la polarité et la viscosité de cette derniére.

Les différentes interactions soluté/phase mobile/phase stationnaire qui en découlent
permettent de séparer les solutés selon leur affinité entre les deux phases; ils sont
caractérisés par leur temps de rétention. Différents détecteurs sont utilisés (UV- visible,

électrochimie, réfractométrie, FTIR, SM).
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c. Lachromatographie sur couche mince.

La chromatographie sur couche mince est une technique d’analyse trés utile; elle permet
de séparer et d’identifier les espéces chimiques dans un mélange.

Il s’agit de déposer quelques pL une solution sur une plaque CCM (en verre, aluminium,
plastique) recouverte d’une phase stationnaire solide ou un support imprégné d’un
liquide; la plague est placée dans une cuve chromatographique contenant la phase
mobile liquide constituée d’un solvant ou d’un mélange de solvants (Figure 3.8) et
I’élution se fait par capillarité. Les constituants du mélange sont départagés entre les
deux phases et migrent a des vitesses différentes selon leur nature. Chaque soluté est
caractérise par la distance parcourue sur la plaque.

Les taches correspondantes aux solutés sont observées directement sur la plaque quand
elles sont colorées sinon, celles-ci sont révelées sous une lampe UV (par utilisation de
plaques fluorescentes) ou par une réaction chimique de complexation.

L’identification des solutés est réalisée grace au rapport frontal ou facteur de rétention
donné par I’expression : Rf=d/D

D : distance parcourue par la phase mobile,

d : distance parcourue par le soluté.

Cette technique permet de déterminer le nombre d'espéces dans un échantillon,
d'identifier des espéces en comparant les Rf avec ceux de substances de référence et de

verifier la pureté des composés.
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. Plaque CCM 8.
™ Front

) “du
.- CuveaCCM a @ solvant

cylindrique

Témoins

Echantillon M - des échantillon

S Lingne depot (=] L
a analyser ‘- N\ dI

- _ Eluant
Elution

Figure 3.8 : Chromatographie sur couche mince
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d. Lachromatographie couplée a la spectrométrie de masse GC-MS ou LC-MS.

La spectrométrie de masse est une technique de détection extrémement sensible qui
permet de déterminer des structures moléculaires.

Le couplage a une méthode de séparation (chromatographie) permet d’effectuer
simultanément la séparation et I’analyse des différents constituants d’un mélange

complexe.

» Principe de la spectrométrie de masse.
Apreés séparation, le composé introduit dans le spectrométre de masse est ionisé par
bombardement électronique a 70 eV (ce potentiel est suffisant pour ioniser les molécules
et rompre les liaisons). L'ion ainsi obtenu, appelé ion moléculaire, permet la
détermination de la masse molaire du composé. Il peut y avoir des ruptures de liaisons
chimiques au sein de I'ion moléculaire, formant ainsi des ions fragments caractéristiques
puisque cette dissociation éventuelle ou réarrangement ne se fait pas au hasard mais
selon des mécanismes bien déterminés. Ces ions fragments sont ensuite séparés en
fonction de leur rapport masse/charge (m/z) par I'application d'un champ magnétique
et/ou électrique, puis collectés par un détecteur. L'ensemble de ces ions fragments
constitue le spectre de masse dont la lecture permet l'identification de la structure

moléculaire.

Un spectrometre de masse comprend une source d’ions (pour convertir les molécules en
ions), d’un analyseur de masse (qui trie les ions et dirige leur mouvement vers le
détecteur) et le détecteur qui mesure la quantité ou I’abondance relative de chaque ion et
qui est liée au nombre de fois qu’un ion de rapport m/z donné frappe le détecteur (Figure

3.9).

L’outil GC-MS ou LC-MS offre une plus grande fiabilité en mati¢re d’identification ou
de confirmation d’un analyte par le biais de mesure précise du temps de rétention et du
rapport m/z des ions apres fragmentation (exemple des spectres de masse des isomeres
DEHP et DOP illustré dans la Figure 3.10).

Les spectres de masse sont souvent reproductibles et peuvent constituer ainsi des bases
de données (librairie de spectres de référence) qui sont introduites directement dans les

équipements a des fins de comparaison [75].
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Figure 3.10 : Spectres de masse du DEHP et du DOP (nist.gov 2017).
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4 LA VALIDATION ANALYTIQUE

Le principe des procedures analytiques est largement répandu dans tous les domaines
d’activité, chimie, pharmacie, biopharmacie, agroalimentaire, environnement,
cosmétologie ou des mesures sont réalisées; cependant, la question d’acceptabilité de la
procédure analytique pour une application donnée reste non résolue dans bien des cas et
ce malgré les diverses réglementations relatives aux bonnes pratiques de fabrication
(BPF, GMP..) et d’autres documents a caractére normatif (ISO, ICH, FDA, etc.).

Il existe en effet de nombreux documents officiels décrivant les exigences et criteres de
validation a tester mais les protocoles expérimentaux et les limites d’acceptation ne sont

pas souvent harmonisés [76-80].

4.1 Validation d’une méthode analytique.

L’objectif d’une validation analytique est d’évaluer les caractéristiques/parametres d’une
méthode analytique afin de fournir un niveau de confiance scientifique acceptable qui
convienne a I’emploi visé. Ceci signifie que pour un essai ou test réalisé par un analyste
formé a cet effet utilisant I’équipement et les matériaux spécifiés et suivant exactement
le protocole de la méthode, des résultats fiables et cohérents peuvent étre obtenus dans

les limites statistiques spécifiées pour I’analyse d’un échantillon.

C’est une fois 1’objectif de la validation défini que les caractéristiques de validation a
évaluer sont fixées ainsi que les limites d’acceptation.

La méthode d’analyse peut porter sur une identification, un dosage du composé
(analyte), seul ou dans une matrice (aprés une extraction) ou une vérification de la

teneur limite des impuretes.

Dans le domaine de 1’environnement, les laboratoires ont développé des méthodes internes
pour I’analyse des contaminants organiques (eau, air, sols) permettant d’identifier et de
quantifier simultanément de trés nombreux composés de propriétés physico-chimiques

différentes désignées par « méthodes multi-résidus » .
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Ces méthodes font intervenir des protocoles d’extraction et des techniques d’analyse
performantes (sensibles et sophistiquées) et différentes d’un laboratoire a 1’autre selon le
domaine d’activité et peuvent étre sujettes a des interférences risquant de conduire a des
résultats erronés (faux positif ou faux négatif).

Cependant devant I’étendue et la variété de ces méthodes, le nombre croissant de
composés organiques a suivre dans les programmes de surveillance et leur grande
variété de propriétés physico-chimiques, il apparait nécessaire de mettre en place un
cadre pour favoriser la comparabilité des données issues de ces protocoles de mesures en
définissant les exigences métrologiques applicables a ces méthodes quand elles sont
mises en ceuvre et d’identifier les €léments de validation nécessaires selon différents
guides par rapport a 1’objectif visé et le domaine d’application [81- 84].

Dans le cadre des programmes de surveillance (expertise), 1’accréditation par le
COFRAC (comité francais d’accréditation) de ces méthodes permet aussi aux
laboratoires de faire reconnaitre leur savoir-faire en matieres de développement et de
validation de méthodes analytiques et constitue un gage de qualité pour les clients et

donneurs d’ordre [84].

4.2 Critéres de validation d’une méthode d’analyse [83, 84].

La validation est une opération qui consiste a établir un ou plusieurs des criteres de
performance suivants : précision, linéarité, limites de détection, limites de quantification,
spécificité, robustesse, suivant le type de I’essai et avec des limites d’acceptation
définies.

> La spécificité.
C’est I’habilité a évaluer sans équivoque I’analyte parmi les composants présents dans
I’échantillon ; elle doit étre telle que toute interférence n’ait aucune influence sur la
performance de la méthode ; elle s’évalue grace a I’utilisation d’un placebo (blanc) ou
des standards dopés dans une matrice non contaminée dans le cas de méthodes multi-
résidus. Aussi les contaminations provenant de I’environnement du laboratoire, du
matériel ou équipement de mesure, les produits de nettoyage, impuretés de réactif, etc.
doivent étre reconnus par I’analyste lorsqu’ils surviennent.

> La sélectivite.
Ce critére est d’une importance particuliére dans la définition des caractéristiques de
performance des méthodes quantitatives utilisées dans les programmes de contréle

réglementaires (exemple du cas des contaminants environnementaux ou pesticides).
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Elle définit la capacité de la méthode a établir de maniére univoque 1’existence de la
substance a analyser en présence d’autres composants potentiellement présents.
Autrement, c’est la propriété d’une procédure d’analyse de convenir exclusivement a la
caractéristique de 1’analyte, avec la garantie que le résultat de 1’analyse ne provient que
de I’analyte cible. Exemple des techniques chromatographiques qui sont sélectives
plutdt que spécifiques.
La sélectivité est primordiale dans le cas de méthodes d’identification ou de
confirmation; en effet, dans le cas d’une expertise par exemple, le laboratoire doit
fournir la preuve que la méthode d’analyse est suffisamment sélective pour une
identification sans ambiguité de 1’analyte recherché.
En général, la spectromeétrie de masse couplée a une méthode de séparation
chromatographique est une combinaison trés puissante pour répondre a ce critére de
performance. Cette méthode fournit de nombreux paramétres mesurables comme le
temps de rétention, la forme des pics chromatographiques, 1’intensité ionique,
I’abondance/ratio relatif, exactitude des masses et autres aspects utiles contribuant a
I’identification de 1’analyte et méme sa structure.

> Lalinéarité.
Elle est évaluée dans un intervalle de concentrations appropriées (entre une valeur
minimum et maximum) autour de la mesure escomptée et elle est obtenue en utilisant
des standards. Elle permet de déterminer s'il y a linéarité entre la réponse de la mesure
ou signal analytique et la concentration de la substance a analyser. Les résultats sont
évalués au moyen de méthodes statistiques appropriées, comme la régression des
moindres carrés. Il faut déterminer le coefficient de corrélation, le point d'interception
sur l'axe des ordonnées (y), la pente de la courbe de régression.
Dans certains cas, pour mettre en évidence la linéarité entre les résultats de teneur et les
concentrations, il faut soumettre les données a une transformation mathématique avant
de faire l'analyse de régression et dans d’autres, comme les tests immunologiques,
aucune forme de linéarité n’est présente quelle que soit la transformation qu'on fait subir
aux données.
Lorsque c'est le cas, les résultats sont représentés par la fonction appropriée de la
concentration (quantité) de la substance a analyser dans I'échantillon [85].

» Limite de linéarité (LL).
Elle est définie par le plus haut niveau fiable de mesure qu’on puisse utiliser en tenant

compte de tous les facteurs a considérer dans une méthode.
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L’étendue de concentration des étalons qui se situe entre la limite de quantification et la
limite de linéarité est la zone quantifiable utilisée dans une méthode d’analyse. Le
coefficient de corrélation doit étre supérieur a 0,995.

» Justesse ou exactitude.
C’est I’expression de la proximité des résultats obtenus avec la valeur réelle ; obtenue a
I’aide d’un dopage de standard dans une matrice non contaminée a une concentration
connue. Elle exprime 1’étroitesse de 1’accord entre la valeur trouvée (moyenne) et la

valeur acceptée comme référence (vraie) (Figure 4.1).

Exactitude et précision d 'une série de mesures

Pas précis récis

Pas précis Preéci

Exacte Exacte

Figure 4.1 : Différence entre précision et exactitude

» La précision ou fidélité.
C’est I’expression de la proximité des résultats obtenus entre eux, déterminée par des
réplicas d’analyses et de manipulations. C’est une indication sur les erreurs liées au
hasard et elle est généralement exprimée par la variance, 1’écart-type ou le coefficient de
variation (CV).
La précision peut s’évaluer a trois niveaux : Répétabilité, précision intermédiaire et
reproductibilité.

- Répétabilité. Elle exprime la précision de 1’analyse lorsque celle-Ci est reprise
dans les mémes conditions aprés un court intervalle de temps « précision intra-
analyse ».

- Précision intermédiaire. Elle correspond aux variations survenant dans un
méme laboratoire, analyses effectuees a des jours différents, par des personnes
différentes, au moyen d’appareils différents, etc.

- Reproductibilité. C’est la concordance entre laboratoires (travaux de

collaboration visant généralement I’uniformisation de la méthodologie).
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» Robustesse (solidite).
C’est la capacité¢ d’'une méthode a ne pas étre affectée pas de petits changements des
parameétres expérimentaux; elle mesure sa capacité a supporter sans conséquence de
petites variations apportées délibérément aux parametres de la méthode et donne une
idée de la fiabilité de la méthode dans les conditions normales d'utilisation. Exemples de
facteurs, la concentration de 1’analyte, la méthode répliquée sur différents jours,
différents manipulateurs, petit changement d’instrument ou de marque de réactif et sa
concentration, le pH de la solution, la température, la durée de la manipulation et/ou
d’autres facteurs pertinents.
Si les résultats peuvent varier selon les conditions d'analyse, il faut veiller a ce que
celles-ci soient adéquatement contrélées ou recommander certaines précautions dans la
marche a suivre.

» Limite de détection d’une méthode (LDM).
C’est la plus faible concentration ou masse de composé analysé dans une matrice réelle
qui, lorsqu'il subit toutes les étapes d’une méthode compléte, incluant les extractions
chimiques et le prétraitement, produit un signal détectable avec une fiabilité définie
statistiquement différent de celui produit par un « blanc » dans les mémes conditions.
Il s’agit du niveau de dopage le plus faible dont la certitude est démontrée avec un
niveau de confiance a 95 pour cent; il s’agit généralement de la concentration
correspondante a un rapport signal/bruit de 3:1 dans la matrice appropriée ou bien a la
concentration équivalente a 3 fois 1’écart type d’un étalon a bas niveau dans un solvant
approprié.
D’autres méthodes pour la détermination de la limite de détection sont proposées tenant
en compte de la limite instrumentale de détection et aussi de I’effet des contaminations
externes (blanc).

» Limite de dosage ou de quantification d’une méthode d’analyse (LQM).
Elle correspond a la plus faible quantité de substance analysée que la méthode permet de
doser avec une fiabilité définie. La limite de dosage est un parametre des analyses
quantitatives des composés présents en faibles quantités dans les matrices d’échantillon;
elle est plus particulierement utilisée dans le dosage des impuretés et (ou) des produits
de degradation. Elle est estimée généralement par la concentration équivalente a un

rapport signal/bruit de 10.
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» Taux de récupération.

La récupération fait référence a la proportion de 1’analyte récupérée et déterminée dans
le résultat final, par rapport a la quantité ajoutée (en général par dopage d’un blanc
d’échantillon) avant I’extraction, exprimée en tant que pourcentage. La nature et les
quantités peuvent varier en fonction de la matrice, la méthode et des analytes recherchés.
Pour des concentrations relativement élevees, les récupérations analytiques devraient
approcher du 100% mais dans le cas de concentrations tres faibles, particulierement avec
des méthodes impliquant des phases d’extraction, isolation et concentration extensives,
les récupérations peuvent étre inférieures.

Quelle que soit la moyenne des récupérations observées, une récupération avec une
faible variabilité est souhaitable afin qu’une correction de récupération fiable puisse étre

effectuée dans le résultat final si nécessaire.

D’autres parameétres peuvent étre évalués comme 1’essai d’aptitude, la vérification de la
compétence du systéeme (cohérence entre le systéme équipement, opérations,
¢échantillons...) par une estimation des incertitudes de mesures calculée a partir
d’équations ou de modéles mathématiques et ceci a des fins recherchées entre le

laboratoire et le client ou lI'usager final des données.
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5 MISE AU POINT DE METHODES D’ANALYSE DES ADDITIFS
DE MATIERES PLASTIQUES A USAGE PHARMACEUTIQUE
(CAS DU PLASTIFIANT DEHP DANS LE PVC A USAGE
PARENTERAL).

Introduction :

Le conditionnement pharmaceutique doit avoir une qualité requise pour lui permettre de
protéger la forme pharmaceutique tout au long de sa durée d’utilisation. L’autorisation
de mise sur le marché d’un médicament n’est délivrée que si les controles réalisés sur le
matériau sont conformes aux exigences de la pharmacopée et que les essais de stabilité
de la forme pharmaceutique dans son conditionnement primaire sont satisfaisants.

Pour I’industriel pharmaceutique, il est facile de se prononcer sur la qualité¢ de sa forme
pharmaceutique par des analyses réalisées conformément aux documents de référence
(pharmacopée ou dossier technique) mais I’évaluation des phénomeénes de relargage
éventuels des additifs a partir du conditionnement nécessite des investigations plus
importantes.

Il serait intéressant de s’investir dans des contréles plus approfondis sur la qualité des
matériaux utilisés dans le conditionnement (par des mises au point de méthodes pour
I’identification et le dosage des additifs et la recherche d’impuretés comme les
monomeres, les métaux...).

Les monographies de la pharmacopée offrent des méthodes analytiques trés importantes
mais, dans certains cas, elles nécessitent de grandes quantités de réactifs, une longue
durée de réalisation et fournissent des informations plut6ét globales que spécifiques
comme dans le cas des relargables (organiques ou métalliques).

L’objectif de cette étude est de proposer des procédés d’extraction efficaces et des
méthodes d’analyse fiables des additifs de matériaux plastiques a usage pharmaceutique
en vue d’une utilisation principalement dans les contréles de routine mais pouvant servir

aussi a 1’évaluation des phénomenes de relargage éventuels.
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Le cas du PVC plastifi¢ au DEHP a suscité un intérét particulier du fait qu’il continue a
étre utilisé pour la fabrication de dispositifs médicaux malgré les contraintes

réglementaires.

5.1 Matériels et méthodes.

Les matieres premiéres, les échantillons utilisés ainsi que les réactifs sont résumés dans
le Tableau 5.1.

Tableau 5.1 : Matieres premieres, échantillons et réactifs utilisés.

Produit Fournisseur

Poly (chlorure de vinyle) PVC de formule | TRANSPOLYMERES
chimique (CH>—CHCI) n

de marque SHINTECH : SE 950 sous forme
de résine blanche.

Phtalate de di-(2-6thylhexyle) (DEHP) de | LG CHIMICAL

formule chimique C24H3804

PVC plastifié au DEHP RB5 (granulé) Modenplast
PVC plastifié au DEHP RB3 (granulé)
PVC plastifié au DEHP RB5 (granulé) Cabopol

PVC plastifié au DEHP RB3 (granulé)

PVC plastifié sans phtalates RB5 (granulé) | Résilia

PVC plastifié sans phtalates RB3 (granulé)

PVC plastifié sans phtalates RB5 (granulé) | Cabopol

PVC plastifié sans phtalates RB3 (granulé)

Poches en PVC plastifié (remplies de | Entreprise IMC (Rouiba)

sérum)

Ethanol 96% (CH3-CH2-OH) PROLABO
Tétrahydrofurane (THF), C4HsO MERCK
Dichlorométhane (CH.CI,) PANREAC
Diéthyl éther (C4H100) BIOCHEM
Hexane (CeH14) PROLABO

Méthanol (CHsOH) PROLABO
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La monographie de la pharmacopée européenne décrit le protocole a suivre pour le
controle de la qualité du PVC plastifié a usage parentéral et pour 1’identification et le
dosage du DEHP mais le protocole proposé est long et nécessite I’utilisation de grands
volumes de solvants. Aussi, les méthodes de quantification sont passées d’une méthode
gravimétrique (non précise) a une méthode GC-MS non disponible dans tous les sites de
production pharmaceutique [25, 86]. Ainsi, des méthodes d’analyse du plastifiant DEHP

plus simples sont proposées dans ce travail & des fins de contrdles de routine.

5.1.1 Mise au point et validation de méthodes d’analyse du DEHP dans le PVC
plastifié.

a. Analyse du DEHP par spectrophotométrie dans 1I’Ultra-violet UV.
L’analyse du DEHP est réalisée par un spectrometre UV-visible SHIMADZU UV-1700.
Le balayage d’une solution de référence de DEHP dans 1’éthanol entre 200 et 400 nm a

permis de déterminer la longueur d’onde maximale Amax.

b. Validation de la méthode par spectrométrie UV pour I’analyse du DEHP.

Le controle qualité n’est sir que si les méthodes d’analyse utilisées sont fiables; celles-ci
doivent étre validées selon des critéres spécifiques pour donner confiance aux résultats
obtenus [76].

La souplesse du matériel médical comme les tubulures et poches nécessitent un taux de
plastifiant important dans le PVC; il peut atteindre les 40% (m/m) dans la composition
de ce dernier selon les exigences de la pharmacopée [25,86]. Les parametres de

validation évalués sont la linéarité, la précision et la spécificité.

e Lineéarité de la méthode.
La linéarité de la méthode UV est vérifiée dans une gamme d’étalonnage de DEHP de
(0,005 a 0,050) mg/mL dans I’éthanol. Les absorbances sont mesurées a Amax

spécifique au DEHP.
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e Précision de la méthode.
Celle-ci est vérifiee par deux parameétres a savoir, la répétabilité et la reproductibilité.
Pour le test de répétabilité, 10 solutions d’'une méme concentration standard de DEHP
sont préparées et analysees par spectrométrie UV alors que pour la reproductibilité, la
méme concentration de DEHP est préparée par 5 opérateurs et analysée sur cing jours

successifs par la méme méthode.

e Spécificité de la méthode.

Le PVC plastifié contient majoritairement du DEHP (env. 40%) mais 1’adjonction
d’autres additifs est autorisée par la pharmacopée comme 1’octanoate de zinc, le stéarate
de calcium, le N,N’-diacylethylenediamine et les huiles époxydées (Soja, Lin..) [25].
L’évaluation de la spécificité de la méthode est importante car elle permet de vérifier
que les adjuvants ou impuretés présents dans le PVC plastifié n’interferent pas avec
I’analyse du DEHP.

Ce parametre est verifié lors des extractions du DEHP a partir du PVC plastifié (chapitre

5.1.2) sur une matrice en PVC sans plastifiant (blanc ou placebo).

c. Analyse du DEHP par chromatographie liquide a haute performance HPLC.
La chromatographie liquide HPLC est proposée comme une méthode alternative a la
spectrométrie UV dans le cas de présence éventuelle d’additifs dans le PVC plastifié
pouvant altérer I’analyse du DEHP (méthode UV non spécifique).
Plusieurs protocoles sont proposés en littérature pour 1’analyse du DEHP ou des
phtalates, en mode single ou en gradient avec différentes phases mobiles et longueurs
d’ondes [90-94] mais dans cette étude, la méthode HPLC proposée est simple et les
conditions chromatographiques sont citées ci-dessous. Une solution standard de DEHP
est injectée afin de déterminer son temps de rétention Tr.

- Chromatographe : type Waters Symmetry, équipé d’une pompe et d’un détecteur

UV-visible a 276nm,

- Colonne RP C18 (5um) de 20cm de longueur,

- Phase mobile constituée de méthanol pur,

- Debit de la pompe de 0.8 mi/min,

- Volume injecté de 20pl.
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d. Validation de la méthode HPLC pour I’analyse du DEHP.
La fiabilité de la méthode HPLC pour I’analyse du DEHP a été vérifiée par les mémes
parameétres de validation cités dans la méthode spectrométrie UV.

e. Analyse du DEHP par spectrométrie dans I’infra rouge a transformée de
Fourrier (FTIR).
La méthode infra rouge est parmi les méthodes les plus utilisées pour ’identification des
matieres premiéres pharmaceutiques et des articles de conditionnement plastiques [25, 86,
95]. Elle a aussi été exploitée pour évaluer les phénomenes de migration des additifs de

matieres plastiques [27, 96-98].

Dans cette étude, la méthode FTIR est exploitée essentiellement pour 1’analyse
qualitative du DEHP dans le PVC plastifié et I’évaluation de 1’efficacité des procédés
d’extraction de ce dernier a partir du matériau. Le FTIR utilisé est de type Jasco FTIR-
4100 (4000 - 450) cm™ muni du logiciel de traitement IR Solution. L’analyse est réalisée
sur .
- des films en PVC vierge, afin de vérifier I’identité du polymere et sa pureté par
rapport a un spectre de référence;
- des films en PVC plastifié, afin d’identifier les bandes spécifiques au DEHP;
- des films en PVC plastifi¢, avant et apres extraction du DEHP afin d’évaluer
I’efficacité des différents procédés d’extraction proposés dans cette étude, par le

suivi de I’évolution des bandes spécifiques au DEHP.

5.1.2 Procédés d’extraction du DEHP a partir du PVC.

L’analyse des phtalates et en particulier le DEHP a fait 1’objet de nombreuses
études dans lesquelles des protocoles d’extraction treés variés (SPE, LLE, Ultrasons..)
sont proposées que ce soit, a partir du matériau plastique ou bien de solutions mises en
contact avec des emballages plastiques [25, 86, 95, 99-106].

Dans cette étude, des procédés d’extraction du DEHP, inspirés de la littérature et
optimisés sont appliqués sur des films en PVC plastifié, préparés au niveau du

laboratoire (Figure 5.1).
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a. Optimisation du procédé d’extraction du DEHP a partir du PVC plastifié.
Des films en PVC plastifié a 10%, 20%, 30% et 40% en DEHP et des films en PVC
vierge (sans ajout de DEHP) sont préparés en solubilisant dans un bécher, une quantité
de matiére premiére de PVC (sous forme de poudre) dans du THF et en incorporant les
quantités correspondantes de matiere premiere de DEHP (sous forme huileuse); le PVC
vierge est utilisé comme placébo (blanc) pour évaluer la spécificité des méthodes
d’analyse. Le mélange est soumis a une agitation (env. 10min) afin de disperser le

plastifiant d’une fagon homogene dans le polymere.

A partir de la solution obtenue, des volumes sont prélevés a 1’aide d’une éprouvette
(10ml) et transvasés dans des boites de pétrie puis placées dans une étuve a 70°C. Apres
évaporation compleéte du solvant (au moins 6h & 70°C), les films sont détachés des boites

de pétrie, découpés en petites piéces de 2x2 cm?.

Les rendements d’extraction ou de récupération du DEHP a partir du matériau (films
plastifiés a 30%) sont déterminés pour les différents procédés proposés afin d’évaluer

leur efficacité.

Remarque : Pour les essais, seuls les films homogénes, de méme épaisseur et de méme

masse sont utilisés.

e Méthode d’extraction directe par chauffage a reflux.
Cette méthode d’extraction directe est appliquée sur 0.5g de matériau. Les films sont
découpés puis introduits dans un ballon a col rodé avec 50ml de solvant d’extraction.
Deux solvants favorables a la solubilisation du DEHP sont proposés a savoir 1’hexane
(apolaire) et 1’éther di-éthylique (polaire). Le ballon est placé sur un réfrigérant et le tout
est soumis a un chauffage a reflux pendant environ 8h.
L’extrait récupéré est évaporé a sec au rota-vapeur et le résidu obtenu est solubilisé dans
25 ml d’éthanol. Une dilution de 0.1ml dans 25ml d’éthanol est réalisée et la solution
obtenue est analysée par spectrométrie UV et par HPLC.

Les films plastiques sont analysés par FTIR avant et apres extraction.
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Extraction du DEHP i partir du PVC

Extraction par (dissolution - Extraction par (chauffage a
reprecipitation) reflux)
Film a 30% en Filim a 30% en
! |

présence de présence de

— THF/éthanel — Hexane
—* Dichlorométhane/éthanol —* Diéthyl éther
|| Fimao% || Fimao%
(Blanc) (Blanc)
—* THF/ethancl —* Hexane
~— Dichloromethane/éthanol — Dhiethyl éther

Figure 5.1 : Schéma du procédé d’extraction du DEHP.

e Méthode indirecte par solubilisation-reprécipitation.

Cette méthode est proposée par la Ph. Eu. pour I’identification du polymere en PVC

mais nous 1’avons exploitée pour I’analyse du DEHP.

0.5g de film sont découpés puis introduits dans un bécher de 250mL avec une quantité
de 50mL de solvant; dans ce cas, ce sont des solvants favorables a la solubilisation du
PVC qui sont sélectionnés a savoir, le THF et le dichlorométhane.

Apres solubilisation compléte du matériau, 100mL d’éthanol sont rajoutés a la solution
afin de reprécipiter le polymére plastique. la reprécipitation du PVC peut se faire en
utilisant d’autres solvants comme le méthanol, 1’acétate d’éthyle mais I’éthanol a été
choisi car c’est un solvant sans risque et trés utilis¢é au niveau des industries
pharmaceutiques. La masse blanche obtenue correspondant au plastique est récupérée

par une filtration sous vide sur un millipore.
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Le filtrat est évaporé a sec au rota-vapeur et le residu est solubilisé dans 25mL
d’éthanol. Une dilution de 0.1mL dans 25mL d’éthanol est réalisée et la solution

obtenue est analysée par spectrométrie UV et par HPLC.

b. Evaluation de la spécificité des méthodes UV et HPLC pour ’analyse du
DEHP.

Le paramétre de validation relatif a la spécificité des méthodes d’analyse est vérifié par

I’application des différents protocoles d’extraction sur 0.5g de film en PVC non plastifié

au DEHP (placebo ou blanc).

c. Evaluation de I’efficacité du procédé d’extraction du DEHP a partir du PVC
plastifie.

La fiabilité du procédé d’extraction optimisé est évaluée par son application sur des

films en PVC plastifié au DEHP a 10%, 20% et 40%, cette gamme étant sélectionnée sur

la base des normes fixées par la Ph. Eu. (< 40%); trois essais sont réalisés pour chaque

cas afin d’apprécier la répétabilité du procédé d’extraction.

5.1.3 Application de la méthodologie a I’analyse du DEHP dans des poches pour

perfusion et des matiéres premiéres (granulé) en PVVC plastifié.

L’application du procédé d’extraction optimisé et des méthodes d’analyse validées est
réalisée sur des poches en PVC pour perfusion remplies de sérum et sur des matieres
premieres MP (sous forme de granulé) utilisées dans la fabrication de dispositifs
médicaux (DM).

Deux lots de MP sont analysés, du PVC plastifié au DEHP et du PVC sans phtalates
(Tableau 5.1) afin de vérifier leur conformité par rapport a la réglementation et au
dossier du fournisseur. En effet, le DEHP est interdit par la CE n°1272/2008 dans les
dispositifs médicaux DM destinées aux services de pédiatrie, de néonatologie et de

maternité [24].

Les substituts au DEHP ne sont pas encore décrits dans les pharmacopées et les
fournisseurs ne donnent aucune indication sur leur identité mais déclarent juste

I’absence de phtalates.
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L’essai est réalisé sur 0,5g de matériau (granulé et film récupéré a partir de la poche
apres élimination de la solution pour perfusion). L’analyse des extraits obtenus par
spectrométrie UV et par HPLC par rapport a une solution standard de DEHP a
0,02mg/mL dans 1’éthanol a permis d’évaluer la teneur de DEHP dans les différents

échantillons analysés.

Remarque : Le PVC RB3 est utilisé pour la fabrication de la tubulure épaisse et le PVC
RB5 est utilisé pour la fabrication des autres parties de la tubulure comme le montre la
Figure 5.2.

Figure 5.2 : Ligne de sang pour hémodialyse

5.1.4 Tentative d’identification du plastifiant alternatif au DEHP par

chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrométre de masse
GC-MS.

La GC-MS offre de meilleures performances pour identifier des composés grace a leur
schéma de fragmentation (spectre de masse); elle a été utilisée pour I’analyse des
phtalates dans différents domaines pharmaceutique, agroalimentaire et environnemental
[5, 107-109]. Du fait de sa grande sensibilité, elle a été exploitée pour vérifier I’absence
du DEHP dans les matiéres premieres en PVC déclarées sans phtalates par le fournisseur
[24, 110].

Nous avons utilisé un chromatographe type Hewlett Packard Agilent 6890 plus, équipé
d’un spectrométre de masse Hewlett Packard Agilent 5973 dans les conditions

chromatographiques citées dans le Tableau 5.2 [102].
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L’application de la méthode a été réalisée sur les deux lots de MP en PVC plastifié sans
phtalates. Aussi, une tentative d’identification du substitut ou alternatif du DEHP est
réalisée grace a une comparaison du spectre de masse obtenu et ceux de la librairie

(base de données).

Tableau 5.2: Conditions chromatographiques pour I’analyse des plastifiants par

GC-MS
Température : 250°C
Injecteur Mode d’injection : Splittess
Volume injecté : 01 pl
Type : HP-5MS
Colonne Dimensions: (30m x 0,25mm x 0,25 pum)

Phase stationnaire: 5% Phényle 95% dimethylpolysiloxane.
40°C pendant 5 min, 10°C/min jusqu’a 280°C, isotherme
pendant 21 min.

Température du four | Durée d’analyse : 50 min

Gaz vecteur : Hélium pur

Débit du gaz vecteur : 1 mL/min

Mode d’analyse : Scan TIC (de 30 & 550).

Délai du solvant : 3.5 min.

Température de ’interface : 270°C

Détecteur de masse | Type d’ionisation : Impact électronique.

Intensité du filament : 70 eV.

Type de I’analyseur de masse : Quadripoles

Température de la source : 230°C

5.2 Résultats et discussion.

5.2.1 Validation des méthodes d’analyse du DEHP par spectrométrie UV et par

chromatographie HPLC.

L’analyse de la solution standard de DEHP a 0,02 mg/mL dans I’éthanol par
spectrométrie UV et par HPLC a donné respectivement, le spectre et le

chromatogramme représentés dans la Figure 5.3.

L’analyse du DEHP par UV montre un spectre avec deux bandes d’absorption aux
longueurs d’ondes A max =225nm et A max = 276nm et un pic bien résolu au temps de

rétention Tr = 4min. par HPLC.
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Figure 5.3 : Spectre UV et chromatogramme du DEHP

e Linéarité de la méthode.

Les résultats des absorbances et des surfaces obtenus respectivement par UV et HPLC

dans I’¢tude de la linéarité des méthodes d’analyse sont résumés dans 1’ Appendice C

(Tableau C.1) et représentés par la Figure 5.4.

Les coefficients de régression > 0.99 traduisent la bonne linéarité des réponses des deux

méthodes d’analyse proposées.
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Figure 5.4 : Linéarité des méthodes UV (a) et HPLC (b) pour I’analyse du DEHP




e Précision des méthodes UV et HPLC pour I’analyse du DEHP.
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Les résultats des paramétres de répétabilité et de reproductibilité des deux méthodes

d’analyse du DEHP par spectrométrie UV et HPLC sont résumés dans le Tableau 5.5.

Tableau 5.3 : Précision des méthodes UV et HPLC pour I’analyse du DEHP

uv HPLC
Répétabilité Reproductibilité Répétabilité Reproductibilité
Echantillons Abs Echantillons | Abs Echantillons Aire | Echantillons Aire
1 0,093 |1 0,093 |1 10354 | 1 104,25
2 0,092 2 100,70
3 0,093 |2 0,096 |3 107,93 | 2 106,01
4 0,091 4 104,13
5 0,096 |3 0,095 |5 101,22 | 3 112,57
6 0,095 6 100,26
7 0,095 |4 0,089 |7 101,96 | 4 110,68
8 0,097 8 102,26
9 0,096 |5 0,097 |9 106,01 | 5 106,43
10 0,095 10 102,26
Moyenne 0,094 | Moyenne 0,094 | Moyenne 103,03 | Moyenne 107,99
CV % 2,06 CV % 3,36 CV % 2,35 CV % 3,22

Les faibles valeurs des coefficients de variation obtenues pour la répétabilité et la
reproductibilité avec les deux méthodes d’analyse reflétent la bonne précision de ces

derniéres.

5.2.2 Analyse du DEHP par spectrométrie FTIR.

L’analyse des films en PVC vierge (blanc) et en PVC plastifi¢ a 30% a donné les
spectres représentés par la Figure 5.5. Celle-ci a permis de ressortir trois bandes
spécifiques au DEHP, qui ne sont pas altérées par celles du PVC et dont les nombres
d’ondes se situent aux environs de 1720 cm™ (bande trés intense correspondant au
carbonyle C=0) et (1600, 1580) cm™ (correspondant & C=C du phényle) qui sont citées
en littérature [95, 97].

Aussi, I’analyse des films en PVC plastifié a 10%, 20%, 30% et 40% a permis de voir
une évolution claire de I’intensité des deux bandes a 1600 cm™ et 1580 cm™en fonction
de la concentration du DEHP (Figure 5.6).
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Ce doublet a aussi été mentionné dans Test Method: CPSC-CH-C1001-09.3 [102] pour
la détermination des phtalates dans les matieres plastiques et il est retenu dans cette

étude pour évaluer I’efficacité des procédés d’extraction proposés.

= 2 DEHP 30%

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
1/cm

Figure 5.5 : Spectre FTIR des films en PVC et PVC plastifié au DEHP a 30%.
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Figure 5.6: Evolution des bandes 41600 cm™ et 1580 cm™ en fonction de la
concentration du DEHP.
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5.2.3 Evaluation de Pefficacité des procédés d’extraction du DEHP a partir du
PVC plastifie.

Les solutions obtenues aprés extraction du DEHP a partir de films en PVC plastifié a
30%, par les différents procédes sont analysés par spectrométrie UV et par HPLC et les

films plastiques utilises sont analysés avant et apres extraction par FTIR.

L’extraction effectuée sur des films en PVC (vierge ou sans ajout de DEHP) a permis

d’évaluer la spécificité des méthodes d’analyse proposées.

Spécificité des méthodes UV et HPLC.

Le spectre et le chromatogramme des extraits obtenus avec le PVC vierge (placebo ou
Blanc) sont représentés par la Figure 5.7.

Le spectre de I’extrait obtenu avec le film sans DEHP ne présente aucune absorbance
aux longueurs d’onde spécifiques au DEHP (soient 276nm et 225nm) et le
chromatogramme correspondant au méme extrait ne présente aucun pic au temps de
rétention du DEHP (env. 4min.) ce qui permet de déduire que les deux méthodes

proposées sont spécifiques a 1’analyse du DEHP dans le PVC plastifié.
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Figure 5.7 :  Spécificité des méthodes UV et HPLC pour I’analyse du DEHP.

Conclusion sur la fiabilité des méthodes d’analyse.

Les paramétres de validation traités dans cette étude a savoir, la linéarité, la précision et
la spécificité et appliqués aux deux méthodes UV et HPLC ont donné des résultats
satisfaisants et les deux méthodes sont considérées fiables pour 1’analyse du DEHP dans

le PVC plastifié.



63

Quant a I’optimisation du procédé d’extraction du DEHP a partir du PVC plastifié, les

résultats des rendements obtenus par les différents procédés d’extraction proposés sont

reportés dans Tableau 5.4.

Les résultats montrent clairement que la méthode indirecte (par solubilisation-

reprécipitation) donne de meilleurs résultats comparativement au procédé direct par

chauffage a reflux. En effet, le DEHP n’est pas complétement libre dans la matrice

polymérique, il est retenu dans le réseau par des forces ou des liaisons électrostatiques

(type hydrogene) qui I’empéchent de sortir complétement méme aprés un chauffage a

reflux de 8h [111, 112].

Tableau 5.4 : Rendement d’extraction du DEHP a partir du PVC plastifié¢ par les
différents procédés proposes.

Résultats par UV

Résultats par HPLC

Solvant Echantillon | Abs R% [M £ CV|Aire des|R% M £ CV (%)
(%) pics

Méthode 1 0,076 [89,12 80,563 [81,93

directe 2 0,077 [89,72 89,98 +1,13 81542 [82,33 83,89+ 3,65

(Ether  di-f3 0,078 |91.10 85951 |87.43

éthylique)

Méthode 1 0,073 [84,25 79,542 180,07

directe 2 0,070 |80,36 |82,58+242|77,016 |77,39 |79,48+2,34

(Hexane) 3 0,072 |83,13 80,112 80,98

Méthode 1 0,000 [99,79 98,701 |97,48

indirecte 2 0,089 [97,99 |99,25+1,10 |99,131 |98,52 |98,0+0,53

(THF/ 3 0,001 ]99,98 98,260 |98,00

Ethanol)

Méthode 1 0,082 [96,39 89,688 [91,53

indirecte 2 0,085 |96,66 |96,13+0,72 93266 |91,97 91,31+ 0,85

(Dichloro- 4 0,084 [9534 91,8921 |90,45

méthane/

éthanol)

Par contre, dans le procédé indirect, le plastique en PVC est totalement solubilisé dans

un solvant adéquat, ce qui permet une libération compléte du DEHP. L’ajout de

I’éthanol a permis de reprécipiter le polymere (masse blanche) qui est insoluble dans ce

solvant mais pas le DEHP qui lui, est trés soluble dans ce dernier.
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Aussi dans le procedé indirecte par la méthode indirecte, les rendements sont meilleurs
avec le THF car le PVC est plus facilement soluble dans ce dernier méme a froid alors
que dans le cas du dichlorométhane, un chauffage léger est nécessaire, ce qui justifie ces
résultats.

Dans le cas de la méthode directe (chauffage a reflux), les rendements d’extraction du
DEHP sont 1égérement supérieurs dans le cas d’utilisation de 1’éther diéthylique par
rapport a ’hexane. En effet, le DEHP présente un caractére lipophile et il est soluble
dans les deux solvants organiques mais son affinité plus importante pour I’éther
diéthylique est attribuée a son caracteére polaire par rapport a I’hexane qui est apolaire
[107]. Ce solvant est aussi préconisé par la Ph. Eu. pour I’extraction des additifs du PVC
plastifié [25, 86].

Les résultats obtenus par la méthode spectrométrie UV sont légérement supérieurs a
ceux obtenus par HPLC; ceci est cohérent du fait que ’'HPLC est une méthode de
séparation et elle est plus sélective comparativement a la spectrométrie UV qui, elle
nous renseigne sur une analyse globale des extraits (DEHP et autres résidus présents

méme a I’état de traces).

L’analyse par spectrométrie FTIR des films avant et aprés extraction avec les différents
procédés a donné les spectres représentés par la Figure 5.8 (zoom sur les nombres
d’ondes a 1650cm™ et 1550cm™).

Une diminution significative des deux bandes caractéristiques au DEHP est observee
dans le cas des extractions par reflux (méthode directe) alors qu’elles disparaissent dans
le cas du procédé indirect (solubilisation-reprécipitation). Ce résultat confirme ceux

obtenus avec les deux méthodes d’analyse UV et HPLC.

La fiabilité du procédé optimisé€ pour I’extraction du DEHP a partir du PVC est vérifice
sur des films plastifiés au DEHP a différentes concentrations. Les résultats des
rendements d’extraction et des coefficients de variation sont résumés dans le Tableau

5.5.
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Figure 5.8 : Suivi de I’évolution des bandes a 1600 cm™ et 1580 cm™ du DEHP en
fonction du procédé d’extraction.

Tableau 5.5 : Résultats de la fiabilité du procédé d’extraction du DEHP a partir du PVC
plastifié par la méthode indirecte.

Résultats par UV

Résultats par HPLC

% DEHP Echantillon | Abs R% [M = CV|Aire des|R% M £ CV (%)
(%) pics

10% 1 0,039 [98,02 31,299 [96,32
2 0,040 |98,87 |98.64+£0,55 30369 [96,02 [96,56£0,71
3 0,041 99,05 32,689 |97,34

20% 1 0,063 [97,78 56,241 |95,67
2 0,064 |98,38 |98,09+0,30 [59,159 |97,55 [97,41+1,71
3 0,065 |98,12 63,437 99,01

30% 1 0,090 [99,79 98,701 |97,48
2 0,089 [97,99 |99,25+1,10 |99,131 |98,52 |98,0+0,53
3 0,091 99,98 98,260 198,00

40% 1 0,116 [99,30 112,569 |98,56
2 0,118 |[98,98 |99,11+0,17 117,851 |99,23 98,63+ 0,56
3 0,119 [99,05 111,041 |98,12
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De bons rendements d’extraction du DEHP sont obtenus par la méthode optimale
(méthode indirecte THF/éthanol) dépassant les 95% et ce, quelque soit la teneur du
DEHP dans le PVC plastifié.

Ces résultats intéressants confirment la libération compléte du DEHP a partir de la matrice
polymérique en PVC. Des taux de récupération de 76% a 100% de DEHP a partir de
matériaux plastiques ont été obtenus par une extraction aux ultra-sons par KATARZYNA
JAWOREK et al. [104].

Aussi, les faibles coéfficients de variations (CV < 5%) observés demontrent la
reproductibilité du procédé d’extraction proposé pour 1’analyse du DEHP dans le PVC
plastifié.

Conclusion.

A partir des résultats obtenus, la méthode d’extraction indirecte par solubilisation-
reprécipitation (THF/ éthanol) est retenue comme méthode de choix pour I’extraction du
DEHP a partir du PVC plastifié. D’une part, elle a permis d’obtenir le rendement
d’extraction le plus ¢élevé et d’autre part, sa mise en ceuvre est facile et nécessite un
temps de réalisation faible (a peine 1h).

Cette méme méthode a été exploitée par I’ANSM pour évaluer la conformité des DM

mis sur le marché par rapport a leur composition en DEHP [105].

5.2.4 Application de la méthodologie a I’analyse du DEHP dans les poches pour

perfusion et les matieres premiéres (granulé) en PVC plastifié.

a. Casdu PVC plastifié au DEHP.
Le protocole d’extraction et les méthodes d’analyse par UV et par HPLC proposés dans
cette étude sont appliqués pour 1’analyse de différents échantillons en PVC (poches
remplies de solutions intraveineuses et matieres premiéres (MP) sous forme de granulé
de différents fournisseurs). Les résultats des analyses obtenus par UV et HPLC sont

résumés dans le Tableau 5.6.
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Selon les exigences de la Ph. Eu. en vigueur, le taux de DEHP dans le PVC plastifié ne
doit pas dépasser les 40% (m/m), les résultats obtenus dans le granulé et dans la poche

sont conformes avec les deux méthodes d’analyse.

Tableau 5.6 : Résultats de 1’analyse du DEHP dans les poches et les MP (granulé) en
PVC plastifié.

Par la méthode UV (276nm) | Par la méthode HPLC (276nm)
Echantillons R % M £ CV (%) R% Mz CV (%)
1 32,14 31,05
Poche
2 33,55 32.04 + 4,86 29,78 2979 + 4,21
3 30,44 28,54
1 33,58 30,74
2 35,09 30,17
S ’ 33,60 + 4,39 ’ 31,03 + 3,35
£ § RB5 |3 32,14 32,19
o cfg RB3 (1 29,14 2789
2 26,98 28.26 + 4,02 25,59 26.82 + 4,31
3 28,67 26,98
1 35,95 33,76
g 2 39,28 37,48 + 4,48 36,82 35,26 + 4,34
£o RB5 |3 37,22 HAR 35,22 e
o S |RB3 |1 30,04 26 86
o
= 2 3L18 | 29,83 +4,87 28,52 27,19+ 4,41
3 28.29 26,19

Il ressort aussi des résultats du tableau des taux de DEHP plus faibles dans les MP RB3
par rapport a RB5. En effet, ces deux matiéres premieres sont destinées a la fabrication
de parties différentes dans la ligne pour hémodialyse, le RB5 est utilisé dans la
fabrication de la tubulure qui est plus souple et nécessite un taux de DEHP plus
important.

Dans le cas de la poche, le taux de DEHP obtenu est comparable a ceux retrouvés par
IVANA S. et al. (2016) lors des contrdles réalisés sur des poches pour perfusion et qui
étaient compris entre 31% et 34% [106].

Conclusion.

La méthodologie proposée dans cette étude (extraction et analyse) a permis de Vérifier la
conformité du taux de DEHP contenu dans les MP (granulé) destinées a la fabrication de
DM et les poches pour perfusion mises sur le marché. Elle peut étre proposée pour un
contréle qualité de routine (protocole ou mode opératoire décrit en Appendice C).
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b. Cas du PVC plastifié (sans phtalates).

Dans le cas de MP en PVC plastifié (sans phtalates), aucune information n’est donnée
par le fournisseur quant a I’identité du plastifiant alternatif utilisé. En effet, pour assurer
la sécurité des produits mis sur le marché, la gamme du nouveau matériau est en phase
d’extension pour éliminer totalement celle du PVC plastifié au DEHP.

Une application de la méthodologie proposée dans cette étude a été réalisee sur ces MP a
des fins comparatives complétée par une analyse par chromatographie sur couche mince
CCM proposée par dans la Ph. Eu. pour I’analyse du DEHP dans le PVC plastifié a
usage parentéral [25, 86]; I’objectif étant de s’assurer de I’absence du DEHP dans le

nouveau materiau comme indiqué par le fournisseur.

e Analyse des plastifiants par chromatographie sur couche mince (CCM).

L’application du procédé d’extraction proposé aux différentes MP en PVC (avec DEHP
et sans phtalates) et I’analyse des extraits obtenus par CCM a donné les résultats

représentes par la Figure 5.9.
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Figure 5.9 : Analyse par CCM du PVC plastifié (au DEHP et alternatif).
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Les résultats montrent clairement la présence d’une seule tiche dont le rapport frontal
est le méme que celui du DEHP (Rf = 0,62) dans les matieres premieres en PVC
plastifié au DEHP.

Dans le cas du nouveau matériau (sans phtalates), aucune tache n’est observée au Rf du
DEHP indiquant ainsi son absence mais, en 1’occurrence, une autre tache bien éluée
apparait et dont le Rf est de 0,74. Ces résulats intéressants permettrent de déduire que le
protocole proposé pour 1’identification du DEHP peut étre appliquer aussi au plastifiant

alternatif.

e Analyse des plastifiants par spectrométrie FTIR.

A partir de MP sous forme de granulé en PVC plastifié (au DEHP et sans phtalates), des
films sont préparés selon la procédure décrite précédemment et sont analysés par FTIR.
Les spectres obtenus (avec un zoom sur la partie représentant les bandes spécifiques au
DEHP) sont représentés par la Figure 5.10. Le spectre obtenu avec le PVC plastifié au
DEHP est identique a celui de la référence (PVC plastifié au DEHP a 30%), ce qui
démontre que les MP contrdlées sont bien plastifiées au DEHP.

Dans le cas du nouveau matériau, le spectre obtenu est différent (absence de la bande a

1600cm™ et présence d’une bande aux environs de 1500cm™) traduisant ainsi 1’absence

du DEHP dans ce dernier.

e Analyse des plastifiants par spectrométrie UV.

Les extraits obtenus a partir des MP en PVC plastifiés (au DEHP et sans phtalates) sont
analysés par spectrométrie UV. Le balayage des solutions obtenues a donné des spectres

représentes par la Figure 5.11.
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Figure 5.10 : Analyse par FTIR du PVC plastifié (au DEHP et alternatif).
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Figure 5.11 : Analyse par spectrométrie UV du PVC plastifié (au DEHP et alternatif).

Le spectre obtenu avec le PVC plastifié au DEHP est comparable a celui de la solution
de réference (voir résultats partie validation de la méthode) avec deux bandes
spécifiques a 276nm et 225nm ce qui confirme que ce matériau est bien plastifié au
DEHP.



71

Par contre, dans le cas du nouveau matériau, 1’allure du spectre est complétement
différente et les maximums d’absorption sont observés vers 285nm et 242nm traduisant
d’une part, ’absence du DEHP et d’autre part, la présence de chromophores dans le
plastifiant alternatif qui absorbent dans le domaine de 1’Ultra- violet et peut étre ainsi

analyse par cette méthode.

e Analyse des plastifiants par chromatographie HPLC.

Les mémes extraits obtenus avec les MP en PVC plastifié (au DEHP et alternatif) sont

analysés par HPLC; les chromatogrammes obtenus sont représentés par la Figure 5.12.
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Figure 5.12 : Chromatogrammes des extraits obtenus avec le PVC plastifié (au DEHP et
alternatif).
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Le chromatogramme obtenu avec I’extrait du PVC plastifi¢ au DEHP présente un pic
avec un temps de rétention identique a celui du DEHP référence mais aucun pic
n’apparait a ce temps de rétention dans le cas du PVC (déclaré sans phtalates) ce qui

confirme son absence.

En I’occurrence, le chromatogramme de I’extrait du PVC (sans phtalates) fait paraitre un
pic bien élué¢ au temps de rétention Tr = 6,82 min suggérant ainsi la possibilité d’adapter
cette méme méthode pour I’analyse de ce plastifiant alternatif au DEHP dans le nouveau

matériau en PVVC.

Conclusion.

Les méthodes proposées dans cette étude ont permis d’analyser le DEHP dans les
matériaux a base de PVC plastifie au DEHP et ont confirmé son absence dans le
nouveau matéeriau en PVC destiné au service de maternité.

Les résultats de cette étude permettent aussi de déduire que ces mémes méthodes
peuvent étre adaptées au plastifiant utilisé comme alternatif du DEHP.

5.2.5 Tentative d’identification du plastifiant alternatif au DEHP par GC-MS.

Une tentative d’identification du plastifiant alternatif au DEHP est réalisée par une
analyse par GC-MS; les chromatogrammes obtenus avec 1’extrait du PVC (sans
phtalates) et une solution standard de DEHP sont représentés dans la Figure 5.13.
L’allure des chromatogrammes obtenus confirme 1’absence du DEHP dans le nouveau
matériau en PVC déclaré sans phtaltes.

Aussi, les chromatogrammes obtenus pour deux lots de matieres premieres provenant de
deux fournisseurs différents, a savoir (Cabopol et Résilia) sont identiques, ce qui indique
qu’il s’agit du méme matériau.

Les résultats de 1’analyse par GC-MS avec les propositions de composeés par la librairie
sont reportés dans le Tableau 5.7.

L’analyse par GC-MS a mis en évidence la présence du Bromure de Benzoyle (avec une
probabilit¢ de 50%) et d’'un mélange d’oléate d’éthyle et d’acide oléique avec une

probabilité > a 90% (spectre de masse représente par la Figure C1, Appendice C).
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Le mélange d’oléate d’éthyle et d’acide oléique peut étre obtenu a partir d’acides gras
provenant d’huiles végétales (comme I’huile de soja, de colza, de lin, de tournesol...) et
il peut étre utilisé comme bio-plastifiant dans les polyméres notamment le PVC [10,
113].
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Figure 5.13 : Chromatogrammes GC-MS des extraits du PVC plastifié (sans phtalates)

et d’une solution de référence de DEHP.
Ces résultats sont intéressants mais surtout rassurant du fait de 1’élimination du DEHP
du nouveau matériau en PVC pour dispositifs médicaux mais surtout par son
remplacement par un plastifiant d’origine naturelle comme alternatif présentant un

moindre risque dans le cas d’un relargage éventuel.



Tableau 5.7 : Résultats de 1’analyse par GC-MS.
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Fournisseur : Cabopol

Pics les Probabilité % dans
plus m/z Tr Intensité Noms de composés (%) le
abandons mélange
1 105- 77- 51 6,80 | 2567225 Bromure de Benzoyle | 50 18,79
2 41- 55- 43 25,82 | 1010270 acide oléique 99 8,29
3 55- 69- 41 25,92 | 2179915 oléate d’éthyle 99 31,12
Fournisseur : Résilia
Pics les .| Y% dans
plus m/z Tr Intensite Noms de composeés z,;oo)bab'“te le
abandons mélange
1 105- 77- 51 6,79 | 2006503 Bromure de Benzoyle | 50 23,19
2 41- 55- 43 25,81 | 582059 acide oléique 98 15 ,67
3 55- 69- 41 25,91 | 2480266 oléate d’éthyle 95 21,10
Solution référence de DEHP

i 0
Pics les y .| Probapilite | 70 9ans
plus m/z Tr Intensité Noms des composeés %) le
abandons mélange
1 149- 167- 57 | 2031 | 14701222 | Di-(2-ethylhexyl) 91 98,33

phtalate

5.3 Conclusion.

Dans cette étude, une méthodologie analytique est proposée pour évaluer le taux de
DEHP dans le PVC a usage parentéral (tubulure, poche..); ’application a été réalisée sur
deux types de matériaux, du PVC plastifié au DEHP qui est toujours autorisé par la Ph.
Eu. et du PVC (déclaré sans phtalates) utilisé dans les services de pédiatrie, maternité et

néonatal.

Des méthodes d’analyse fiables pour I’analyse du DEHP par spectrométrie UV et par
chromatographie HPLC sont proposées. L’optimisation du procédé d’extraction du
plastifiant a partir du PVVC a donné les bons rendements (> 95%) en utilisant la méthode
indirecte par solubilisation - reprécipitation (THF / éthanol) avec une bonne
reproductibilité (CV < 5%).

L’analyse des poches et MP en PVC plastifié au DEHP a donné des taux de DEHP

conformes aux limites autorisée par la Ph. Eu..
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Cette méthodologie, appliquée au PVC déclaré sans phtalates a permis de confirmer

I’absence du DEHP dans ce dernier.

Les résultats trés satisfaisants obtenus avec le nouveau matériau (sans phtalates)
permettent de proposer cette méthodologie pour I’analyse du plastifiant alternatif dans le

PVC plastifié apres acquisition de substance de référence.

Cette méthodologie, tres simple peut étre appliquée pour 1’analyse du DEHP dans les
DM en PVC plastifié; la spectrométrie UV étant plus rapide, elle peut étre adaptée dans
les contrles de routine alors que la chromatographie peut étre utilisée pour confirmer

les résultats.

La tentative d’identification du plastifiant alternatif par GC-MS a permis de mettre en
¢vidence la présence d’un bio-plastifiant naturel a base d’acides gras (acide oléique et
oléate d’éthyle); ce résultat est trés rassurant et confirme la volonté des entreprises
algériennes pour se mettre a niveau des exigences réglementaires internationales afin

d’assurer la qualité et la sécurité de leurs produits.
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6 APPLICATION DE LA SPECTROMETRIE INFRA-ROUGE A
TRANSFORMEE DE FOURRIER (FTIR) A L’EVALUATION
DES PHENOMENES D’INTERACTION CONTENU-
CONTENANT (COMPRIMES / BLISTERS).

Les interactions contenu-contenant couvrent les phénoménes de migration des additifs
du conditionnement plastique vers la forme pharmaceutique et ceux liés a la sorption
(adsorption ou diffusion) de certains composants du médicament dans le
conditionnement. La grande difficulté pour évaluer ces interactions est liée beaucoup
plus aux phénoménes de migration qui sont trés complexes et nécessitent plus
d’informations et surtout des moyens analytiques trés performants.

En ce qui concerne les phénoménes de sorption, il est plus facile de les mettre en
évidence par le suivi de la teneur du principe actif ou excipient lors du contréle qualité
du médicament ou pendant 1’étude de sa stabilité dans son conditionnement primaire par
des méthodes qui sont souvent décrites dans les pharmacopées ou mises au point et
validées par les laboratoires pharmaceutiques. Nombreuses sont les études qui ont
démontré ce type de phénomene [18, 114] qui peut engendrer des pertes importantes de
principe actif et des conséquences graves sur le patient du fait de la diminution de la

dose thérapeutique administrée surtout dans le cas de transfusion.

Dans cette ¢tude, une méthodologie analytique simple est proposée afin d’évaluer les
phénoménes d’interactions contenu-contenant. Celle-ci peut étre appliquée lors du suivi
des études de stabilité réalisées sur le médicament mais au lieu de suivre uniquement la
stabilité de la forme pharmaceutique (contenu), une vérification de celle du contenant
(article de conditionnement plastique) est réalisée simultanément par une technique trés
simple mais trés performante a savoir la spectrométrie dans I’infra-rouge a transformée

de Fourrier (FTIR).

6.1 Matériel et méthodes.

La méthodologie proposée a été appliquée a deux médicaments de forme séche a savoir,

le paracétamol et le captopril/hydrochlorothiazide (association de médicaments).
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6.1.1 Echantillons utilisés.

- Paracétamol 500 mg (antalgique, antipyrétique non salicylé, symptomatique de la
fievre et des douleurs d’intensité faible), un comprime sécable conditionné dans
un blister en poly(chlorure de vinyle). Il s’agit du PVC, -(CH2-CHCI)n- sous
forme de film rigide transparent de couleur légérement bleue (Ech 1).

- Captopril/Hydrochlorothiazide (50 mg/25 mg, deux antihypertenseurs, a effets
vasculaire et diurétique, respectivement). Il s’agit d’un comprimé nu sécable, de
couleur jaune-orangée, de 8 mm de diamétre, conditionné dans un blister en poly
(chlorure de vinyle)/poly (chlorure de vinylidene) il s’agit du PVC/PVDC, -
(CH2-CHCI)p- / - (CH2-CCl2)n- sous forme de film rigide en PVC enduit d’une

couche de PVDC de couleur légérement grise (Ech2).

Pour chaque médicament, des lots d’échantillons des années 2015, 2016 et 2017 sont
utilisés avec un lot périmé (< 2014). Le lot périmé est utilisé pour confirmer les

résultats.

Les deux médicaments sélectionnés dans cette étude sont déja commercialisés. Leur
conformité a été démontrée lors des études de stabilité dont les résultats sont consignés
dans leurs dossiers d’AMM correspondants. L’étude a porté uniquement sur 1’évaluation
de la stabilité du conditionnement plastique tout au long de la durée de validité du

médicament.

6.1.2 Préparation et analyse des échantillons par FTIR.

Pour chaque échantillon, les comprimés ont été retirés des blisters (Figure 6.1). La partie
alvéole a été découpée et nettoyée avec du papier filtre; cette partie est sélectionnée car
c’est elle qui rentre directement en contact avec le produit. Apres sélection des alvéoles
présentant la méme épaisseur, une analyse directe des films est réalisée par FTIR (Jasco
FTIR 4100) entre 400 et 4000 cm™ en fixant le centre de ’alvéole.
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Figure 6.1 : Preparation des alvéoles pour analyse par FTIR

Les spectres obtenus sont traités grace au logiciel IR-Solution. Les bandes de vibration
specifiques aux matériaux PVC et PVC/PVDC sont identifiées grace aux spectres de
références (base de données Aldrich) et le reste des bandes désignées par bandes
secondaires, est attribué aux composés (additifs ou autres) présents dans le polymeére

plastique (sans spécification).

Grace aux performances du logiciel de traitement IR-Solution qui permet de relever
toutes les bandes de vibration ainsi que leurs surfaces respectives, un suivi des variations
de ces bandes secondaires en fonction du temps de conservation est réalisé pour les deux
conditionnements comparativement a celles observées sur un spectre obtenu par analyse
des matériaux avant leur mise en contact avec les produits (T0); ce qui permet de statuer

sur la stabilité de ces derniers.

6.2 Résultats et discussion.

6.2.1 Analyse des alvéoles des différents blisters par FTIR.

L’analyse directe par FTIR des blisters en PVC (222 + 20 um) et en PVC/PVDC (243
20 pm) a TO (avant I’opération de conditionnement) a permis d’identifier les polymeres
grace a leurs bandes caractéristiques. La Figure 6.2 représente le spectre obtenu dans le
cas du PVC et les bandes spécifiques de ce dernier sont reportées dans le Tableau 6.1.
Les bandes de vibration observées dans le cas du PVC sont en accord avec celles
mentionnées dans la monographie de la pharmacopée Européenne [115] et celles
retrouveées en littérature [116-119].
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Tableau 6.1 : Résultats des vibrations observées dans le cas du PVC

PVC

Nombre d'onde (cm 1)

Groupement fonctionnel

2967, 2916, 2850, 1332

CH> : CH vibrations de valence et de déformation

1426 CHy> vibration de déformation
1254 CH vibration de déformation (hors plan)
693, 615 C-Cl vibration de valence

Dans le cas du PVC/PVDC, ce matériau est obtenu par vernissage, en multicouche de

PVDC sur I’'une des faces du PVC, qui a recu préalablement un primaire d’accrochage

ou colle en polyuréthanne. L’avantage de ce matériau multicouche est qu’il permet une

protection du médicament améliorée vis-a-vis de I’humidité (barriére) par rapport au

PVC simple [120].

En effet, la perméabilité a la vapeur d’eau du PVC est réduite lorsqu’il est revétu par

d’autres polyméres comme le PVDC qui possédent des caractéristiques comparables a

celles du PVC mais une perméabilité a la vapeur d'eau réduite d'un facteur de 5 a 10.
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Figure 6.2 : Spectre FTIR du film en PVC avant conditionnement (a T0).
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Le spectre obtenu pour le PVC/PVDC a TO est similaire a celui du PVC. En effet, ce
matériau est constitué d’une couche épaisse en PVC induite d’un film fin en PVDC dans
la proportion (260g PVC/ 40g PVDC)/m? de matériau, ce qui ne permet pas de mettre en

évidence les bandes spécifiques au PVDC.

6.2.2 Suivi de I’évolution des bandes de vibration par FTIR.

En plus des bandes spécifiques aux matériaux, les spectres FTIR ont présenté des bandes
secondaires (voir Figure 6.2 dans le cas du PVC) dont les nombres d’ondes et les
surfaces sont reportées dans les Tableaux D1 et D2 (Appendice D). Elles peuvent étre

attribuées aux additifs, aux résidus de polymérisation ou aux impuretés.

Selon la monographie de la Ph. Eu. [115], le PVC utilisé dans la fabrication des blisters
peut contenir différentes huiles comme [’huile de soja époxydée, des huiles
hydrogénées, des acides ou des esters d’acides gras aliphatiques, des cires, de la
paraffine, des esters de macrogol, du sorbitol, du phosphite de 2,4-dinonylphényle, du
phosphite de di(4-nonylphényle) ou du phosphite de tris (nonylphényle), des stabilisants,
des pigments, des colorants et des opacifiants. Ces additifs permettent de conférer aux
matériaux des caractéristiques ou propriétés en fonction de leur usage (stabilite,

résistance, machinabilité...). lls sont autorisés a des limites bien définies.

Les Figures 6.3 et 6.4 représentent les histogrammes relatifs a 1’évolution des surfaces
des bandes secondaires en fonction des différentes durées de conservation (durée de

contact entre le matériau et le médicament).

Les histogrammes correspondant aux variations de surfaces dans le cas des blisters en
PVC et PVC/PVDC montrent que les bandes spécifiques aux polymeres plastiques
restent pratiquement stables dans leur majorité; les quelques variations relevées restent
négligeables et peuvent étre attribuées a 1’épaisseur du matériau qui n’est pas toujours

constante.
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Figure 6.3 : Variation de la surface des bandes secondaires dans le cas du PVC.

En ce qui concerne les bandes secondaires, les variations de surfaces constatées sont
aléatoires et non significatives sauf pour certaines d’entre elles qui sont représentées

dans le tableau 6.2.
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Figure 6.4 : Variation de la surface des bandes secondaires dans le cas du PVC/PVDC.



Tableau 6.2 : Evolution des surfaces des bandes secondaires dans le cas du PVC et

PVC/PVDC (écarts types pour n = 6).

82

1090 cm'? 1197 cmt 1732 cm?
Annee PVC PVC/PVD PVC PVC/PVD PVC PVC/PVD
C C C
2017 84,91 + 90,29 + 71,87 80,29 + 45.32 + 47.68 +
1,25 1,80 0,98 3,09 1,88 1,98
2016 70,68 + 75,32 + 60,66 + 75,71 + 38.96 + 35.90 +
1,15 2,15 1,34 2,27 1,98 2,65
2015 55,46 + 60,61 + 53,62 + 63,42 + 3157 + 25.20 £
0,25 2,35 1,05 1,85 1,05 3,33
2014 27,46 35,23 + 40,62 + 56,09 + 20.27 + 15.20 +
1,50 1,25 1,85 2,76 1,11 2,43

a. Cas d’un phénoméne de relargage.

Une diminution de la surface de la bande située a 1730 cm™ est observée dans le cas du
PVC et PVC/PVDC en fonction du temps de contact (Figure 6.5); elles sont de 45,32
cm? (2017), 38,96 cm™ (2016), 31,57 cm™ (2015) et 20,27 cm™ (2014) dans le cas du
PVC et de 47,68 cm™ (2017), 35,90 cm™* (2016), 25,20 cm™ (2015) et 15,20 cm™ (2014)
dans le cas du PVC/PVDC.

Cette diminution de surfaces de la bande ne peut étre attribuée qu’a un phénomene de

migration d’un composé du matériau (blister) vers le contenu.

Les constats sont les mémes pour les bandes a 1090 cm™ et 1190 cm™ pour les deux

matériaux ou I’évolution de surfaces en fonction du temps de contact marque un

phénomeéne de migration (Figure 6.6).
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Figure 6.5 : Evolution de la bande a 1730 cm™ (dans le cas du PVC).
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a. Cas d’un phénoméne d’adsorption.

L apparition d’une bande aux environs de 1017 cm™et I’augmentation de sa surface en
fonction du temps de contact a été observée dans le cas des alvéoles en PVC. Ceci peut
représenter un phénoméne d’adsorption de composés du comprimé sur les parois du

conditionnement (Figure 6.7).

HPVC/PVDC mPVC EPVC/PVDC mPYC
1090 cm'? 1190 cm?

Figure 6.6: Evolution des bandes & 1090 et 1190 cm dans les cas du PVC et
PVC/PVDC.

Contrairement au blister PVC/PVDC, ce phénomeéne n’a pas été observé, ce qui est en
corrélation avec les évolutions industrielles en matiére de conditionnement qui
favorisent I’utilisation de multicouches dont les propriétés sont meilleures (plus d’inertie

avec un effet barriere plus important).
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Figure 6.7 : Evolution de la bande a 1017 cm*dans le cas du PVC.
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La spectrométrie IR est une méthode standard utilisée dans des analyses qualitatives dans
differents domaines [119]. Elle est préconisée pour 1’identification des matiéres premiéres
pharmaceutiques ainsi que les matieres plastiques utilisées dans la fabrication des articles
de conditionnement [28, 52, 121-123].

Plusieurs auteurs I’ont exploitée pour le suivi de 1’évolution des propriétés physico-
chimiques des matériaux plastiques [98, 124] et pour mettre en évidence les phénomenes
d’adsorption et de relargage [27, 96, 114, 125, 126].

Dans notre étude, la spectrométrie FTIR a permis de mettre en évidence les phénoménes
d’interaction contenu-contenant entre le blister et le comprimé. La confirmation des
résultats de relargage par la recherche des additifs ayant migré dans la forme
pharmaceutique est quasi impossible du fait du manque d’informations sur la composition
des matériaux de conditionnement utilisés. Quant au phénoméne de sorption, les résultats
des contr6les réalisés sur le produit paracétamol dans le cas du blister en PVC sont
conformes (produit enregistré et mis sur la marché), ce qui signifie que la variation
observée par FTIR liée a ce phénomeéne est faible et sans conséquences sur la qualité du

produit.

La réglementation pharmaceutique est treés exigeante en ce qui concerne la qualité des
matériaux plastiques utilisés dans les conditionnements et leur compatibilité avec les
formes pharmaceutiques. Néanmoins, ces phénomenes sont souvent négligés dans le cas de
formes solides, (comprimés, gélules). En effet, les échanges entre le contenu et le
contenant sont faibles du fait de I’absence de solvants qui sont souvent responsables de
I’extraction des additifs (contaminants) a partir du polymere par pénétration et
solubilisation de ces derniers. L’étude de compatibilité n’est exigée que dans le cas de

forme séche a usage ophtalmique ou parentéral [45].

Des facteurs multiples sont responsables de ces phénomenes li€s, d’une part, au contenant
(sa structure (cristalline ou amorphe), son procédé de fabrication (type d’amorceurs, de
catalyseurs..,), types d’adjuvants technologiques (charges, plastifiants, lubrifiants,
stabilisants, leurs tailles et concentrations,....) et, d’autre part, au contenu (la forme
pharmaceutique (solide, liquide, pateuse..)), les caractéristiques physico-chimiques (pH,
polarité, ...) en plus des conditions de stockage (temps, surface, température ...), ce qui

rend leur étude complexe.
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Devant I’ampleur des variables responsables de ces mécanismes de transferts et de la
dissymétrie des connaissances partagées entre le fabricant de I’article de conditionnement
et son utilisateur, une approche méthodologique ou des guides [6, 45, 128-130] ainsi que
des modéles mathématiques complexes basés sur des lois thermodynamiques et cinétiques
[38, 131, 132] sont proposés pour évaluer les niveaux potentiels de migration et prédire

d’éventuel risque de contamination.

Dans tous les cas, il est impératif que les producteurs des articles de conditionnement
plastiques puissent démontrer la sécurité sanitaire de leurs produits des la phase de
conception en respectant 1’utilisation de substances chimiques comme additifs
conformément au reglement REACH (2007) [8] et que les industriels pharmaceutiques
puissent confirmer la qualité et la sécurité des médicaments mis sur le marché. Ceci ne
peut se produire qu’avec une collaboration étroite entre les deux parties pendant la phase
de développement de produit basée sur un partage d’informations, le respect de la

confidentialité et la fidélité pour un intérét commun, la santé publique.

L’utilisation de la spectrométrie FTIR a pu démontrer les phénoménes d’interaction
contenu-contenant par le changement du profile du spectre de [Darticle de
conditionnement (apparition ou disparition de bandes d’absorption, évolution de leurs
surfaces) mais dans le cas d’un éventuel phénomene de migration, il est difficile méme
impossible pour I’industriel pharmaceutique d’identifier ou de quantifier les relargables
car ceci nécessite la connaissance de leur nature, la disposition de substances de
références ainsi qu’un arsenal analytique des plus performants. Cette approche
méthodique du probleme est trés intéressante car elle est simple, non destructive, de
mise en ceuvre facile (par son application directe sur un échantillon en faible quantite)

[73] et peut révéler d’éventuels échanges entre le contenu et le contenant.

6.3 Conclusion.
L’analyse par spectrométrie FTIR a permis :
e [’identification du conditionnement plastique grace a ses bandes spécifiques ;
o la vérification de sa pureté par la mise en évidence de bandes secondaires ;
e le suivi des phénoménes d’interaction contenu-contenant par le suivi de

I’évolution de ces bandes en fonction du temps de contact.
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Dans cette étude, les variations observées relatives aux phénomenes de migration et
d’adsorption, sont faibles du fait de la forme pharmaceutique solide des médicaments
traités, mais elles ont pu démontrer des échanges entre le contenu et le contenant.

Dans D’attente d’un partenariat entre le producteur du matériau plastique et son
utilisateur, cette méthodologie peut étre exploitée par les industriels pharmaceutiques
pour évaluer la stabilite de leurs produits et leur compatibilit¢ avec leurs
conditionnements primaires.

Pour son application, il est nécessaire que le producteur du matériau assure la méme
qualité¢ du produit fourni (formule, caractéristiques physiques comme 1’épaisseur) ou
informe de tout changement effectué sur le polymere.

Par ailleurs, 1’industriel pharmaceutique doit se munir de spectrophotométre FTIR
qualifié pour garantir la fiabilité de ses résultats. Dans le cas de multicouches ou de
films présentant une épaisseur importante, I’ATR (spectrométrie a réflexion totale
atténuee) peut étre appliquée directement sur la surface du polymeére qui rentre en

contact direct avec le produit.

La méthode proposée dans cette étude peut aisément étre adoptée du fait de la simplicité
de la technique FTIR et surtout de I’ampleur des informations qu’elle fournit pouvant

ainsi orienter 1’industriel sur une prise de décision sur la qualité du medicament.
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7 APPLICATION DE LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE
GAZEUSE COUPLEE A LA SPECTROMETRIE DE MASSE
(GC-MS) A L’EVALUATION DES PHENOMENES DE
MIGRATION DES PLASTIFIANTS DANS LES POCHES POUR
PERFUSION.

Introduction.

Le probleme de migration des additifs de matieres plastiques vers un contenu
pharmaceutique, surtout quand ce dernier est sous une forme liquide, a été soulevé.
Cependant, il a été négligé dans le cas de solutions aqueuses du fait que les additifs sont
souvent insolubles dans I’eau.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a la recherche de relargables dans des
milieux purement aqueux, a savoir les solutions pour perfusion de chlorure de sodium
(NaCl) et de glucose conditionnées dans des poches en plastique. Ces deux sérums sont
tres utilises comme véhicules de médicaments pour des traitements hospitaliers et leur
choix est basé sur I’ampleur du risque li¢ a la voie d’administration intraveineuse en cas
de présence de ces migrants. Pour cela, nous avons suivi les étapes suivantes :

- Proposer une méthode par chromatographie en phase gazeuse couplée a un
spectrométre de masse (GC-MS), fiable pour I’analyse d’une série d’additifs
susceptibles d’étre présents. Ces additifs sont les phtalates (DMP, DEP, DBP,
BBP et DEHP), un adipate (DEHP), les phénols (OP, NP) et la benzophénone
(BP). Ce choix est basé sur la disponibilité de substances de référence de ces
COMpOSES.

- Proposer deux procédés efficaces, LLE et SPE, pour I’extraction de ces additifs a
partir du sérum.

- Appliquer la méthodologie d’extraction et d’analyse proposée pour :

e Le suivi des essais de migration de ces additifs a partir de matiéres premiéres
plastiques (granulé et film) en PVC;

e L’analyse de ces additifs dans les solutions aqueuses pour perfusion de NaCl a

0,9% etde glucose a 5% conditionnées dans des poches en plastique.
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7.1 Matériel et méthodes.

Les substances de référence des additifs et les réactifs utilisés ainsi que leurs références

sont résumeés dans le Tableau 7.1.

Les poches pour perfusion de 500mL contenant du NaCl a 0,9% et du glucose a 5% en
PVC plastifié et en multicouches ainsi que les matieres premiéres en PVVC sous forme de
granulé et film, ont été récupérés de firmes pharmaceutiques Algériennes (IMC et
SAIDAL).

Tableau 7.1 : Matériel, substances de référence et réactifs utilisés.

Standards et réactifs Références

Phtalates Mix 525 (mélanges de phtalates a
500ng/ pL chacun dans le méthanol)
contenant :

Phtalate de diméthyle (DMP), Supelco (Bellefonte, PA, Etats-Unis)
Phtalate de diéthyle (DEP),

Phtalate de di-n-butyle (DBP),

Phtalate de butyle et benzyle (BBP),
Phthalate de di- (2-éthylhexyle) (DEHP)

Adipatede di- (2-éthylhexyle) (DEHA) Supelco (Bellefonte, PA, Etas-Unis)

Nonylphénol (NP) Riedel-de Haen (Seelze, Allemagne)

Mélange d’isomeres du 4-tert-octylphénol | Supelco (Bellefonte, PA, Etats-Unis)
(OP)

Benzophénone (BP) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Etats-
Unis)

Cartouches pour extraction en phase solide | Waters (Milford, MA, USA)
SPE 200 mg Oasis HLB

Baker (produit n ° 7018-94, J.T. Baker,

Di itif d’aspirati
1SPOSILE € asptration Deventer, Pays-Bas)

Solvants de grade HPLC, méthanol, | Merck (Darmstadt, Allemagne).
dichlorométhane, acetone, n-hexane,

acétated’éthyle, Merck (Darmstadt, Allemagne).
Eau ultra-pure (Milli-Q water)
Azote ( pureté > 99%) Air Liquid (Barcelona, Espagne).

NaCl et glucose (reactifs de laboratoire) Merck (Darmstadt, Allemagne)
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7.1.1 Etude de la fiabilité de 1a méthode d’analyse GC-MS.

Une chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrométre de masse
quadripolaire Trace GC 2000 (GC-MS) a été utilisée (Thermo Electron Corporation, San
José, Californie, Etats-Unis). Cette technique a été inspirée d’une étude antérieure avec

certaines modifications [133].

Les conditions chromatographiques sont :

- L’ionisation électronique est réalisée a 70 eV ;

- Le gaz vecteur utilisé est I'nélium a un débit constant de 1,2 mL/min ;

- La colonne utilisée est en silice fondue DB-5MS (30 mx 0,25 mm x 0,25 um) de
J & W Scientific (Folsom, CA, USA) ;

- La température du four est programmée de 70 °C (pendant 2 min) a 135°C a
10°C/min, a 160°C a 3°C/min, a 175°C a 1°C/min, a 195°C a 3°C/min et
finalement a 310°C a 10 °C/min et le maintien de cette température pendant 5
min.

- Le volume injecté est de 2 uL en mode splitless, en maintenant la vanne split
fermée pendant 1 min.

- Les températures de I’injecteur, de I’interface GC et de la source d’ions étaient
respectivement de 280 °C, 280 °C et 200 °C.

- L’acquisition des données a été réalisée par la surveillance d’ions sélectionnés

(SIM) en mode de balayage (70-500 amu) gréace au logiciel X-calibur.

La méthode d’étalonnage externe a été utilisée afin d’identifier et de quantifier les

composés recherchés dans le sérum grace au temps de rétention et au spectre de masse.

La recherche de relargables provenant de conditionnements plastiques est trés complexe
du fait de leurs diversités et de leur présence a 1’état de traces dans le milieu contaminé
mais la grande difficulté réside dans leur omniprésence dans 1’environnement induisant

des interférences lors de leur analyse.
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Dans notre ¢étude et afin de s’assurer de la fiabilité de notre méthode d’analyse, nous
avons Vérifié :
- la linéarité de la réponse du détecteur dans le domaine des concentrations
séléctionnees ;
- larépétabilité et la reproductibilité des analyses (précision) ;
- la limite de détection pour évaluer la sensibilité de la méthode mais en tenant
compte la contribution des blancs (liée aux contaminations externes) [83, 134-
136].

L’¢tude de la linéarité est vérifiée pour une gamme d’étalonnage préparée avec des
solutions standards contenant un mélange de composés aux concentrations comprises

entre 0,01 pg/mL et 1,5 pg/mL dans l'acétate d'éthyle.

La répétabilité est vérifiée avec 5 injections consécutives d’une solution standard
contenant un mélange de composés a 0,3 pg/mL et la reproductibilité en injectant la

méme solution pendant 5 jours consécutifs.

Pour la détermination de la limite de détection de la méthode (LDM), nous avons
recherché les différents composés dans des solutions a blanc afin d’évaluer les
interférences et contributions externes liées a 1’environnement du laboratoire et aux
operations de manipulation (extraction et analyse); Il s’agit de solutions de NaCl et de
glucose sans dopage en contaminants préparées comme il est décrit dans la procédure
d’extraction citée ci-dessous.

En cas d’absence de ces derniers dans les blancs, la LDM sera déterminée en utilisant les
solutions BC de NaCl et de glucose, chargées a 1ug/L (voir la préparation dans

procédure d’extraction décrite ci-dessous).

7.1.2 Procédure d’extraction des relargables.

Afin d’évaluer le taux de contaminants provenant de conditionnements plastiques dans
le contenu, il est nécessaire de procéder a I’extraction de ces derniers surtout lorsqu’ils
se retrouvent a I’état de traces. Les plastifiants, et en particulier le DEHP, sont
omniprésents dans 1’environnement et, par conséquent, un soin particulier a été apporté

pour éviter la contamination externe lors de la manipulation des échantillons:
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- Aucun contact avec d’autres matériaux plastiques a l'exception des cartouches
d’extraction Oasis SPE qui sont en polypropyléne ;

- Tous les réactifs et solvants sont de bonne qualité (grade HPLC) ;

- La verrerie est nettoyée a I’aide d’Extran (Merck, Darmstadt, Allemagne), rincée
a I’eau distillée et a I’acétone et stérilisée dans un four a 450 °C pendant une nuit

entiere.

Pour extraire les plastifiants a partir de solutions pour perfusion de NaCl et de glucose,
nous avons proposé deux procédés qui sont l'extraction en phase solide (SPE) et
I'extraction liquide-liquide (LLE). Les deux méthodes d’extraction sont appliquées sur
les échantillons (100 mL dans le cas des essais de migration et 250 mL dans le cas des
poches pour perfusion) et 1’analyse est effectuée par chromatographie en phase gazeuse

couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS).

a. Extraction en phase solide SPE.

La méthode SPE est inspirée d'une étude réalisée sur la recherche des additifs de
matiéres plastiques dans I'eau minérale [137]. Les cartouches de type Oasis HLB

200 mg SPE de 6 mL sont placées dans un appareil Baker SPE-12G et sont
conditionnées successivement avec 10 mL d'hexane, 10 mL de dichlorométhane, 10 mL
de méthanol et 15 mL d'eau de qualité HPLC.

L’échantillon est ensuite introduit dans la cartouche par aspiration grace a une pompe.
Apres son élution compléte, les cartouches sont séchées dans un systéme sous vide
pendant environ 60 minutes, puis une élution goutte-a-goutte a une vitesse d’environ
ImL/min est réalisée avec 10 mL d'un melange dichlorométhane/hexane (1/1) puis
10mL d'un mélange dichlorométhane/acétone (1/1) pour récupérer tous les additifs

retenus par la résine.

Les extraits sont recueillis dans un flacon ambré de 40 ml et évaporés a sec sous un
courant d'azote dans un systeme TurboVap LV (Caliper Life Sciences, Royaume-Uni).
Le résidu est récupéré avec 500 pL d'acetate d'ethyle et transféré dans une viale pour
chromatographie.
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b. Extraction liquide-liquide LLE.

Dans cette technique, nous avons procédé comme suit : Les échantillons sont introduits
dans une ampoule a décanter de 500 mL avec 40 mL de dichlorométhane comme solvant
d'extraction. La solution est agitée vigoureusement pendant 20min. avec une purge
périodique pour libérer I'exces de pression (réaction exothermique). Le mélange est
laissé au repos pendant une durée de 10min ou plus afin de permettre une bonne
séparation des deux phases aqueuse et organique (dans le cas de formation de trouble, la
séparation prend plus de temps).

La phase organique est récupérée dans un flacon de 40 mL, évaporée a sec et

reconstituée comme c’est indiqué dans le procédé SPE.

7.1.3 Vérification de efficacité de la méthode d’extraction des relargables.

Pour évaluer Defficacité des deux procédés SPE et LLE proposés, des extractions sont
appliquées sur 250 mL de solution de NaCl a 0,9% et de glucose a 5% (préparées au
niveau du laboratoire, en dissolvant les quantités nécéssaires de réactifs dans de I'eau
Milli-Q). Celles-ci ont été chargées (dopées) a 1 pg/L (basse concentration BC) et a 10
pa/L (haute concentration HC) du mélange d’additifs, ce qui pourrait correspondre a un

large intervalle de teneurs de plastifiants attendues dans les poches pour perfusion.

La contribution du blanc a été évaluée en effectuant des extractions SPE et LLE sur les
mémes solutions de NaCl a 0,9% et de glucose a 5% sans dopage en additifs.
Trois essais sont réalisés dans chaque cas et les rendements d’extraction sont déterminés

pour les deux procédés par GC-MS.

7.1.4 Application de la méthode aux essais de migration de relargables a partir de

matiére premiére (granulés et films) en PVC.

La méthodologie proposée dans cette étude a été appliquée aux études de migration de
plastifiants a partir de matieres premieres en PVC sous forme de granulé (3,5 + 10% de
diameétre) et de film (220 um d'épaisseur) utilisés dans la fabrication de dispositifs

médicaux afin de les comparer aux exigences réglementaires existantes.
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Les essais sont réalisés selon la directive européenne 2011/10 / UE [7] bien que cette

derniére soit destinée au domaine de 1’industrie alimentaire.

Une masse de 1,5 g de matiére premiere, sous forme de granulé ou film (préalablement
découpé en morceaux de 2x2 cm?) a été introduite dans des flacons en Pyrex contenant
100 mL d'eau minérale. Les flacons ont été fermés avec des bouchons en téflon protégés
par des feuilles de papier aluminium pour éviter tout contact avec le plastique. L’essai a
été réalisé dans un autoclave de stérilisation a la vapeur, a une température de 121°C
pendant une durée de 20min, simulant les conditions réelles de fabrication de poches

pour perfusion.

Selon la méme directive, I'eau est le milieu le plus approprié pour simuler les solutions
aqueuses pour perfusion de NaCl ou de glucose. Des conditions similaires sont décrites
dans la Ph. Eu. pour évaluer la migration globale de contaminants a partir du matériau
en PVC a usage parentéral [25]. Une fois I’essai réalisé, une extraction est effectuée sur

100mL d’eau récupérée.

7.1.5 Application de la méthode a ’évaluation du taux de relargables dans les

solutions aqueuses pour perfusion a partir de poches en plastique.

La méthodologie proposée a aussi été appliquée sur des poches pour perfusion utilisées
au niveau des hépitaux. Deux types de poches de 500 mL ont été analysés, a savoir (i)
des poches en PVC plastifié au DEHP et (ii) des multicouches (MCP) constituées de
polypropylene (PP), polyamide (PA) et polyéthyléne haute densité (PEHD) collées entre
elles avec un adhésif, le polyuréthane (PU). Les MCP utilisées sont périmées et

supposeées exemptes de DEHP.

Pour les poches en PVC, deux lots ont été testés, un lot récemment fabriqué (PVCN) et
un autre périmé (PVCP). Les poches périmées ont été récupérées d’une échantillothéque
ou celles-ci étaient conservées pendant une durée dépassant les trois ans dans les
conditions réelles d'utilisation, conformément aux directives de I'ICH (Conférence
internationale sur I'harmonisation) et aux exigences techniques relatives a

I'enregistrement des produits pharmaceutiques a usage humain [138].



94

Les poches périmées en PVC ont été utilisées pour confirmer avec certitude 1’origine ou
la provenance des relargables a partir du conditionnement plastique apres une longue

durée de contact.

Quant aux poches en MCP, celles-ci ont été utilisées pour vérifier d’une part, 1’absence
de DEHP comme indiquée dans le dossier technique du fournisseur du matériau
plastiqgue et pour identifier d’autre part, les autres types de plastifiants présents,

responsables de la souplesse et I’¢lasticité de ces dernieres.

Pour chaque type d’échantillon, des extractions ont été¢ effectuées sur 250 mL de
solution pour perfusion. Trois essais sont réalisés pour valider les résultats.
L’analyse des échantillons a porté essentiellement sur la recherche de contaminants

ciblés dans cette étude et en particulier le DEHP.
Aussi, une tentative d’identification d’autres composés détectés dans les solutions pour
perfusion et susceptibles de provenir des poches plastiques a été effectuée grace a la

base de données X-Calibur.

7.2 Résultats et discussion.

7.2.1 Validation de la méthode d’analyse GC-MS.

La méthode GC-MS a permis d'identifier les composés recherchés grace aux temps de
rétention et aux spectres de masse, en utilisant trois ions par compose.

Les fragments d’ions identifiés pour le DEHP et les autres composés sont indiqués dans
le Tableau 7.2 ainsi que les parameétres de validation de la méthode GC-MS proposée.
Les fragments d’ions cités ont été rapportés précédemment [15,16,133] et ne seront pas

discutés.

La Figure 7.1 représente le chromatogramme d'une solution standard a 0,3pug/mL ou tous

les composés étudiés sont correctement résolus.
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Les résultats du Tableau 7.2 montrent que le systéme est linéaire dans la gamme de
concentrations sélectionnées avec des coefficients de regression > 0,98. Les courbes

d’étalonnage sont représentées par la Figure E.1 (Appendice E).

De méme, les résultats du tableau 7.2 montre que répétabilité est satisfaisante (RSD
<10% ) pour la plupart des composés recherchés a 1’exception du DEHA et du DEHP
pour lesquels la variation atteint 13% et 15%, respectivement (les valeurs des surfaces
correspondant a la répatabilité et reproductibilité sont reportées dans le Tableau E.1
(Appendice E)).

La reproductibilité présente une plus grande variabilité pour la plupart des composés
analysés. Ceci est attribuée a I'efficacité de I'ionisation qui est progressivement affectée
par les interférences potentielles et se répercutent tout au long d'une séquence GC-MS.
Lorsque la variation atteint les 30%, la source d'ions est nettoyée pour une analyse

ultérieure.

Dans cette étude, nous avons effectué plusieurs tests pour déterminer la contribution du
blanc afin d’évaluer la sensibilit¢ réelle de la méthode et ses performances globales
tenant compte des contaminations externes.

En effet, la difficulté pour I’analyse des phtalates, en particulier le DEHP, est bien
connue et elle est attribuée aux contaminations externes pouvant provenir de différentes
sources telles que les réactifs, les opérateurs, les manipulations, 1’environnement de

laboratoire et I'appareillage lui-méme [139].

Des contributions externes allant jusqu'a 5,1 pg/kg ont été rapportées dans le cas de
produits alimentaires [140]. C’est pour cela que des précautions particuliéres sont
proposées pour réduire ces contaminations telles que 1’utilisation de solvants de haute
qualité, correctement conservés et en petites quantités et l’utilisation d'une verrerie

stérilisée (400°C pendant 4h ou 250°C pendant 10h) [20, 99, 139].
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Figure 7.1: Chromatoramme d’une solution standard de plastifiants a

Dans notre étude, les LDM ont été déterminees pour chaque matrice examinée,

0,3 ug/L.

en

utilisant les 2 méthodes d'extraction SPE et LLE et en considérant la contribution

moyenne des blancs de chaque composé provenant des solutions de NaCl et de glucose

non chargées en contaminants (ces LDM sont plus réalistes et plus sdres).
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Tableau 7.2: Resultats de la fiabilité de la méthode GC-MS pour I’analyse des additifs
de matiéres plastiques.

) . Equation de RSD % RSD %
Composé | Tr (min) | MM lons (M/z) o R? . .. | Reproduc-
calibration répétabilité (o,
tibilité
DMP 7,37 194,2 | 163,77,194 37878626 x - 297615 | 0,99 |79 13,0
DEP 9,23 222,2 | 149,177,105 | 34567302 x - 814160 | 0,99 |73 11,0
DBP 17,00 278,3 | 149,150, 223 | 39139151 x - 40488 0,99 |96 11,0
BBP 25,67 312,4 | 149,91, 206 11598000 x - 555825 | 0,99 | 7,2 10,5
DEHP 28,33 390,6 | 149,167,279 | 28614383x-1370859 |0,98 | 148 28,6
DEHA 26,46 370,6 | 129,112,147 | 4385189 x - 179471 0,99 | 133 19,7
OoP 9,34 206,3 | 135, 107 34093 x + 15597 0,99 |52 91
NP 11,6 -12,1 | 220,4 | 135, 149, 107 | 6856372 x - 53597 0,99 |83 14,6
BP 9,86 182,2 | 77,105, 182 9303595 x - 330167 099 |84 16,0

Il est facile de constater, d’apres les résultats du Tableau 7.3 que les valeurs des LDM
sont élevees pour la plupart des composés, ce qui permet de souligner encore une fois
I’importance de les calculer en tenant compte de la contribution du blanc et qui sera

différente dans chaque laboratoire.

Nous avons constaté que, pour la plupart des composeés, les LDM observées sont plus
élevées dans le cas des solutions de glucose et ceci peut étre attribué a la qualité du
réactif utilisé.

De méme, les valeurs des LDM sont en général plus élevées avec la méthode LLE, ce
qui peut étre justifié par le fait que les opérations de manipulation dans ce cas sont plus
ouvertes et exposées a I’environnement externe du laboratoire par rapport a la méthode
SPE.

La LDM la plus élevée a été observée pour le DEP avec une valeur de 6,65 pg/L dans le
milieu NaCl extrait par LLE, mais cette valeur a diminué avec la SPE.

Dans le cas particulier du DEHP, les LDM sont d’environs 0,19 et 0,7 pg/L dans les
solutions de NaCl et de glucose, respectivement, avec la methode SPE. Ces valeurs
semblent tres intéressantes quand elles sont comparées a celles rapportées par la
littérature et qui sont de 10pg/L [15,141], 3ug/L [16], 0,5 ng/L [142] et 2,5ug/L [143].
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Parmi les composés étudiés, le NP est le seul composé qui n’a pas étre détecté dans les
blancs, ainsi sa LDM a été calculée par la méthode classique du rapport (signal/bruit)
multiplié par 3 en utilisant les solutions de NaCl et de glucose chargées a 1ug/L (BC) et
les résultats retrouves sont inférieures a 0,03 pg/L. Ces valeurs restent trés faibles par
rapport a la limite fixée par la norme de qualité environnementale pour le NP et qui est
de 0,3ug/L selon la directive européenne 2008/105/CE [144].

Nous estimons que les résultats des différents paramétres évalués sont satisfaisants et

que la méthode est fiable pour une application a I’analyse des relargables susceptibles de

migrer de poches plastiques dans les serums pour perfusion.

7.2.2 Vérification de efficacité des méthodes d’extraction des relargables.

L’efficacité¢ des procédés d’extractions SPE et LLE a été¢ évaluée sur des solutions
aqueuses de NaCl a 0,9% et de glucose a 5% chargees en analytes a 1 pug/L (BC) et 10
pg/L (HC) par la détermination des rendements d’extraction et qui sont indiqués dans le

Tableau 7.3.

Aux faibles concentrations BC (1pg/L), les deux méthodes LLE et SPE n’ont pas été
capables de récupérer certains composés a cause des interférences ou des contributions

du blanc qui dépassaient le niveau de dopage.

Aux cencentrations élevées HC (10 pg/L), les rendements d'extraction variaient selon la
technique utilisée, LLE ou SPE, mais au sein d'une méme méthode d'extraction, ils
étaient similaires dans les deux milieux NaCl et glucose.

En effet, ces deux milieux sont aqueux et présentent des propriétés physiques similaires
(un pH de 6 et une densité d’environ 1), ce qui n’a pas affecté I’extraction. Ceci est en

accord avec ce qui est a été rapporté par la bibliographie [145].

Dans le cas du DBP, nous avons obtenu des rendements éleves du fait d'une
contamination externe et les interférences sont plus importantes dans le cas de la
méthode LLE.
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Dans le cas du DEHP, le phtalate le plus intéressant dans notre étude car c’est le seul
plastifiant qui est autorisé dans les matériaux en PVC a usage parentéral, des rendements
d’extraction acceptables ont été¢ obtenus avec les deux méthodes LLE et SPE dans les
deux milieux NaCl et glucose comparativement & ceux cités dans la littérature a savoir
92,2+7,8% [15], 89 a 101+10 % [16] et 96+7,9% [99].

Les RSD obtenus sur trois essais étaient plus faibles dans le cas de la méthode SPE, ce
qui démontre sa meilleure reproductibilité attribuée principalement a une plus faible
manipulation de I'échantillon et un contact avec 1’environnement exterieur plus réduit

(Figure E.2 du dispositif d’extraction dans I’appendice E).

En effet, dans le cas de la méthode LLE, en plus d’une grande exposition du systéme a
I'environnement externe, l'utilisation de dichlorométhane comme solvant d’extraction,
qui est fortement exothermique provoque des pertes aprés agitation et ouverture du
robinet de I’ampoule a décanter. De plus, le trouble qui se forme entre les deux phases,
organique et aqueuse, ne permet pas de faire une récupération totale de la phase
organique et cet effet était plus prononcé dans le cas de la solution de glucose, ce qui

augmente les erreurs de manipulation.

Au vu des résultats obtenus, les deux méthodes SPE et LLE sont aussi bien intéressantes
que complémentaires et peuvent étre proposées pour évaluer les phénomeénes de
migration des additifs de matiéres plastiques dans des solutions aqueuses pour perfusion.
Cependant, pour I'analyse des relargables pour lesquelles, des concentrations trés faibles
sont attendues, la SPE serait plus appropriée car elle est plus précise et offre de

meilleures performances.

En effet, la SPE est plus avantageuse, moins laborieuse et peut étre appliquée
directement et en une seule opération sur de grands volumes d’échantillons, permettant
des pré-concentrations élevees et une détection de composés a 1’état de traces possible.
La LLE peut également étre utilisée pour confirmer et valider les résultats.

Pour la suite de I’étude, nous avons utilisé uniquement la SPE pour la détermination des
taux de relargables et la recherche du DEHP dans les solutions aqueuses pour perfusion
en prenant de grandes précautions dans la manipulation des échantillons pour minimiser

la contribution des blancs.
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7.2.3 Application de la méthodologie aux essais de migration de plastifiants a

partir de matiéres premiéres en PVVC (granulé et films).

Les tests de migration permettent d'évaluer, dans des conditions contrélées et souvent
plus aggressives que 1’état réel, la quantit¢ de composés pouvant migrer a partir de

matiere plastique.

Dans le cas de matériel médical et pour évaluer le risque d'exposition des patients
perfusés aux plastifiants contenus dans les dispositifs médicaux en PVC, BERNARD et
al. [146] proposent une méthode dynamique en utilisant un systéme fermé d’une
tubulure en PVC plastifié (env. 2 L via 13 dm?) conservée a une température de 25°C
pendant une durée de 24 h; la tubulure est remplie par un simulant a base d’éthanol et
d’eau a 50/50 (v/v) pour se mettre dans les conditions les plus favorables a la migration

et se rapprocher aussi des caractéristiques du sang humain.

Dans notre étude, 1’eau a été choisie comme simulant le plus approprié du serum salé ou
glucosé utilise comme véhicule pour perfusion de produits pharmaceutiques dans les

milieux hospitaliers.

Les résultats de migration sont reportés dans le Tableau E.2 (Appendice E) et

représentes par la Figure 7.2.

La plupart des composés ont été identifiés dans les matieres premiéres en PVC (film ou
granulé), ceci confirme que la méthodologie proposée a savoir I’extraction par SPE et
I’analyse par GC-MS est tres appropriée pour mettre en évidence les phénomeénes de
relargage a partir de matieres plastiques. Aussi les conditions adoptées, a savoir la
stérilisation a 1'autoclavage et 1’utilisation de I’eau comme milieu de contact, simulent
étroitement les conditions réelles de fabrication de poches ou matériel médical a usage
parentéral.



Tableau 7.3 : Rendements d’extraction par LLE et SPE des relargables dans les solutions de NaCl et
de glucose chargées a 1 pg/L (BC) et 10 pg/L (HC), n = 3.

Solutions de NacCl Solutions de glucose

" %R MDL | %R MDL | %R MDL | %R MDL

%; LLE LLE Hg/L | SPE SPE Hg/L |LLE [LLE Ho/L | SPE SPE Hg/L

§ BC HC BC HC BC | HC BC HC
DMP 108+12 | 110+4 | 0,35 |80+10 | 786 0,27 165 | 62+27 | 0,31 19+3 88+20 | 0,43
DEP n.d.* 8516 6,65 | 102+14 | 112+16 | 0,85 n.d. 91+1 0,89 n.d. 79+15 3,13
OP n.d. n.d. n.d. n.d. 4445 1,59 n.d. n.d. n.d. n.d. 93+29 1,65
BP 107+29 | 113+34 | 0,16 | 58+7 117+13 | 0,11 n.d. 107+48 | 1,0 n.d. 45+3 0,80
NP 73+1 107+13 | 0,03 | 87+7 113+7 0,015 | 86x14 | 12949 0,03 85+26 7710 0,02
DBP 11248 17039 | 0,36 | 110£15 | 152+13 | 0,26 n.d. 197120 | 2,38 148+19 | 159+13 | 0,94
BBP n.d. n.d. n.d. 100+34 | 6516 0,04 n.d. 82+7 0,99 n.d. 4315 1,05
DEHA | 112428 | 11147 0,27 | 6212 | 56x1 0,88 n.d. 131+10 | 2,34 n.d. 86x14 3,31
DEHP Int** 86+17 2,16 | 109+15 | 7244 0,19 int int int 97+2 704 0,7

*n.d. = non detecté.

**int. = interferences externes.
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Nous remarquons que les résultats des taux du DEHP étaient les plus éleves. Ceci est
justifié par le fait que c’est le seul plastifiant qui est autoris¢ officiellement dans le

PVC plastifié a usage parentéral.

Aussi, les niveaux détectés sont plus importants dans le cas du granulé (5461 + 844
pa/kg) par rapport au film (38,7 = 6 pg/kg) ( les chromatogrammes sont représentés
par la Figure 7.3) et reflete la différence dans la composition des deux matériaux

analysés.

En effet, le film et le granulé sont utilises respectivement dans la fabrication de
poches et de tubulures. La tubulure étant plus flexible, elle necessite
systématiquement plus de plastifiant, de plus, elle est stérilisée vide (aucun contact
avec le solvant), ce qui diminue le risque de migration par rapport a la poche qui, elle
est stérilisée une fois remplie de sérum. D’un autre coté, la forme sphérique du
granulé peut aussi étre un facteur favorable a la diffusion du plastifiant. En effet, ces
derniers se dispersent totalement losqu’ils sont mis en contact avec 1’eau
contrairement aux films (coupés en piéces de 2x2 cm?) qui s’adhérent et se collent
entre eux, diminuant ainsi le contact surface/milieu.

Tous ces facteurs peuvent justifier cette grande différence entre les taux de DEHP
détectés dans les deux types de matériaux.

Il n'y a pas de législation concernant les niveaux maximums de migration dans les
produits pharmaceutiques ou les dispositifs médicaux. Toutefois et a des fins de
comparaison, les niveaux retrouvés ont été comparés au reglement 10/2011/CE de la
Commission Européenne [7] relatif aux études de migration dans le domaine

alimentaire.

La limite de migration spécifique (LMS) du DEHP qui a été évaluée pour ses risques
pour la santé humaine conformément au réglement 793/93/CEE de la Commission
Européenne [147] et aux réstrictions d’utilisation prévues dans la directive 76/769/

CEE [22] est de 1500 pg/kg d'aliment ou de simulant d'aliment.
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Cette limite reste supérieure aux niveaux de DEHP retrouvés dans nos echantillons
quand ils sont rapportés a 1L (1kg) d’eau représentant la denrée alimentaire et qui
sont d’environs 82,0 ng/Kg et 0,6ug/Kg, respectivement pour le granulé et le film.
Mais cette comparaison n’est pas justifiée par rapport a la voie d’administation qui est

beaucoup plus risquée dans le cas d’une perfusion intraveineuse.

En ce qui concerne les autres phtalates, leurs niveaux de migration restent faibles mais
non negligeables, ce qui confirme que les matiéres premiéres utilisées ne sont pas

plastifiées uniquement au DEHP.

En effet, le DBP peut étre utilisé comme plastifiant de polymeéres industriels dans les
matériaux recyclés ou dans les emballages mis en contact avec les aliments non gras
selon I’Agence Européenne des Produits Chimiques [148]. 1l peut se retrouver comme
agent de support technique dans les polyoléfines a des concentrations allant jusqu'a
0,05%. Sa LMS est de 300 pg/kg de denrée alimentaire.

Quant au DEP, c’est un plastifiant de maticres plastiques qui ne figure pas dans le

reglement 10/2011/CE [7].

Enfin, le DEHA est inclus dans la liste des plastifiants alternatifs au DEHP [149]. Il
est utilisé dans une grande variété d'emballages plastiques, en particulier lorsqu'une
flexibilité est requise a basse température [150].

De méme, 1’étude de migration réalisée par BERNARD et al. [146] sur des tubulures
en PVC a démontré la présence de plusieurs plastifiants mais le DEHP était celui qui
présentait la capacité de migration la plus élevée en fonction du temps de contact avec

un taux équivalent a 347,1+29,1 pug/mL.

Les benzophénones sont des diphénylcétones non substituées utilisées comme
stabilisants de matiéres plastiques contre les rayons UV pour empécher la
décoloration, ainsi que les fissures et la perte de propriétés physiques dues au soleil
[151]. Elles sont utilisées comme additifs ou auxiliaires de production de polymere et
comme catalyseur photo amorceur pour les encres et laques durcies a la lumiére UV
[152].
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Les résultats du Tableau E.2 (Appendice E) montrent que la BP peut migrer a partir
du matériau en PVC, film et granulé (environ 32,8 + 1,6 pug/kg et 26,4 + 5,8 pg/kg,
respectivement), mais son utilitt comme additif dans ce type de matériaux (usage
parentéral) n’est pas justifiée.

La présence de la BP a aussi été rapportée dans une étude réalisée sur des solutions
pour perfusion en NaCl et glucose contenues dans des poches en plastique [153]
malgré que cette derniére soit associée a une activité endocrinienne, cancérigene et
allergigeante [154, 155].

Quant aux BBP, OP et NP, ces derniers n'ont été détectés dans aucun des échantillons,

ce qui indique que ces composés ne sont pas utilisés comme additifs du PVC a usage

parentéral.
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Figure 7.2 : Taux de migration de différents contaminants (ug/kg) a partir de MP en
PVC (granulé et film) apres stérilisation a 121°C pendant 20min par SPE (n=3).



105

d:\dades\...\sivia2015\isq15041 ~* *~ 04/15/15 20:16:57
RT: 26.17 - 29.64
2831 N

100 2887
imz=

904 1148.50-
114950 NS

809 IsQ150415.0
f1_s12

704 ik
[L97EB

60+ Iniz=
[148.50-

504 114950 NS
Isq150415_01

40 [s15

30

20

10 8.31\

2619 2635 2652 857 2668 2679 2691 2699 27.08 27.24 2731 2147 2157 21.66 21.77  27.91 2800 2815 /\\ 2842 2852 28.65 2883 2889 29.03 29.15  29.33 20.38 29.47 2957
=T LB B B s B e By B e B B B B B By =TT = LI LA s e

T T T T T T T T T T L T L T T T T
2.2 264 26 ik} 210 22 214 216 218 20 282 284 26 28 20 202 204 26

Time (min)

1SQ150415 01 _S12#2708 RT: 28.30 AV: 1 NL: 6.99E5
T. + ¢ EI'SIM ms [90.50-91.50, 111.50-112.50, 112.50-113.50, 118.50-119.50, 128.50-129.50, 146.50-147.50, 148.50-149.50, 166.50-167.50, 187.50-188.50, 205.50-206.50, 212.50-213.50, 223.50-224.50, 227.50-228.50, 241.50-242.50, 278.50-279.50]

1005

507 167.00

2] 290
3100 11300

o0 12900 1700 -
‘ ‘ | ‘ 188,00 om0 2200
L L e it N S

T T t T T Tt T T T T
100 110 120 130 140 150 160 1mn 180 190 200 210 20 20 240 250 260 210
miz

Figure 7.3: Chromatogrammes et spectre de masse du DEHP (m/z = 149) dans le
granulé et le film (stérilisation a I’autoclave, extraction SPE).

7.2.4 Application de la méthodologie a I’évaluation du taux de relargables dans

les solutions agueuses pour perfusion a partir de poches en plastique.

Les résultats des taux de relargables retrouvés dans les solutions agqueuses pour
perfusion de NaCl et de glucose conditionnées dans les poches en PVC nouveau
(PVCN), en PVC périmé (PVCP) et en multicouches périmées (MCP) apres
extraction par la méthode SPE sont indiqués dans le Tableau E.3 (Appendice E) et

représentés par les Figures 7.4 , 7.5 et la Figure E.3 (Appendice E).

Parmi les composés recherchés, seul le DEHP est détecté dans les poches en PVC
alors que dans la MLP, ce sont le DEP et le DBP qui ont été identifiés.

Les reésultats montrent une fois de plus que les deux milieux aqueux en NaCl et en

glucose n’influent pas sur la migration des relargables.
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Figure 7.4 : Taux en (ug/L) de plastifiants retrouvés dans les solutions pour perfusion
conditionnées dans les poches en PVCP, PVCN et en MCP.
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Figure 7.5 : Chromatogrammes des plastifiants retrouvés dans les solutions de NaCl
conditionnées dans les poches en PVVCN, en PVCP et en MCP avec une solution
standard a 10 pg/L apres extraction par SPE.
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En plus des phtalates DEHP, DEP et DBP, d’autres pics étaient présents dans les
chromatogrammes des échantillons. Une tentative d’identification a été effectuee par

comparaison des spectres de masse obtenus avec ceux de la librairie X-Calibur.

Les résultats des identifications sont reportés dans le Tableau 7.4 et représentés par les
Figures 7.6, 7.7 et 7.8 et la Figure E.4 (en Appendice E).

Nombreuses sont les études qui ont démontré la migration du DEHP a partir de lignes
pour dialyse ou tubulures en PVC plastifié mais uniqguement dans les milieux a
caractére lipophile comme le sang, le plasma, émulsions lipidiques ou solutions

intraveineuses qui contiennent des anticoagulants ou tensioactifs [15, 156-158].

Quant au milieu purement hydrophile comme les solutions aqueuses pour perfusion,
la migration du DEHP a souvent été considérée négligeable ou nulle, justifiée par sa
faible solubilité dans 1’eau (Fiche DEMETER 015 2010) [145, 153].

Paradoxalement, dans le domaine agroalimentaire, le DEHP a été détecté dans 1’eau
minérale et les boissons aqueuses mais a des taux trés variables d’une étude a ’autre
ceci pouvant étre lié a la nature du matériau plastique, les conditions de stockage, les
méthodes d’analyse et d’extraction ainsi qu’aux contaminations externes [5, 93, 137,

159- 161].

Dans notre étude, le DEHP a pu étre détecté dans les serums salé et glucosé (milieu
aqueux) conditionnés dans le PVCN a des taux de 4,31 + 0,5 et de 4,29 £ 0,25 pg/L,
respectivement grace a la bonne sensibilité de la méthode GC-MS et surtout a
I’efficacité du processus d’extraction SPE qui permet une bonne pré-concentration de

I’échantillon.



en PVC et en MCP (librairie X-Calibur)..

Tableau 7.4 : Composés identifiés dans les solutions pour perfusion conditionnées dans les poches

Cas du PVC Cas de la MCP

Tr min | Fragments Composé Tr min | Fragments Composé
(probabilité %) (probabilité %)
Acide 2-Ethyl- ijgg igi 114697’ 129233 Des dérivés de

4,62 73, 88, 101, 116, 129 hexanoique ’ B, ’acide phtalique
(929%) 32,69 104, 149, 193, 208 (67%)

35,84 104, 149, 193
Un dérivé de
100, 101 2-éthyl 1-hexanol
88 100,101,883 (582 /3’ exano 836 | 129,111,101, 83 | Iacide adipique
’ (5%)

11,33 | 91,106, 120, 196 Dibenzylamine (92%) | 5,61 | 113, 85, 84 é"’;ﬂg'amme
Monophtalate de (2-

20,95 | 149, 167,112, 70 éthyl-hexyle) 2,4-bis(1,1-
(52%) 784 | 191,206 diméthyléthyl)
Acide buténedioique, bis phenol

23,47 | 112,100, 113, 211, 83 | (2-6thylhexyl) ester (57%)

(529%)
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Dans le cas des poches en PVCP, les taux de DEHP retrouves sont de 48,2 + 1,2 et
51,3 £ 0,97 pg/L dans les solutions saline et glucosée, respectivement, ce qui
représente environ 10 fois la concentration détectée dans les poches en PVCN; ceci
confirme avec certitude la provenance de ce plastifiant a partir du matériau plastique
et sa capacité de migration méme dans un milieu purement hydrophile.

Aussi ce résultat refléte 1’intérét a accorder aux conditions de stockage pour diminuer
les risques de migration de plastifiants a partir de conditionnement plastique vers le

contenu [93].

Dans une ¢étude similaire, un taux de 3,72 pg/L de DEHP a ét¢ détecté par GC-MS
dans des solutions salines pour perfusion conservées dans des poches périmées en
PVC plastifié. Cette valeur, plus faible que celle retrouvée dans notre étude peut étre
attribuée au procédé d’extraction utilisé (procédé LLE avec 1’hexane comme solvant
d’extraction) [106].

Il est important de signaler que la poche en PVC plastifié est considérée conforme et
utilisable tant qu’elle n’a pas dépassé le délai de péremption (3ans). Par conséquent et
en majorant, si avec un taux de DEHP proche de 50ug/L (moyennant 2 a 4 poches par
jour pour un malade hospitalisé pour une durée de 2 a 4 jours), le taux peut atteindre
facilement les 400 pg.

Si, a cette valeur s’ajoute le DEHP provenant des autres éléments de la ligne de
dialyse comme la tubulure et les contaminations externes, la quantité finale ne sera
plus négligeable et sera méme préoccupante surtout avec le risque lié a la voie

d’administration parentérale.

Ce phtalate reste toujours autorisé a 40% (m/m) dans le PVC plastifié destiné a cette
voie d’administration selon les exigences de la Ph. Eu. en vigueur, bien que sa
migration dans le contenu soit démontrée et ce, quelle que soit sa nature (lipophile ou

hydrophile) et qu’elle augmente avec la durée de contact (conservation).

Dans le cas de la multicouche périmée MCP, le DEHP n’a pas été détecté ; ce
matériau, composeé par trois couches en PP, PA et PEHD (collées entre elles avec un
adhésif en PU) a été utilisé comme alternatif au PVC plastifié pour éviter la
migration du DEHP.
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En revanche, deux autres plastifiants, DEP et DBP ont été détectés dans la solution de
perfusion en NaCl a des taux de 4,14 + 0,6 et 0,79 = 0,1 pg/L, respectivement. Ces
plastifiants ne sont pas autorisés par la Ph. Eu. [162, 163], seul le PU (qui n’est pas
monographié dans la pharmacopée) pourrait étre la source de ces deux phtalates
[164].

Méme si le taux global de phtalates qui a diffusé a partir de la MCP reste faible
comparativement a celui du DEHP provenant du PVCP, cela constitue une non-
conformité par rapport a la réglementation qui n’autorise pas leur utilisation dans ce
type de matériau. De plus, le DBP est classé dans la méme catégorie que le DEHP et

ne peut étre utilisé comme alternatif de ce dernier [22].

La migration de phtalates comme le DEHP, le DEP et le DBP a été mise en évidence
dans les cas de conditionnements en PVC déclaré sans phtalates par les fabricants
[153, 165], de matériaux co-extrudés [17] ou de multicouches [166] utilisés dans la

fabrication du matériel médical.

Finalement, ces matériaux proposés comme alternatifs au PVC plastifié n'offrent pas
plus d'inertie et de sécurité que ce dernier et les données cliniques sont nécessaires
pour estimer I'exposition réelle des patients au DEHP ou a ses alternatifs a partir de
dispositifs médicaux [166].

Plusieurs auteurs ont pu mettre en évidence, en plus de la migration des phtalates, la
présence de produits de dégradation de ces derniers et en particulier ceux du DEHP.
En effet, I’hydrolyse des phtalates permet d’obtenir des mono-esters comme le mono
phtalate de (2-éthylhexyle) MEHP dans le cas du DEHP et 1’alcool 2-éthylhexanol (2-
HE). Le mono-ester se convertit en acide phtalique alors que 1’alcool 2-éthylhexanol
s’oxyde pour donner de 1’acide 2-éthylhexanoique (2-EHA) [167-171].

Dans le cas du PVC, nous avons pu mettre en évidence la présence du monophtalate
de (2-éthylhexyle), de I’acide 2-éthylhexanoique ainsi que le 2-éthyl-1-hexanol

confirmant ainsi la présence du DEHP (Tableau 7.4 et Figure 7.6).
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Figure 7.6: Scan de la solution de perfusion conditionnée dans le PVCP



112

Dans le cas de la MCP, ce sont des dérivés de 1’acide phtalique (Figure 7.7) qui ont

été détectés, confirmant la présence de phtalates dans cette derniére aussi.
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Figure 7.7 : Scan de la solution pour perfusion conditionnée dans la MCP (mode TIC
a M/z=149 pour les phtalates).

Quant aux antioxydants utilisés comme stabilisants de matieres plastiques, leur
hydrolyse a haute température permet d’obtenir des sous-produits qui jouent eux-
mémes le méme role [172-178]. 1l s’agit d’un mélange de phénols, de phosphites et

d’acide phosphorique.

Dans la MCP, nous avons pu mettre en évidence la présence du 2,4-bis (1,1-diméthyl-
éthyl) phénol [174] qui est un produit de dégradation de I’Irgafos 168, un antioxydant
autorisé par la Ph. Eu. dans les polyoléfines comme le PE qui constitue la couche
interne de la MLP (Tableau 7.4, Figure 7.8 et Figure E.4 (Appendice E)).
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Figure 7.8 : Scan de la solution pour perfusion conditionnée dans la MCP (pics non
identifiés).

Le Caprolactame a aussi été identifié dans le cas de la MCP (Figure 7.8). C’est le
monomeére du polyamide 6 (nylon 6) et ne peut provenir que de la couche
intermédiaire du matériau [179]. Ce compose a aussi été détecté dans des solutions
intraveineuses stockées dans des poches en multicouches et méme dans des poches en
PVC protégées par une enveloppe protectrice en tri-laminée.

Finalement, le caprolactame peut migrer a travers plusieurs couches de matériaux

pour contaminer les solutions pour perfusion [38, 172, 180].

La dibenzylamine a été identifiée dans les solutions pour perfusion conditionnées
dans du PVC (Figure E.4 Appendice E). C’est un composé qui peut étre utilisé
comme accélérateur de réaction de polymérisation mais son utilisation dans le PVC

n’est pas justifiée, d’autant plus que les données toxicologiques ne sont pas définies

[181].
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D’autres pics ont été détectés mais les produits correspondants n’ont pas pu étre
identifiés dans la librairie X-Calibur comme c’est le cas du pic intense a 12,07min
dans la poche MCP (Figure 7.8).

Ces pics peuvent correspondre a des impuretés provenant de I’environnement, aux
détergents utilisés lors des nettoyages du matériel de fabrication ou aux produits de
dégradation. Ils sont désignés par NIAS (NIAS = substances not intentionally added)
[5, 182, 183].

Alors que dans le domaine agroalimentaire, les niveaux de migration et d’exposition
(niveau maximum d’absorption journaliére) sont bien établis [7,184], ces informations
manquent dans le domaine pharmaceutique. L’exposition et les risques potentiels du
DEHP et des autres additifs de matieres plastiques par transfusion n'ont pas été

complétement évalués.

7.3 Conclusion.

Dans cette étude est décrite la méthodologie a adopter pour le suivi des phénomenes
de migration de relargables a partir de poches en matieres plastiques dans des
solutions aqueuses pour perfusion de NaCl et de glucose utilisées comme véhicule de
médicaments.

Il est important d’effectuer une vérification de tous les €léments clés de la procédure
proposée se rapportant a la fiabilité de la méthode d’analyse GC-MS, ’efficacité des
procédés d’extraction et surtout a la contribution des contaminations externes (dans le

cas de composés omniprésents comme les phtalates).

De nouvelles informations sont fournies sur les niveaux de migration de divers
plastifiants, en particulier le DEHP, a partir de matériaux en PVC dans des solutions
aqueuses. En effet, 1’étude, réalisée sur la matiére premiére en PVC utilisée dans la
fabrication de dispositifs médicaux a révélé la preésence de plusieurs plastifiants dont
le DEHP qui reste majoritaire avec des taux qui dépassent les 5000 ug/kg de matiére
plastique et ce, dans des conditions similaires a celles utilisées dans la fabrication de

ces derniers (stérilisation a I’autoclave a 121 °C pendant 20 min).
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Aussi, I’¢tude a confirmé la migration du DEHP a partir de poches en PVC plastifié
dans les solutions de perfusion aqueuses salines et glucosées; en effet, des taux
d’environ Sug/L ont été détectés dans des poches en PVCN et cette teneur a augmenté

de plus de 10 fois dans les poches en PVCP.

Dans la MCP utilisée comme alternative au PVC plastifié, le DEHP n’a pas été
détecté mais d'autres phtalates, a savoir la DEP et la DBP, ont été détectés a des taux
de 4,14 et 0,7 pg/L, malgré qu’ils ne sont ni autorisés par la pharmacopée ni
mentionnés dans le dossier technique du fournisseur, ce qui ne diminue en rien des

phénomenes de relargage.

En plus des plastifiants détectés, d’autres composés ont pu étre mis en évidence grace
a la librairie X-Calibur dans les solutions pour perfusion (provenant de réactions de
dégradation, d’hydrolyse, d’oxydation ou autres additifs de matiéres plastiques).
L’origine de ces composés peut étre attribuée aux phénoménes de migration a partir
du conditionnement plastique méme dans le cas d’utilisation du PEHD (couche
interne de la MCP) qui est favorisée pour son inertie.

La présence de ces contaminants montre que les exigences concernant la qualité des
matieres plastiques utilisées dans le conditionnement pharmaceutique ne sont pas

entierement respectées méme dans le cas d’une utilisation parentérale.

Au vu de cette synthese, nous pouvons affirmer que les résultats des taux de
contaminants observés dans les sérums de NaCl ou de glucose indiquent que la
transfusion peut étre une source de phtalates chez I’homme et que ces taux peuvent
représenter un risque potentiel pour les patients recevant des transfusions surtout
réitératives. Le risque de contamination étant assez élevé pour I’homme, nous mettons
en garde la dangerosité de ces produits a des fins thérapeutiques pour ce type de
patients.
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CONCLUSION GENERALE

Une contribution aux études d’interaction contenu-contenant a fait 1’objet de cette
étude et a porté principalement sur le conditionnement en PVC pour forme séche

(comprimé) et pour solutions aqueuses pour perfusion (sérums salé et glucosé).

Dans le cas du contrdle qualité, une méthode d’extraction par dissolution-précipitation
(THF/ éthanol) et des méthodes d’analyse fiables par spectrométrie UV et par
chromatographie HPLC sont proposées pour I’analyse du DEHP dans le PVC plastifié
a usage parentéral. Leur application pour 1’analyse du DEHP dans la matiere premiere
(granulé) et la poche en PVC plastifié a donné des résultats conformes aux normes
fixées par la pharmacopée européenne. Cette procédure, optimisée et validée, a aussi
été appliquée au nouveau lot de matiére premiére en PVC plastifié déclaré sans
phtalates et destiné aux services de pédiatrie, de néonatologie et de maternite.

Les résultats tres satisfaisants obtenus ont démontré d’une part 1’absence du DEHP et,
d’autre part, la possibilit¢ d’adopter cette méme méthodologie pour I’analyse du
plastifiant alternatif du DEHP dans le nouveau matériau en PVC sous réserve de

disposer d’un standard.

L’analyse par GC-MS quant & elle, a confirmé 1’absence du DEHP dans le nouveau
matériau et a permis d’identifier le plastifiant alternatif comme étant un mélange
d’acide oléique et d’oléate d’éthyle provenant d’acides gras utilisés comme bio-
plastifiants dans les polymeéres plastiques. L’utilisation de ces substances naturelles
comme plastifiants du PVC est trés rassurante pour répondre aux exigences de la

qualité et surtout de la sécurité des dispositifs médicaux mis sur le marche.

Les phénomeénes d’interaction contenu-contenant sont évalués sur le contenant (par le
suivi des variations qui se produisent dans le conditionnement plastique) grace la
spectrométrie FTIR ou bien, sur le contenu (par la détermination des relargables dans
la forme pharmaceutique par chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse GC-MS.
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La spectrométrie FTIR a été appliquée dans le cas d’une forme « comprimé »
conditionnee dans des blisters en PVC. Les variations observées dans les spectres
obtenus en fonction du temps de contact (> 3 ans) ont été attribuées a d’éventuels
phénomeénes de sorption ou de relargage entre le couple (contenu/contenant). Cette
approche méthodologique est trés intéressante car elle peut étre adoptée lors des
études de stabilité par le suivi simultané des spécifications de la forme
pharmaceutique (contenu) et des évolutions qui se produisent dans le matériau de
conditionnement plastique (contenant) par FTIR. Cette méthode simple et de mise en
ceuvre facile (application directe sur le matériau) peut révéler d’éventuels échanges

entre le produit et son conditionnement.

En ce qui concerne la recherche des relargables dans le contenu, 1’utilisation de
techniques tres performantes est nécessaire. Dans cette étude, la recherche des
migrants s’est limitée a une série d’additifs dont les plastifiants et en particulier le
DEHP, dans les solutions aqueuses pour perfusion de NaCl 0,9% et de glucose 5%
(milieu purement hydrophile) conditionnées dans des poches plastiques en PVC
plastifié et en multicouches. La fiabilité de la méthode d’analyse GC-MS utilisée et
I’efficacité du procédé d’extraction SPE proposé ont été vérifiées en tenant compte de
la contribution des contaminations externes (omniprésence des substances
recherchées).

Des taux de DEHP équivalents a 5ug/L ont été détectés dans les solutions pour
perfusion conditionnées dans du PVCN (nouveau lot) alors qu’il a augmenté de plus
de 10 fois (> 50ug/L) dans le cas de poches en PVCP (périmées), ceci confirme sa
provenance ou sa migration a partir du matériau plastique.

Dans le cas de la multicouche MCP, utilisée comme alternative au PVC plastifié (pour
éviter le probleme des phtalates), le DEHP n’a pas été identifié, en I’occurrence, deux
plastifiants, a savoir la DEP et la DBP ont été détectés a des taux de 4,14 et 0,7 pg/L.
Ces phtalates ne sont pas autorisés par la pharmacopée dans ce type de matériau et le

DBP est classé dans la méme catégorie que le DEHP.

Grace aux performances du logiciel X-Calibur, d’autres composés ont pu étre
identifiés dans le sérum comme le produit de dégradation de 1’Irgaphos (antioxydant
utilisé dans les polyoléfines), des produits d’hydrolyse et d’oxydation du DEHP et le

caprolactame (monomere du polyamide).
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L’origine de ces composés ne peut tre attribuée qu’aux phénomenes de migration a

partir du conditionnement plastique que ce soit en PVC ou en MCP.

La présence de ces contaminants démontre clairement le non respect des exigences
concernant la qualité des matiéres plastiques utilisées dans le conditionnement
pharmaceutique surtout a usage parentéral (voie d’administration la plus crtitique) et
les taux des phtalates observés méme dans un milieu hydrophyle (cas du serum salé
ou glucosé) peuvent représenter un risque potentiel pour les patients recevant des

transfusions surtout réitératives.

Alors que dans le domaine alimentaire, les niveaux de migration, l'exposition et
I'évaluation de l'ingestion journaliere totale et les concentrations maximales sont bien
établies, ces informations manquent dans le cas de produits pharmaceutiques.

En effet, I'exposition et les risques potentiels du DEHP et d'autres additifs plastiques

par transfusion n'ont pas été complétement évalues.

Pour ce, des dispositions réglementaires plus rigoureuses et harmonisées concernant
la pureté et la composition des matériaux utilisés dans le conditionnement
pharmaceutique doivent étre prises afin d’assurer un haut niveau de protection de 1a

santé et de |’environnement.

Il ressort de la synthese de cette recherche que 1’évaluation de la relation contenu-
contenant peut étre plus aisée par une meilleure connaissance du conditionnement
couplée a celle du médicament; en effet, I’échange d’informations entre les deux
parties directement impliquées (industriel pharmaceutique/ producteur de
conditionnement) par le biais de contrat définissant les aspects confidentialité et
informations protégées serait la solution pour pallier aux problémes des interactions
contenu-contenu et permettrait de définir les choix du matériau lors de la phase du

développement pharmaceutique.
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En perspectives a cette étude, il serait intéressant de :

e Valider la méthode d’analyse du DEHP et du plastifiant alternatif dans le
nouveau lot de PVC selon les exigences définies dans le dossier d’enregistrement
AMM et son utilisation dans les controles de routine aprés acquisition des
substances de référence ;

e Approfondir la recherche bibliographique sur les bio-plastifiants, leurs effets
toxicologiques et leur migration éventuelle,

e Vérifier la méthodologie proposée pour le suivi des interactions C/C par FTIR
dans le cas d’une forme liquide dans laquelle les échanges sont généralement plus
importants (ex. poches plastique pour perfusion),

e Appliquer la spectrométrie FTIR pour évaluer la compatibilité du PVC plastifié
au plastifiant alternatif du DEHP (utilisé dans les DM) avec des milieux
lipophiles (cas des émulsions utilisées en perfusion) par le suivi des bandes
spécifiques de ce dernier en fonction du temps de contact.

e Compléter I’identification par GC-MS des composes relargués dans les sérums
salé et glucosé surtout dans le cas du pic intense observé dans la MCP
(multicouche), évaluer leurs teneurs en utilisant des substances de références et

les comparer aux exigences réglementaires.



APPENDICE A

LISTE DES ABREVIATIONS.

ANSM :

ANSES :

ATR:
BBP:
BC:
BP:
C/C:
°C:
CCM :
CE:

CE JRC:

CERHR :
GC-MS::

CPG:
CV:
DBP :
DEHA:
DEHP :
DEP :
DIDP :
DINP :
DM :

Absorbance

Agence Nationale de sécurité du médicament et des produits de
santé

Agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de
I’environnement et du travail

Spectromeétrie a réflexion totale atténuée

Phtalate de butyle et benzyle

Basse concentration

Benzophénone

Contenu/contenant

Degré Celsius

Chromatographie sur couche mince

Commission Européenne

Institut of health and consumer protection toxicology and
chemical substance.

Center for the Evaluation of Risks to Human Reproduction.
Chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrometre de
masse.

Chromatographie en phase gazeuse
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APPENDICE B

GLOSSAIRE.

Absorption : phénoméne physique correspondant a la pénétration des molécules de
soluté dans la paroi du matériau.

Additif : substance ajoutée au produit, fabriquée par synthése ou isolée par extraction.
Adjuvant: substance fabriquée par synthése ou isolée par extraction ajoutée au matériau
du contenant pour sa fabrication ou sa transformation.

Adsorption : phénoméne physique de surface réversible traduisant 1’adhésion des
molécules du soluté & la surface du matériau. Interaction de type électrophile,
hydrophile, nucléophile, forces de Van der Waals, produisant une couche mono-
moléculaire de soluté a I’interface liquide.

Analyte : Substance recherchée ou déterminée, objet de la méthode d'analyse.

Blanc: Essai réalisé en I'absence de matrice (blanc réactif) ou sur une matrice qui ne
contient pas l'analyte (blanc matrice) ou qui provient d'un instrument (blanc
instrumental).

Coefficient de variation (CV) : Souvent appelé 1’écart-type relatif (RSD). C’est une
mesure de précision des études quantitatives qui compare la variabilité des différents
ensembles avec les différentes moyennes.

Compatibilité : résultante des interactions entre matériaux et formulation. Tests
¢valuant D’intégrit¢é du packaging par rapport au produit fini, aucune interaction
significative pouvant causer des modifications sérieuses entre le contenant et le contenu
telles que la modification de I’efficacité du produit, la stabilité du produit, ou qui
ajouterait un risque de toxicité.

Conditionnement primaire : partie du conditionnement qui est au contact direct avec le
contenu.

Contenant : matériau ou objet d’emballage ou de conditionnement de la forme
pharmaceutique.

Contenu : forme pharmaceutique conditionnée dans son conditionnement primaire.



Date de peremption : Date apposée sur le contenant ou I'étiquette d'une substance
active, spécifiant la durée pendant laquelle la substance active est supposée rester a
I'intérieur des spécifications établies pour sa durée de vie si elle est stockée dans des
conditions definies, et apres laquelle elle ne doit plus étre utilisée.

Désorption : phénoméne dans la continuité des phénoménes d’adsorption et
d’absorption. Il s’agit de la traversée de la paroi du contenant par les molécules de la
solution.

Ecart type relatif (RSD) : C’est I’écart type, divisé par la valeur absolue de la moyenne
arithmétique, exprimé en pourcentage. Il fait référence a la précision de la méthode.
(appelé aussi le coefficient de variation CV).

Etude d’interaction : étude menée pour détecter les échanges entre les composants du
contenant et le contenu, dans les conditions normales d’utilisation du produit, induisant
des changements inacceptables dans la qualité du produit ou du conditionnement.
Excipient : substance autre que le principe actif entrant dans la composition du produit
fini.

Extractibles : espéces chimiques extraites du contenant a 1’aide d’un solvant approprié,
dans des conditions extrémes de température et de durée d’extraction.

Faux négatif : Echantillon pour laboratoire et/ou pour essai contenant I’analyte, pour
lequel le résultat de la méthode d’analyse utilisée est négatif.

Faux positif : Echantillon pour laboratoire et/ou pour essai ne contenant pas 1’analyte,
pour lequel le résultat de la méthode d’analyse utilisée est positif.

Interférence : Réaction intrinséque ou extrinséque sans rapport avec ’analyte (par
exemple, le bruit) due a des facteurs électroniques, chimiques ou autres en rapport avec
les instruments, I’environnement, la méthode ou 1’échantillon.

Méthode multi-résidus (MRM) : Une méthode permettant de déterminer un grand
nombre de composes provenant généralement de différentes classes chimiques.
Migration : libération de substances (relargables) des composants du contenant vers le
contenu dans des conditions normales d’utilisation. La migration est surtout étudiée dans
le cas d’un contact liquide-solide (forme pharmaceutique liquide/matériau
conditionnement solide).

Perméabilité : propriété physique d’un matériau qui se laisse traverser par un fluide

(liquide, vapeur, gaz).



Perméation : phénomene physique consécutif a 1’adsorption et 1’absorption,
correspondant a la traversée de la matrice par les molécules de soluté ou du milieu
extérieur.

Relargable : substance chimique qui peut migrer du contenant vers le contenu dans les
conditions normales d’utilisation ou pendant la durée de validité du produit.

Sécurité : les matériaux utilisés dans les contenants ne doivent pas relarguer des
substances nocives ou indésirables qui exposeraient le patient lorsque celui-ci est traité
par le médicament. La sécurité du patient nécessite la connaissance de la toxicité des

additifs présents dans les matériaux.



APPENDICE C

Tableau C.1 : Résultats de la linéarité de la méthode d’analyse du DEHP par
spectrometrie UV et par HPLC.

Solution étalon 1 2 3 4 5 6
C (mg/ml) 0,005 | 0,016 | 0,027 | 0,038 0,049 0,055
uv A a276nm 0,030 | 0,053 0,1 0,123 0,157 0,17
A a225nm 0,176 | 0,382 | 0,673 | 0,848 1,083 1,18
C (mg/ml) 0,005 | 0,016 | 0,027 | 0,038 0,049 0,055
HPLC Sa225nm 247,34 | 429,58 | 800,42 | 1037,22 | 1286,41 | 1466,74
Sa276 nm 29,187 | 62,62 | 113,34 | 141,82 | 183,80 | 198,02
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Figure C.1 : Spectre de masse de I’acide oléique




MODE OPERATOIRE: Analyse du DEHP dans le PVC plastifié a usage

parenteral.

Objet : Ce mode opératoire permet de définir les étapes a suivre pour analyser le DEHP
dans le matériau plastique en PVC a usage parentéral ; il est appliqué au granulé, au film

et la poche.

Protocole d’extraction.

Solution échantillon: Prendre une pesee (Péch) équivalente a 0.5g de matériau, dissoudre
dans 25ml de THF (exempt de stabilisant), ajouter SOml d’éthanol pour spectrométrie en
petite quantité tout en continuant a agiter. Apres reprécipitation du polymere, filtrer le
mélange sur un verre fritté sous vide et récupérer le filtrat (sous forme de solution
claire). Evaporer a sec et reprendre le résidu avec 25ml d’éthanol. Faire une dilution de

0.1ml dans 25ml du méme solvant.
Solutions de référence : Dans une fiole de 50ml, dissoudre une prise d’essai (Prr) de
50mg de DEHP dans 1’éthanol, agiter et compléter au volume avec le méme solvant .

Faire une dilution de 0.5ml dans 25ml avec le méme solvant.

Analyse du DEHP par spectrométrie UV.

L’analyse par spectrométrie UV sera appliquée dans le cas ou le PVC utilisé ne contient
pas, en plus du DEHP, d’autres additifs pouvant altérer 1’analyse de ce dernier.
Analyser la solution de référence et la solution échantillon (obtenue aprés extraction) par
UV a276nm et / ou 225nm.

Déterminer, a partir des absorbances obtenues, la teneur du plastifiant DEHP dans le
PVC en appliquant la formule suivante :

%(DEHP) = (Agpn/Avar) X (Prgs X Dil gp /Py X Dily ) X 100

Avec :

A, - Absorbance de la solution échantillon

A : absorbance de solution de référence
Prer : prise d’essai référence DEHP (MP)
Pech : prise d’essai échantillon PVC plastifié
Dilrss : dilution de la solution de référence
Dilecn : dilution de la solution échantillon



Analyse du DEHP par chromatographie HPLC.

Dans le cas d’absence d’information sur la formule quantitative du PVC, la méthode
HPLC sera exploitée car elle est plus sélective pour I’analyse du DEHP dans le matériau
plastique.

Conditions chromatographiques:

Colonne : C18, 5um de 20cm

Phase mobile : Méthanol

Débit : 0.8ml/min

Volume injecté : 20ul

Détection UV a 276nm et / ou 225nm

Analyser la solution de référence et la solution échantillon (obtenue aprés extraction) par
HPLC. Déterminer, a partir des chromatogrammes, les surfaces des pics correspondants
au DEHP dans les deux solutions. Calculer la teneur du DEHP dans le matériau en
appliquant la formule suivante :

%(DEHP) = (Syn/Sper ) X (Prap X Dil gz /Pycy X Dily, ) X 100

Avec :

Sech : surface du pic de la solution échantillon
Srer: Surface du pic de la solution de référence
Pret : prise d’essai référence DEHP (MP)

Psch : prise d’essai échantillon PVC plastifié
Dilrer: dilution de la solution de référence.
Dilecn : dilution de la solution échantillon

Résultats.
La valeur du résultat obtenue doit étre comparée aux normes fixées par le fournisseur,
d’une part et ne doit pas dépasser 40% (selon la monographie de la pharmacopée

européenne en vigueur).

Remarque.
La détection peut se faire dans chacune des deux longueurs d’ondes 276nm ou 225nm
pour les deux méthodes UV et HPLC mais il est plus intéressant de le faire aux deux

longueurs d’ondes pour confirmer le résultat.



APPENDICE D

Tableau D.1 : Variation des surfaces des bandes de vibration dans le cas du PVC.

Bande cm™ 2017 2016 2015 2014 (Périmé)
615 * 45,47 40,27 42,30 48,89
638 57,97 53,71 61,01 58,11
693 * 55,33 54,66 60,05 52,51
834 27,91 25,12 23,07 24,17
1017 / / 30,63 39,36
1099 84,91 70,68 55,46 27,29
1197 71,87 60,66 53,22 40,65
1257 * 116,06 125,98 120,51 122,72
1331 * 88,49 84,21 90,53 88,42
1351 28,17 22,42 26,14 26,26
1377 20,34 16,50 15,53 16,25
1433 * 47,22 39,35 41,58 43,42
1732 45.32 38.96 31.57 20.27
2816 17,08 14,71 16,14 15,35
2851 * 37,08 32,39 33,68 38,55
2913 * 119,24 121,68 132,78 123,28
2965 * 62,64 57,78 59,49 60,28

Tableau D.2 : Variation des surfaces des bandes de vibration dans le cas du PVC/PVDC.

Bande cm™ 2017 2016 2015 2014 (Périmé)
615 * 45,69 40,22 41,92 47,63
693 * 48,25 44,42 43,71 40,97
835 45,54 40,29 39,40 41,96
1045 50,55 45,22 58,74 54,72
1071 50,00 44,31 50,53 57,16
1093 90,29 75,32 60,61 35,23
1170 50,33 58,90 55,16 60,35
1197 80,29 75,71 63,42 56,09
1254 * 70,89 80,51 72,29 75,64
1331 * 94,23 100,12 93,93 98,20
1353 50,29 46,79 52,99 49,82
1430 * 84,62 80,08 86,02 79,56
1734 47.68 35.90 25.20 15.28
2850 * 51,65 56,44 55,47 50,85
2913 * 85,32 80,79 87,38 90,25
2966 * 70,89 73,59 78,87 69,05

(*) Bandes spécifiques au matériau PVC et PVC/PVDC.
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Tableau E.1 : Résultats de 1’étude de la reproductibilité et la répétabilité
de la méthode GC-MS (C = 0.3 pg/mL).
Compose | DMP DEP DBP BBP DEHP | DEHA OP BP NP
Surface
@ 10656964 | 9016184 | 9910892 | 2192628 | 5383113 | 1199754 | 31490 | 2184789 | 1683667
E 15133330 | 8842474 | 8780617 | 2924951 | 6243007 | 854258 | 27114 | 2021963 | 2459946
8 13954731 | 8214309 | 7941272 | 2180807 | 8186385 | 920171 | 25762 | 2988427 | 2083667
'§ 12396052 | 9929148 | 10287333 | 2635215 | 9667213 | 1010164 | 26892 | 1872115 | 2242334
§ 13732836 | 10848844 | 8396649 | 2460209 | 5013682 | 701760 | 30964 | 2028129 | 1883667
CV (%) 13,0 11,0 11,0 10,5 28,6 19,7 9,1 16,0 14,6
o 13946696 | 9016184 | 10010892 | 2192628 | 5186385 | 920171 | 25762 | 2184789 | 1883667
= 12022876 | 8214309 | 9681617 | 2498007 | 7285333 | 805165 | 25967 | 2052969 | 2273492
_CE 13078083 | 9560455 | 8042222 | 2655115 | 6869219 | 955083 | 24270 | 2263420 | 2198896
:)-). 14876928 | 9109148 | 8259932 | 2466666 | 6012613 | 753262 | 27892 | 2524155 | 2048895
ad 13943006 | 8038844 | 8780617 | 2603159 | 5383113 | 1031760 | 26967 | 2086109 | 1913680
CV (%) 7,9 7,3 9,6 7,2 14,8 13,3 52 8,4 8,3
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Figure E.1 : Courbes d’étalonnage des différents additifs analysés par GC-MS




Figure E.2 : Procédés d’extraction des plastifiants par SPE et LLE

Tableau E.2 : Résultats des essais de migration (ug/kg) a partir des matiéres premiéres en
PVC (granulé et film) apres stérilisation a 121 °C pendant 20 min (SPE, n=3).

Composés
Taux pg/kg DMP DEP DBP DEHP DEHA BP
eFrlllm 28,63 130,85 39,15 4451 45,83 32,95
PVC 29,15 119,91 31,55 38,99 55,55 30,49
29,66 145,88 28,55 32,56 67,94 33,51
M+ 29,14 132,21 33,08 38,68 61,74 32,31
Ecart type 0,5 13,0 5,4 6,0 8,7 1,6
Grain 30,65 260,51 31,85 4487,15 79,27 28,45
en 28,15 229,73 39,23 5919,59 52,55 20,94
PVC 29,95 259,02 41,58 5976,52 67,91 30,93
M+ 29,58 249,78 37,55 5461,08 66,57 26,77
Ecart type 1,3 17,3 5,0 844,0 13,4 5,2




Tableau E.3 : Taux de plastifiants (ug/L) dans les solutions pour perfusion conditionnées dans

les poches en PVCP, PVCN et MCP (par SPE ; n = 3).

Taux (ug/L) PVCN PVCP
Composés NaCl Glucose NaCl Glucose
4,13 4,03 48,03 50,19
DEHP 3,88 4,31 47,11 51,89
4,96 4,54 49,54 51,87
. M £ 432+056 |4,29+0,25 |48,2+1,22 51,30 £ 0,97
écart type
Taux (pg/L) MCP
Composés NaCl Glucose
4,76 6,19
DEP 4,21 3,87
3,45 5,71
Mz 4,14 + 0,65 5,25 + 1,22
écart type
0,84 1,05
DBP 0,62 1,81
0,92 0,43
Mz 0,79+ 0,15 1,09 + 0,67
écart type
I B2 SE 521 jems 121 zazifee= ELLEE 2219 T8
. ]Z_:I(IER {I}F[CP] o _DBP (AMICE) /
_:z::iz & via A015 g 30413 :_"_'h:_ af-23-20 ‘."{
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Figure E.3: Chromatogrammes de solutions pour perfusion conditionnées dans du PVC et
dans la MCP (mode TIC a M/z =149 pour les phtalates).
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Figure E.4 : Scan de la solution de perfusion conditionnée dans la MCP (dérivé de I’Irgaphos
168, Caprolactame et dérivé de I’adipate).
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