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Glossaire

Pharmacopée : est un ouvrage de référence des industries pharmaceutiques, elle établit les
régles de restrictions a respecter lors de la fabrication ou le contréle des médicaments gréace a
des spécifications communes reconnues. Chaque édition de la pharmacopée a une durée de
validité de 3ans (Pont, 2011).

Pharmacocinétique : étude du devenir des médicaments dans 1’organisme, de 1’absorption a
I’élimination en passant par la distribution (Maire et al, 2000).

Pharmacodynamie : étude de 1’action exercée par les médicaments sur I’organisme (Neal,
2017).

Entérocyte : une cellule épithéliale hyperpolarisé localisée dans 1’intestin gréle, elle a pour
fonction de barriere passive (Snoeck et al, 2005).

Erythropoiese : c’est la production des hématies a partir d une cellule souche hématopoiétique
(Allard, 2013).

Anomalie de fermeture du tube neurale : c’est une malformation congénitale de la formation
du systeme nerveux central (Radouane et al, 2015).

Xeérophtalmie : est un syndrome de I’eil sec par une raréfaction quali-quantitative du film
lacrymal avec irritation et douleur (Younan, 2015).

Pellagre : une maladie systémique rare avec une atteinte cutanée, digestive et parfois
neurologique, elle est due a une carence en niacine (vitamine B3) (Benslimane et al, 2021).

Béribéri : une maladie caractérisée par une cardiopathie provoguée par un déficit en vitamine
B1 (Moonen et al, 2007).

Erythroblastes : ce sont des cellules de la moelle osseuse spécialisées dans la synthese de
I’hémoglobine et donnant naissance aux globules rouges (LAROUSSE, 2012).



Résumé

Notre travail porte sur 1’étude d’un médicament antianémique sous forme de comprimés
ZANITRA®5mg. Il a été basé sur la vérification de la bonne qualité du médicament au sein de
laboratoire de controle de qualité de I’'unité BIOTIC (Guée de Constantine) du groupe SAIDAL.
Il comprend :

Un controle de qualité physico-chimique des matieres premieres mettant en évidence
I’ensemble d’analyses indispensables par des moyens chimiques tels que la recherche
d’impuretés inorganiques (fer, chlorures, carbonates), le dosage du principe actif dans le produit
fini et par des moyens chromatographiques ainsi que des moyens physiques comme la friabilité
et la dissolution.

Un contréle microbiologique du produit fini est basé sur le dénombrement des germes
pathogenes pouvant altérer la qualité du médicament.

L’ensemble des résultats obtenus ont montré une conformité aux normes internationale
décrites par la pharmacopée européenne 2017. Cela nous indique :

- Sur le plan physico-chimique : la bonne qualité des matieres premieres et la bonne maitrise de
fabrication du produit fini.

- Sur le plan microbiologique : I’absence totale des germes viables et pathogénes prouve les
bonnes conditions d’hygiene.

Dans ce sens, le médicament ZANITRA®Smg est d’une bonne qualité et peut étre
commercialisé.

Mots clés : Acide folique, contrdle microbiologique, contréle physico-chimique, ZANITRA®
5mg.



Abstract

Our work focuses on the study of an antianemic drug in the form of ZANITRA® 5mg tablets.
It was based on the verification of the good quality of the drug in the quality control laboratory
of the BIOTIC unit (Guée de Constantine) of the SAIDAL group. He understands:

A physico-chemical quality control of raw materials highlights the essential set of analyses by
chemical means such as the search for inorganic impurities (iron, chlorides, carbonates), dosage
of the active ingredient in the finished product and chromatographic as well as physical means
such as friability and dissolution.

A microbiological control of the finished product is based on the enumeration of pathogenic
germs that can alter the quality of the drug.

All the results obtained showed compliance with the international standards described by the
European Pharmacopoeia 2017. This tells us:

- On the physico-chemical level: the good quality of the raw materials and the good mastery of
manufacture of the finished product.

- On the microbiological level: total absence of viable and pathogenic germs which proves the
good hygienic conditions.

In this sense, the drug ZANITRA® 5mg is of the good quality and can be marketed.

Keywords: Folic acid, microbiological control, physico-chemical control, ZANITRA® 5mg.
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Introduction

Introduction

Un médicament est une substance ou composition utilisée dans la prévention, le diagnostic et
le traitement des maladies. (Dangoumau, 2006).

Le marché du médicament s’est fait une place dans la mondialisation. La libre circulation a
ouvert la voie dont la perte de controle de la réglementation pharmaceutique est I’un des grands
dangers. Dans ce nouvel environnement ainsi crée, la notion de médicament de mauvaise
qualité est apparue (Helali, 2017).

Un médicament de qualité inferieure est un probléme international menacant la santé publique,
il est a I’origine d’une prévalence accrue des maladies et d’une perte de confiance du grand
public envers les professionnels de santé. Plus de 920 produits médicaux princeps comme
génériques ont été signalés, appartenant a toutes les principales classes thérapeutiques. Ces
médicaments sont le fruit de mauvaises méthodes de fabrication et de contrdle de qualité lors
du processus de la production et la distribution (OMS, 2018).

Le contr6le de qualité des médicaments est une étape essentielle de la chaine de distribution des
médicaments. Il garantit leurs fiabilités avant leurs utilisations et contribue a la lutte contre les
médicaments de qualité inférieure (Yabre, 2020).

En Algérie, c’est le Laboratoire National de Contrdle des Produits Pharmaceutiques LNCPP
qui a pour missions principales, le contréle de la qualité et I’expertise des produits
pharmaceutiques qui comprennent les médicaments, les réactifs biologiques, les produits
galéniques, et tout autres produits nécessaires a la médecine humaine (OMS, 2014).

C’est dans ce contexte que nous avons I’intention d’accomplir notre étude au sein de I’industrie
pharmaceutique SAIDAL du fait que celle-ci soit la premiére entreprise pharmaceutique en
Algérie depuis 1982 afin d’évaluer la qualité des comprimés antianémiques a base d’acide
folique.

La problématique de 1’étude menée dans le cadre de ce mémoire est :

Zanitra® 5mg mérite-il une autorisation de mise sur le marché (AMM) en Algérie ? répond-il
vraiment aux normes indiquées par le LNCPP ?

Pour réussir a répondre a cette problématique, nous avons réalisé un controle de qualité d’un
médicament antianémique non obligatoirement stérile ZANITRA® 5mg au niveau de
laboratoire de contrdle de qualité de I’unit¢ de Gué de Constantine de la filiale BIOTIC du
groupe SAIDAL. Ce contrble consiste a :

- Effectuer un contréle physicochimique sur la matiére premiere et le produit fini.
- Controler la qualité microbiologique du produit fini, afin de déterminer sa conformité
avec les normes décrites dans la pharmacopée européenne 2017.



Introduction

Ce mémoire de fin d’étude est organisé en trois parties :

> La premiere partie est consacrée a une étude bibliographique sur les médicaments et le
contréle de qualité des médicaments.

» La deuxiéme partie porte 1’étude compléte de controle de qualité effectuée dans le
laboratoire du médicament ZANITRA®5mg.

» Laderniére partie est dédiée a la présentation et I’interprétation des résultats obtenus.



Chapitre I partie bibliographique

I.1. Généralités sur les médicaments :

1.1.1. Définition

Selon le code de la santé publique (article L5111-1), on entend par médicament a usage humain
« Toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou
préventives a 1’égard des maladies humaines ou animales, ainsi que toute substance ou
composition pouvant étre utilisée chez I’homme ou chez I’animal ou pouvant leur étre
administrée, en vue d’établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leur
fonction physiologique en exercant une action pharmacologique, immunologique ou
métabolique. »

1.1.2. Composition des médicaments
Tout médicament se compose de deux types de substances.
1.1.2.1 Principe actif

Aussi appelé substance active, est tout composant d’'un médicament destiné a exercer une action
pharmacologique ou un autre effet direct thérapeutique ou préventif d’une maladie. Un
médicament peut contenir un ou plusieurs principes actifs (Aiache et al., 2008).

1.1.2.2. Excipient

Tout composant présent dans un médicament ou utilisé pour sa fabrication autre que le principe
actif. La fonction d’un excipient est de servir de vecteur aux principes actifs contribuant ainsi a
certaines propriétés du produit telles que : la stabilité, le profil biopharmaceutique, 1’aspect et
I’acceptabilité pour le patient et la facilit¢ de fabrication. La formulation d’un médicament
comprend plusieurs excipients (Aiache et al., 2008).

La caractéristique principale d’un excipient est son inertie, il doit étre inerte vis-a-vis du
principe actif et de I’organisme.

Il existe plusieurs catégories d’excipients :

e Diluants : ce sont des excipients inertes ajoutés aux principes actifs permettant d’atteindre
une taille convenable du comprimé (Wouessi Djewe, 2012).

e Liants : utilisés pour lier en masse solide des particules sous forme de grains, et permettent
de réduire la force de compression en favorisant les liaisons inter-particulaires (Pszczolinski,
2018).

» Agents de desagrégation : permettent de détruire la structure compacte du comprime lors de
son administration en favorisant le délitement dont la dispersion du principe actif (Pszczolinski,
2018).

* Lubrifiants : utilisés dans la fabrication des comprimes pour réduire 1’adhésion des excipients
sur la paroi de la matrice, et éviter le collage des excipients sur les poingons (Perrault,2009).
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1.1.3. Origine des médicaments
1.1.3.1. Origine naturelle
Médicaments d’origine végétale

La phytothérapie est une maniére thérapeutique naturelle et écologique appréciée d’un
innombrable public, les médicaments d’origine végétale comprennent soit la plante enticre,
certaines de ces parties ou encore les principes actifs extraits de végétaux et qui peuvent étres
synthétisés (Touitou, 2007).

Exemple : les alcaloides comme la morphine extraite du latex de la capsule du pavot (Simard,
2013).

Médicament d’origine animale

L’utilisation d’organes ou de tissus animaux pour produire des médicaments est une pratique
trés ancienne (opothérapie). Cependant, cette pratique est maintenant abandonnée en raison du
risque de contamination d’origine animale.

Exemples : I’insuline extraite du pancréas du porc et de la vache (Simard, 2013).
Médicament d’origine minérale
L’emploi des minéraux comme médicaments existe depuis des millénaires.

Exemples : le calcium est utilisé dans le traitement de 1’ostéoporose, le sulfate ferreux pour
traiter I’anémie (Simard, 2013).

1.1.3.2. Origine microbiologique

De nombreux antibiotiques sont produits a partir de microorganismes cultivés en laboratoire
tels que les champignons microscopiques, les vaccins obtenus a partir de bactéries ou de virus
atténueés ou tués (Simard, 2013).

1.1.3.3. Origine synthétique

La plupart des médicaments actuellement commercialisés sont obtenus par synthese organique
dans I’industrie pharmaceutique (Touitou, 2007).

C’est la synthése de nouvelles substances chimiques a partir des substances connues.
Exemple : les médicaments antihypertenseurs (Simard, 2013).

1.1.3.4. Origine biotechnologique

Il s’agit des médicaments issus des microorganismes génétiquement modifiés.

Exemples : vaccins contre I’hépatite B (Simard, 2013).

1.1.4. Dénomination des médicaments

Un médicament peut étre nommé de trois fagons différentes : par son nom chimique, son nom
génerique ou son nom commercial.
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Le nom chimique doit étre conforme aux régles de ’ITUPAC (commission de nomenclature de
I’Union internationale de chimie pure et appliquée). Cette dénomination est rarement employée
par les professionnels de santé et incompréhensible pour les non-chimistes (Vandamme et al.,
2010). Elle donne la description exacte de la composition chimique du médicament et de sa
structure moléculaire (Fortin et Lamontagne, 2015).

Le nom générique ou dénomination commune internationale DCI proposée par 1’OMS,
permet d’identifier le principe actif dans les médicaments avec un nom scientifique simple et
utilisable a 1’échelle internationale. Elle fait apparaitre un segment-clé ou syllabe évocatrice
commune a toutes les substances du méme groupe chimique (Vandamme et al., 2010).

La dénomination commerciale appelée aussi nom de fantaisie, il s’agit de noms déposés par
le laboratoire pharmaceutique qui commercialise le principe actif concerné. Le choix de ce nom
de fantaisie est établi de facon a éviter toute confusion avec d’autres médicaments. Il est
généralement suivi de 1’un des symboles suivants :

® : Registered mark ou marque enregistree ™ : Trade mark (Vandamme et al.,2010).

I.1.5. Types des médicaments
1.1.5.1 Princeps

Un médicament princeps (d’origine ou de référence) peut étre défini comme un médicament
original dont la production et la commercialisation ne sont permises qu’au détenteur du brevet
de la substance active contenue dans le médicament, et cependant une durée de 20ans en
général. Ce médicament doit nécessairement faire 1’objet d’essais cliniques avant I’obtention
de ’AMM.

Une copie du produit original peut ensuite étre développée et commercialisée par d’autres
laboratoires sous forme de médicament genérique (Arif et Achour, 2019).

1.1.5.2. Génériques

Selon I’OMS, « Les génériques sont des copies de médicaments princeps tombés dans le
domaine public, contenant la méme quantité de principe actif et présentés sous la méme forme
pharmaceutique avec un méme mode d’administration, ces médicaments doivent étre des
équivalents thérapeutiques aux produits princeps et sont de ce fait interchangeable. Ils doivent
en outre présenter un avantage économique » (Arif et Achour, 2019).

1.1.6. Les voies d’administration du médicament
1.1.6.1. Voie orale

C’est la voie la plus utilisée et la plus facile, aprés administration par la bouche, le médicament
emprunte la voie digestive, traverse la barriere intestinale puis le foie avant d’étre transporté
jusqu’au site cible par la circulation sanguine (Touitou, 2007).
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1.1.6.2. Voie parentérale

Le médicament est destiné a penétrer par effraction, a travers la peau a I’aide d’une seringue ou
une aiguille en vue d’exercer une action locale, localisée ou systemique (Aiache et al., 2011).

Elle englobe les injections par voie intradermique, sous-cutanée et intramusculaire (figure 01).

AAAAAAAA

Intramusculaire — e

Intradermique :

Figure 1 : Différentes voies d’administration parentérale (Beaulieu et al., 2015)

1.1.6.3. Voie transmuqueuse

C’est I’application du médicament a la surface des muqueuses sous une forme galénique
adéquate afin d’atteindre directement la circulation générale sans passer par le foie. Elle
comporte plusieurs types selon les muqueuses (figure 02) : la voie ORL, la voie pulmonaire, la
voie vaginale, la voie rectale, la voie ophtalmique et la voie sublinguale (Aiache et al., 2011).

Figure 2 : Les différentes voies d’administration et leurs formes galéniques associées
(Prouchandy, 2018)
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1.1.7. Les comprimés

1.1.7.1. Définition

Selon la PE 2017, les comprimés sont des préparations solides contenant une unité de prise
d’une ou plusieurs substances actives. Ils sont obtenus en agglomérant par compression un
volume constant de particule ou par un autre procédé de fabrication approprié tel que
I’extrusion, le moulage ou la cryodessiccation (lyophilisation). Les comprimés sont destinés a
la voie orale, certains sont avalés ou croqués, d’autres sont dissous ou doivent sé¢journer dans

la bouche pour y libérer la substance active.

Plusieurs catégories de comprimés peuvent étre distinguées :

Les comprimés enrobés, non enrobés, a libération modifiée, gastro resistants, effervescents,
solubles, dispersibles, orodispersibles, oraux, a croquer et a utiliser dans la cavité buccale.

1.1.7.2. Avantages et inconvénients

Les avantages et les inconvenients sont présentes dans le tableau I.

Tableau | : Les avantages et les inconvénients des comprimés (Yekpe, 2014).

Avantages

Inconvénients

e Dosage par unité de prise précis.

e Emploi facile.

e Masquage de golt désagréable des matiéres
premieres grace a I’enrobage.

e Une bonne conservation.

e Utilisation de substances non-hydrosolubles.
e Prix de revient peu élevé (exception des
lyophilisats).

e Procédé de fabrication connus et controlé par
les industries.

e Irritation de la muqueuse du tractus gastro-
intestinal du patient.

e Utilisation de grande variété de poudres
pharmaceutiques.
¢ Interaction des matiéres premieres.

1.1.8. Les vitamines

Les vitamines sont des composés organiques sans valeur énergétique, essentielles pour les
processus métaboliques, non synthétisé par I’organisme (hormis vit D et K), elles sont donc
apportées par 1’alimentation. Leurs faibles apports entrainent des maladies graves souvent
mortelles comme la xérophtalmie, pellagre, béribéri, I’anémie.

Les vitamines sont classées en deux familles selon leurs solubilités :

1) Les vitamines liposolubles (stockées dans 1’organisme) : Vit A, D, E et K.
2) Les vitamines hydrosolubles (solubles dans 1’eau) : Vit du groupe B et la vit C (Cano

et al., 2007).




1.1.9. Anemie mégaloblastique

Anémie mégaloblastique est une anémie macrocytaire arégénérative provient d’une anomalie
de la division cellulaire par I’altération de la biosynthése d’ADN, due a une carence en folates,
ce qui provoque des érythroblastes de grandes tailles, elle est caractérisée par un volume
globulaire moyen VGM> 110um 3 chez 1’adulte. C’est une anémie curable (Calop et al., 2008).

L’anémie macrocytaire est caractérisée par la présence d’un lymphocyte avec un noyau arrondi
et volumineux, ainsi que la polysegmentation des neutrophiles a plus de cing lobes (figure 03).

o |

Figure 3 : Frottis sanguin d’une patiente atteinte d’anémie macrocytaire
(Houcher et al., 2004)

1.1.10. Les médicaments antianémiques

Ce sont des médicaments capables de stimuler 1’érythropoiese jusqu’a normaliser le nombre
des globules rouges circulants et le taux d’hémoglobinémie, ils perfectionnent la captation et le
transport de 1’oxygéne par I’"hémoglobine des globules rouges (Stora, 2010).

Exemple : traitement de I’anémie avec le médicament ZANITRA® 5mg.

1.2. ZANITRA® 5mg
1.2.1 Présentation du médicament

C’est un médicament antianémique sous forme de comprimés lisses de couleur jaune sous
plaquettes thermoformées (figure 05) conditionnées dans des boites de 60 unités de prises
(figure 04). ZANITRA® est le nom commercial dont I’acide folique est la substance active
dosée a 5mg.



Figure 4 : Etui de ZANITRA®5mg
(Photo originale, 2022)

1.2.2. Composition

Figure 5 : Plaquette thermoformée de
ZANITRA®5mg (Photo originale,

Le médicament ZANITRA® 5mg est composé d’un seul principe actif « acide folique » et de

trois excipients : phosphate bicalcique, amidon de mais et le stéarate de magnésium, comme il
est indiqué dans le tableau Il

Tableau Il : Composition du médicament ZANITRA® 5mg

Matieres Réle Formule Structure chimique
premiéres moléculaire
! *g I
Principe actif \©\n/
Acide folique Effet thérapeutique C19H19N7O6 §
(Centre national d’information sur la
biotechnologie, 2022)
H. _H
Diluant ©
Phosphate o.M o
bicalcique Désintégrant CaHPO4,2H20 I H
oO_ P O
Ca -+ O -
(Centre national d’information sur la
biotechnologie, 2022)
Diluant CH,OH CH,OH
Amidon de C6H100s o !
mais Liant CH,OH CHOH &h,
Agent de T ° ° 1,
désagrégation (Della Valle, 2017)
Stéarate de | Lubrifiant antifriction =N
Magnésium Donne un aspect C3zsH70MgO4 W\/\N\/\/\/\go—
brillant et lisse aux

comprimes

(Hobbs et al., 2016)




1.2.2.1. Présentation du principe actif
% Acide folique (C19H19N70s)
Caractere
Aspect : poudre cristalline jaunatre ou orangée.

Solubilité : insoluble dans I’cau et les solvants organiques et soluble dans les acides dilués et
dans les solutions alcalines.

1.2.2.2. Présentation des excipients
% Phosphate bicalcique
Caractére
Aspect : poudre cristalline jaunatre ou orangée.

Solubilité : insoluble dans 1’eau et les solvants organiques, soluble dans les acides dilués et
dans les solutions alcalines.

« Amidon de mais
Caractere

Aspect : poudre d’un blanc mat a faiblement jaunatre, treés fine, qui crisse sous la pression des
doigts.

Solubilité : insoluble dans 1’eau froide et dans 1’éthanol a 96%.
La présence de grains possédant des fentes ou des irrégularités sur leur bord est exceptionnelle.

0,

% Stéarate de magnésium
Caractére

Aspect : poudre blanche, tres fines, légere, onctueuse au toucher.

Solubilité : quasiment insoluble dans I’eau et dans 1’éthanol anhydre.

1.2.3. Acide folique

Acide ptéroylmonoglutamique ou vitamine B9, composé d’un noyau ptéridine lié par un
chainon monocarboné (CH>) a 1’acide para-amino-benzoique (PABA), ce dernier est lié a une
molécule d’acide glutamique (figure 06).
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Ptéridine Acide p-AminobenzoiquIe Glutamate
Y
Acide ptéroique |

Y
Acide folique, acide Ptéroylmonoglutamique (PGA)
Figure 6 : Structure de I’acide folique (Saubade, 2016)

Il est présent dans les légumes verts, les fruits sec, céréales, le foie et dans le jaune d’ceuf
(Duployez, 2020). Ses réserves dans 1’organisme sont faibles, rapidement épuisables, et les
besoins sont importants (200ug/j) (Varet, 2012).

1.2.3.1. Pharmacodynamie

L’acide folique joue un role dans la synthése des bases puriques (A et G), thymidylate
(essentielle a la syntheése d’ADN), le métabolisme des acides aminés (sérine, glycine, histidine,
acide glutamique) et formation de méthionine a partir de 1’homocystéine (figure 07).
(Duployez, 2020).

Il est indispensable a la division cellulaire et aux systemes de renouvelement comme les
muqueuses, les cellules sanguines, embryon et feetus (Haida et al, 2010).

/ décharger dTMP
acide folique 5,10-CH2H4

H
@) H H
scucourn Dihydrofolate
H2(.‘N~©\"r ‘j
N -
O
N
Glycine H20 o
NADPH + H+
Sérine
. PNDA
OH
H H
T - H  acide folique 5-CH3H4
O ) " -

Tétrahydrofolate O  axcouss H3!
( acide folique Ha ) N\©\n,~ ]) Hydroxocoba!amme
O mcosen
Transcobajamine Il
Methylcobalamlne
Triphosphate

Méthionine
synthase

Homocystéine Méthionine

AdO
Désoxyadénosyl

cobalamine
Méthyimalonyle
COSCoA CoA mutase ?osm
|
—_———

CH2 TH2 COOH CH3TH COOR
Meéthylmalonyle
CoA

succinyle
CoA

A

Figure 7 : Principales voies du métabolisme des folates (Dowd et al., 2017)
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1.2.3.2 Pharmacocinétique
Le devenir de I’acide folique dans 1’organisme s’articule en quatre étapes :
% Absorption

Elle se fait tout au long de I’intestin gréle, aprés déconjugaison des polyglutamates gréace a la
Folate Hydrolase (FOLH1) présente au niveau de la bordure en brosse des entérocytes, les
monoglutamates sont absorbés principalement dans le jéjunum soit par :

- Un transport actif qui dépend du pH du milieu.
- Diffusion passive lorsque la concentration en acide folique >10uM (Lévy et al., 2008).

L'acide folique est rapidement absorbé (5 a 20 minutes), le pic sérique est observé 1 a 2 heures
apres l'absorption (Dictionnaire SAIDAL, 2005).

0,

«+ Distribution

Selon Scaglione et Panzavolta, (2014), L’acide folique est réduit et méthylé en composeé actif
5-méthyltétrahydrofolate (figure 08) par l'action de I'enzyme méthylene tétrahydrofolate
réductase (MTHFR), et traverse la barriere intestinale pour passer dans le sang portal (Dowd et
al., 2017).

Dans le plasma, le 5-méthyltétrahydrofolate se fixe sur deux protéines distinctes :
- L’albumine : un ligand de faible affinité aux folates.

- Folates Binding Proteins soluble (S-FBP) : grande affinité aux folates, capable de se lier a
la membrane cytoplasmique de différents tissus (Haida et al, 2010).

Le taux sérique moyen est de 5 a 12 ng/ml (Vidal, 2022).
) 0 OYOH
f OH
0 rlu H /@)km/\/\g/

N N

)I\)i j/\ N
HoN” °N” N
H H

Figure 8 : Structure du 5-méthyltétrahydrofolates (Scaglione et Panzavolta, 2014)

« Meétabolisme

Le 5méthyl tétrahydrofolate sera ensuite acheminé dans le foie puis redistribué aux tissus
périphérique ou recyclé en suivant le cycle entérohépatique.

Au niveau cellulaire, le 5-méthyltétrahydrofolate pénetre dans le cytoplasme des cellules grace
a deux récepteurs (reduced folate carrier et folate receptor) par endocytose.
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Il sera deméthylé en tétrahydrofolate qui a son tour subit une polyglutamination afin
d’améliorer I’affinité des folates pour les différents enzymes (Preynat, 2009).

« Elimination : elle est urinaire et fécale (Lévy et al., 2008).

Les étapes de la pharmacocinétique sont résumeées dans la figure 09.

Matrice alimentaire

PG liés a des protéines

A ,_)'V‘\
k_f\ J

.Con|ugas_es ! PG libres
pancreatique
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‘associée ala 5-CH,-THF gastriques
MBBI
(GCPIY)

MG
Secrétions
INTESTIN ancréatiques/_w\e—"s
T 1% sane
yof -
/4/ Veine
/' porte
)
MG ’ oo ﬁ
Absorption Globules

(transport + ENTEROCYTE
diffusion) > 5= o ¢ = !

pABG / }%’,0 %%0 N

f \ LG 7 s CHeTHE

rouges

PG
k. r',,(,\q THE _“TIssus
Urine —

Figure 9 : Absorption, distribution, et élimination des folates (Preynat, 2009)

1.2.3.4. Indications :

v/ Anémie macrocytaire par carence en acide folique.

v’ Troubles chroniques de I’absorption intestinale quelle que soit leur origine.

v’ Carences d’apport : malnutrition, éthylisme.

v Grossesse en cas de carence prouvée.

v Chez les femmes ayant déja eu des enfants porteurs d’anomalies de la fermeture du
tube neural (spina bifida) (Dictionnaire Saidal, 2005). Les mutations génétiques impliquées
dans le développement de cette anomalie interférent avec le métabolisme de 1’acide folique ce
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qui provoque une déficience de ce dernier, en effet une prescription en quantité supérieure a
I’apport normal d’acide folique durant la période péri conceptionnelle diminue le risque
d’anomalie de la fermeture du tube neurale AFTN (Couture et al., 2001).

1.2.3.5. Contre-indications :

Allergie a I’un des constituants. (Dictionnaire Saidal, 2005).

1.2.3.6. Posologie et mode d’administration

Les posologies journaliéres sont comprises entre 5 et 15mg, soit 1 & 3 comprimés par jour
(Dictionnaire Saidal, 2005).

1.2.3.7. Interaction médicamenteuse

Phénobarbital, phénytoine, primidone : diminution des concentrations plasmatiques des
anticonvulsivants inducteurs enzymatiques, par augmentation de leur métabolisme hépatique
dont I’acide folique représente 1’un des cofacteurs (Dictionnaire Saidal, 2005).

1.2.3.8. Effets indésirables
Tres rares cas de réactions allergiques cutanées.

Possibilité de troubles gastro-intestinaux (Dictionnaire Saidal, 2005).

1.2.3.9. Surdosage

Un apport excessif d’acide folique est suivi d’une augmentation de I’élimination urinaire
(Dictionnaire Saidal, 2005).

I.3. Controle de qualité d’un médicament
1.3.1. Définition de la qualité

Selon la norme internationale standard organisation 1ISO, « Ensemble des propriétés et
caractéristiques d’un produit ou service qui lui confere 1’aptitude a satisfaire des besoins
exprimés ou implicites » (Alioua, 2012).

1.3.2. Assurance de la qualité

C’est I’ensemble des mesures préétablis et systématiques destinés a assurer que les
médicaments fabriqués destinés a 1’usage sont sans danger, efficaces et acceptables.
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Elle comprend le control des matiéres premieres, les bonnes pratiques de fabrication et le
contr6le du produit fini (Le Hir et al., 2009).

1.3.3. Bonnes pratiques de fabrication

Selon POMS, les bonnes pratiques de fabrication sont définies comme suit : « un des éléments
de I’assurance de la qualité ; elles garantissent que les produits sont fabriqués et controlés de
facon uniforme et selon des normes de qualité adaptées a leurs utilisations et spécifiées dans
I’autorisation de mise sur le marché¢ (AMM) »

1.3.4. Autorisation de mise sur le marché

Selon ’'OMS, c’est un document juridique délivré par les autorités de réglementation
pharmaceutique compétentes et autorisant la commercialisation ou la distribution gratuite d’un
produit pharmaceutique dans le pays concerné, apres évaluation de son innocuité, de son
efficacité et de sa qualité.

Ce document établit :

- Lacomposition détaillée et la formulation du produit pharmaceutique.

- Les exigences de qualité pour le produit pharmaceutique et ses composants.

- Les informations relatives au conditionnement, 1’étiquetage, conditions de
conservation, la durée de vie et aux conditions d’utilisations approuvées (OMS, 2010).

Le dossier complet de demande d’AMM comprend quatre parties :
Pharmaceutique (galénique et analytique) ;

Toxicologique ;

Pharmacologique ;

Clinique (Le Hir et al., 2009).

1.3.5. Définition de contréle

Il consiste & mesurer une ou plusieurs caractéristiques d’une entité et a comparer les résultats
obtenus a des spécifications préétablies (Le Hir et al., 2009).

1.3.6. Contrdle de qualité

Toute mesure prise incluant la mise au point de spécifications, I’échantillonnage, 1’analyse, et
le traitement des donnés analytiques, afin de confirmer que les matieres premiéres, les produits
intermédiaires, les articles de conditionnement et le produit pharmaceutique final soient
conformes aux spécifications établies (Kouassi, 2020).
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Les référentiels pour le contréle de qualité d’un médicament sont soit la pharmacopée, soit la
partie pharmaceutique du dossier d’AMM qui renferme les spécifications du lot prototype de
ce médicament (Koissi, 2008).

1.3.7. Différents types de contréle de qualité :
a) Controle physicochimique
Il se fait sur :
e Lesmatieres premieres afin de les identifier et de les caractériser avant leurs intégrations

au processus de production : pureté, concentration, teneur en eau, ... etc.

e Le produit fini apres le conditionnement : essai de dissolution, essai de la masse
moyenne, essai de dosage du principe actif, essai de friabilité, essai d’uniformité de
teneur (Ragued et Guerch, 2019).

b) Contrdle microbiologique

La présence de certains micro-organismes dans les médicaments peut réduire ou annuler 1’ effet
thérapeutique du produit et constitue un danger potentiel pour la santé du patient
(Boutefnouchet et al., 2020).

Les techniques du control microbiologique sont mises en ceuvre pour vérifier I’efficacité de la
conservation microbienne ainsi que dans le cadre de la surveillance du niveau de qualité des
matieres premiéres, 1’eau purifiée utilisée dans le nettoyage du matériel de productions et le
produit fini.

Ce sont des essais permettant le dénombrement des bactéries mésophiles, des moisissures et les
levures capables de se développer en aérobiose (Roché et Niel, 2006).

1.3.8. Procédé de fabrication de ZANITRA® 5mg

Le procédé de fabrication doit étre conforme aux normes générales spécifiées dans les bonnes
pratiques de fabrication. Tout au long de la fabrication, la réalisation des étapes critiques doit
étre vérifiee par des méthodes de contrdle pour garantir I’efficacité de chaque étape.

Les étapes de fabrication de ZANITRA® 5mg sont résumées dans 1’organigramme suivant
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Figure 10 : Procédé de fabrication de ZANITRA®5mg
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Chapitre 11 Matériels et méthodes

Notre travail a été effectué au sein du laboratoire de control de qualité au niveau de I’unité
BIOTIC de Saidal (Gué de Constantine) durant une période s’étalant de la fin du mois de février
jusqu’a la fin du mois d’avril 2022 soit une durée totale de deux mois dont I’objectif :

Consiste a contrdler la conformité d’un comprimé non obligatoirement stérile ZANITRA ®5mg
du point de vue physico-chimique et microbiologique.

. Matériels et méthodes
11.1. Matériels

e Appareils, réactifs et verrerie (voir annexe 01).

e Matiéres utilisées :
Prince actif : acide folique.
Excipient : phosphate bicalcique.

Produit fini : comprimé de ZANITRA ®5mg.

11.2. Méthodes
11.2.1. Echantillonnage
Les matieres premiéres

Le prélévement est effectué a 1’aide d’une spatule stérile a partir des sacs en plastiques propre
contenant 100g de matiére, étiquetés avec le numéro de lot et le numéro d’enregistrement, la
notion de date de prélévement et de péremption, le nom de la matiére ainsi du fournisseur.

Le produit fini

Pour le contrdle physicochimique, le prélevement est réalisé des la fin de la production, les
boites sont prises au hasard a partir du magasin de stockage.

Pour le contréle microbiologique, les comprimés sont prélevés au début, au milieu et a la fin de
la production.

11.2.2. Controle physicochimique
11.2.2.1 Matiéres premieres :

A. Principe actif : acide folique

Le Protocole suivi et les techniques utilisées sont celles recommandées par la Pharmacopée
Européenne (2017).
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Chapitre 11 Matériels et méthodes

Le principe actif est présenté dans la figure 11.

12 4z

8 T

Figure 11 : Acide folique (Photo originale, 2022)

A.l. Caracteéres

Ces essais consistent a déterminer la forme, 1’aspect, la couleur et la solubilité de la substance
a examiner dans les différents solvants.

A.1.1. Aspect
Consiste a une vérification visuelle de la substance a examiner.
A.1.2. Solubilité

e Principe

C’est la quantité maximale d’un composé que 1’on peut dissoudre dans un volume de solution
a une température et une pression donnée. La solubilité est 1’interaction spontanée de deux
substances ou plus pour former une dispersion moléculaire homogene (Wehrlé, 2007).

e Mode opératoire

On introduit séparément 50mg de 1’acide folique dans quatre tubes séparément.

On ajoute 10ml : d’eau dans le premier tube, chloroforme dans le deuxiéme tube, acide
chlorhydrique (HCL) dilué R dans le troisieme tube et hydroxyde de sodium (NAOH) 0.1N
dans le quatrieme tube.

On agite a I’aide d’un vortex et on observe a I’ceil nu le degré de solubilité.

A.2. Test d’identification
A.2.1. Détermination du pouvoir rotatoire
e Principe

Toute molécule chirale provoque une rotation dextrogyre ou lévogyre du plan de la lumiére
polarisée qui la traverse. Cette activité optique est quantifiée par 1’angle de déviation de la
lumiére polarisé que 1’on mesure a 1’aide d’un polarimétre (Depovere, 2005).
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Chapitre 11 Matériels et méthodes

e Mode opératoire

On dissout 0.25g d’acide folique dans une solution d’hydroxyde de sodium R a 4.2g/L. et on
complete a 25ml avec la méme solution.

On effectue un essai a blanc avec 1’hydroxyde de sodium.
Apres agitation, on met la solution a examiner dans la cellule du polarimétre.

La lecture est faite par la stabilité de 1’ongle de rotation, le pouvoir rotatoire est ensuite calculé
par la formule suivante :

axVx100

Pouvoir rotatoire = ————
Pex(100—-Te)

Avec :

o : I’ongle de rotation en degré

V : le volume du solvant (ml).

Pe : la prise d’essai de I’acide folique (g).
Te : la teneur en eau (%)

Limite : +18 a +22.

A.3. Essai
A.3.1. Dosage par chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

La chromatographie liquide a haute performance est une technique d’analyse qui permet
d’identifier, séparer et quantifier en phase liquide, des constituants présents dans des mélanges
variés. Les molécules a séparer sont entrainer par un liquide (la phase mobile) a travers une
colonne (la phase stationnaire) (Gana, 2015).

e Principe

La phase mobile est poussée par une pompe sous haute pression, et passée a travers le systeme
chromatographique. Le mélange a analyser est injecté puis transporté au travers du systéme
chromatographique. Les composés en solution sont alors répartis selon leurs affinités entre les
deux phases. Les différents solutés sont caractérisés par des pics en sortie de colonne a l'aide
d'un détecteur approprié (figure 12). L'ensemble des pics enregistrés est appelé
chromatogramme (Colomb, 2010).
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Systeme
d'intégration et
d'impression

-----
3

Colonne

Figure 12 : Principe d’une chaine HPLC (Colomb, 2010)

e Mode opératoire

Solution A : solution de carbonate de sodium R a 28,6 g/L.
Préparation de la solution a examiner

On dissouts 50mg d’acide folique dans 2.5ml de solution A et on compléte a S50ml avec la phase
mobile.

On préléve 2ml de cette solution et on compléte a 10ml avec la phase mobile.
Préparation de la solution témoin (a)

On dissouts 50mg d’acide folique SCR dans 2,5ml de solution A et on compléte a 50ml avec la
phase mobile.

On préléve 2ml de cette solution et compléte a 10ml avec la phase mobile.
Préparation de la phase mobile

On mélange 12volumes de méthanol R et 88 volumes d’une solution contenant 11,16 g/L de
phosphate monopotassique R et 5,50g/L de phosphate dipotassique R.

Conditions chromatographiques :
Colonne :

- Dimensions: 1=0,256m @ =4mm
- Phase stationnaire : gel de silice octylsilylé pour chromatographie R (5um) a particules
sphériques.

Débit : 0,6 ml/min.

Détection : spectrophotometre a 280 nm.
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Injection : 5L de solution a examiner.
Temps de rétention : 8min.

La phase mobile a été placée sur la porte a solution en dessus de I’appareil, puis attachée au
tube approprié de la phase mobile.

La colonne a été placée dans le systéeme HPLC.

Les vials 1 et 2 ont été remplies avec la solution témoin (a) en multiples injections et la vial 3
a été remplie avec la solution a examiner, puis I’ensemble a été placé dans le carrousel de
I’HPLC.

Les résultats ont été obtenus via le logiciel Empower™ 3.

La dose de I’acide folique est calculée par la formule suivante :

Ae _PeT _ 100-TeT
AF% = —X— X ———— X Te
At " PeE ~ 100-TeE

Avec :

AF % : pourcentage de 1’acide folique (%).

Ae : surface du pic de I’acide folique obtenu avec la solution témoin.

At : surface du pic de I’acide folique obtenu avec la solution a examiner.
Pt : prise d’essai du témoin (g).

Pe : prise d’essai (g).

TeT : teneur en eau du témoin (%).

TeE: teneur en eau de I’essai (%).

Te : titre.

Limites : 96% a 102%.

A.3.2. Cendres sulfuriques
e Mode opératoire

On chauffe un creuset en silice dans un four a moufle a 600°C pendant 30min, on laisse refroidir
dans un dessiccateur et on pese le creuset vide, ensuite on introduit 1g d’acide folique dans le
creuset vide et on mouille la substance a examiner avec quelques gouttes d’acide sulfurique
pure (généralement 1ml). On place I’ensemble dans un minéralisateur jusqu’a ce qu’il n’y ait
plus de dégagement de fumées blanches puis on calcine a 600°C jusqu’a incinération compléte
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du résidu. Apres ce temps on pése a nouveau le creuset aprés refroidissement dans le
dessiccateur. On calcule le pourcentage du résidu.

Le taux de cendres sulfuriques est calculé selon la formule suivante :

[ Cs% =" + 100 ]
Pe

Cs% : pourcentage des cendres sulfuriques (%).

Avec :

Pf : poids du creuset final (Q).
Pv : poids du creuset vide (g).
Pe : prise d’essai (g).

Limites : au maximum 0, 2%o.

B. Excipient : Calcium hydrogenophosphate dihydrate (phosphate bicalcique)

Les méthodes de contrdle sont celles préconisées par la pharmacopée européenne 2017.

L’excipient est présenté dans la figure 13.

£R. (o 1
é}%a %
Eé\% 2
A
=3 UL %

Figure 13 : Phosphate bicalcique (Photo originale, 2022)
B.1. Caractere

e Aspect

Consiste a une vérification visuelle de la substance a examiner.

e Solubilité

On introduit 50mg de phosphate bicalcique dans trois tubes a essais.
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On ajoute 10ml : d’eau dans le premier tube, de I’acide chlorhydrique dilué R (HCL) dans le
deuxiéme tube et 1’acide nitrique (HNO3z) dans le troisieme tube.

On agite les trois tubes a I’aide d’un vortex.
La lecture est effectuée par un simple examen visuel.
B.2. Identification

On dissout 0,1g de phosphate bicalcique dans 5ml d’acide nitrique dilu¢ R, on ajoute 2ml de
solution de molybdate d’ammonium R et on chauffe a 70°C pendant 2min.

Apreés refroidissement il se forme un précipité jaune.
B.3. Essai
B.3.1. Substances insolubles dans I’acide

Dans un erlenmeyer, 5g de phosphate bicalcique ont été dissous dans 40ml d’eau R puis 10ml
d’acide chlorhydrique R ont été ajouté, I’ensemble a été chauffé a ébullition pendant Smin sur
une plagque chauffante. Aprés refroidissement, une filtration est nécessaire en utilisant un papier
filtre sans cendre, la solution de nitrate d’argent R2 a été ajouté au filtrat et les substances
insolubles présentes sur le papier filtre sans cendres ont été lavées a 1’eau R. Cette étape a été
répétée jusqu’a ce que 1’addition de la solution de nitrate d’argent R2 au filtrat ne produise plus
de troubles, les substances insolubles ont été calcinées a 600°C * 5.

Limites : la masse du résidu est au maximum de 10mg

B.3.2. Carbonates
La lecture est effectuée par une observation visuelle de la solution a examiner.
B.3.3. Chlorures

Apres 5min on compare la solution analysée avec la solution témoin par un simple examen
visuel.

Limites : maximum 0,25%.
B.3.4. Sulfates

On compare la solution a examiner avec la solution témoin par une observation a I’ceil nu apres
10min.

Limites : maximum 0,5%.
B.3.5. Fer

On compare le degré de coloration de la solution analysée avec la solution témoin par un
examen visuel.

Limites : maximum 400ppm.
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B.3.6. Perte a la calcination
e Principe

La perte a la calcination est déterminée par chauffage a masse constante dans un four a 800-
835°C sur 1g de substance a examiner.

e Mode opératoire

On procede a placer le creuset en silice préalablement desseché dans un dessiccateur pendant
15min.

On pese le creuset vide puis on pese 1g de phosphate bicalcique dans le creuset taré et apres
cela, on calcine a 1’aide d’un four a moufle a 800°C pendant 3h.

Apreés refroidissement pendant 15min dans un dessiccateur on pése le creuset.

Le pourcentage a la perte a la calcination est calculé par la formule suivante :

Perte a la calcination % = % x 100

Avec :

Pc : perte a la calcination (%).
Pv : Poids du creuset vide (Q).
Pf : poids du creuset final (g).
Pe : prise d’essai (g).

Limites : 24,5 % a 26,5%.

B.3.7. Dosage
e Principe

Le dosage se fait par un titrage complexométrique, dont le principe est issu de la compétition
entre un indicateur coloré le mordant noir et 1’édétate de sodium. Le point d’équivalence est
déterminé lors du changement net de la couleur de la solution par le mordant noir.

e Mode opératoire
Préparation de la solution a examiner

Dans une fiole de 200ml on dissout 0,4g de phosphate bicalcique dans 12ml d’acide
chlorhydrique dilué R en chauffant au bain-marie et on compléte avec de 1’eau R jusqu’au trait
de jauge.
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On préleve 20ml de cette solution et on ajoute dans un erlenmeyer 25ml d’édétate de sodium
0,02M, 50ml d’eau R, 5ml de solution tampon chlorure d’ammonium pH 10,7 R et 25mg de
mélange composé au mordant noir 11 R.

On titre par le sulfate de zinc 0,02M (1ml d’édétate de sodium 0,02M correspond a 3,44mg de
CaHPO4 ,2H20) et on détermine le point de titrage.

Préparation de la solution témoin

Le témoin est préparé dans les mémes conditions en ajoutant que les réactifs a ’exempt du
phosphate bicalcique.

Le taux de dosage est calculé par la formule suivante :

(Vt—Ve)xCt

Dg (%) = —

Avec :

Dg : dosage (%).

Vt : volume du témoin (ml).
Ve : volume de I’essai (ml).
Ct : correspondance (3,44mg).
Pe : prise d’essai.

Limites : 98% a 105%o.

C. Controle du Produit fini
C.1. Caractéres

e Aspect

L’aspect et la couleur sont déterminées par un simple examen visuel.
C.2. Identification du principe actif

Identification du principe actif « acide folique hydraté » par spectrophotométrie d’absorption
dans ’UV-Visible.

Dans une fiole de 100ml, on dissout exactement 200mg de poudre de comprimé avec
I’hydroxyde de sodium (NaOH) 0,1N et on compléte jusqu’au trait de jauge avec le méme
solvant.

Aprés filtration, on réalise une dilution au 1/10°™ avec le NaOH.
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On mesure 1’absorbance de la solution a examiner a deux longueurs d’onde : 256nm et 365nm,
ensuite on calcule le rapport :

A256
A365

Avec :
A256 : absorbance a 256nm.
A365 : absorbance a 365nm.

Limites : le rapport doit étre compris entre 2,8 et 3.

C.3. Essai
C.3.1. Masse moyenne

A I’aide d’une balance analytique, on pése 10 comprimés a la fois, ensuite on calcul la masse
moyenne par la formule suivante :

Pt

10

Avec :

MM : masse moyenne (mg).

Pt : poids total des 10 comprimeés (mg).
Limites : 92,5mg a 107,5mg.

C.3.2. Uniformité de teneur

Selon Djebar (2019), I’essai d’uniformité de teneur est basé sur la détermination de la teneur
individuelle en principe actif des unités qui composent 1’échantillon et de vérifier que les
teneurs se trouvent dans les limites établies par rapport a la teneur moyenne de 1’échantillon.

L’objectif de ce test est d’assurer que les comprimés contiennent une concentration semblable
pour garantir au patient une dose constante en principe actif.

e Principe

Consiste a dissoudre 10 comprimés séparément dans un milieu adéquat et de doser la libération
du principe actif a I’aide de technique de spectrophotométrie UV-Visible.
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e Mode opératoire

Préparation de la solution & examiner

On introduit séparément un comprimé dans chacune des dix fioles de 20ml contenant
I’hydroxyde de sodium 0,IN puis on place les fioles dans le bain a ultrason réglé a 23°C
jusqu’au dissolution compléte des comprimés.

On compléte a 20ml avec le méme solvant et on effectue une filtration a I’aide d’un papier
filtre.

On effectue une dilution du filtrat obtenu de 1/100™ avec le méme solvant.

Préparation de la solution témoin

On dissout 100mg d’acide folique hydraté étalon de référence interne dans une fiole de 100ml
avec I’hydroxyde de sodium 0,1N et on compléte avec le méme solvant jusqu’au trait de jauge.

On effectue une dilution de cette solution au 1/100 ™ avec le méme solvant.

On mesure ’absorbance de la solution témoin et les solutions a examiner des dix fioles en
réglant le zéro de I’appareil avec le NaOH 0,1N.

La teneur en acide folique est calculée par la formule suivante :

Ae X PtxTe

Teneur moyenne(mg/cp) = AT X 20

Avec :

Ae : Absorbance de la solution a examiner.

At : Absorbance de la solution témoin.

Pt : prise d’essai témoin (mg).

Pe : Prise d’essai de la solution a examiner (mg).
MM : Masse moyenne (mg).

Te : Titre I’acide folique étalon de référence interne.

teneur moyenne en (mg/cp) X100
5

Teneur moyenne en % =
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Ensuite le VA est calculé par les formules suivantes selon la teneur moyenne en % obtenue :

-S198,5<T<101,5 — VA=24xS.

-SiT>101,5 — » VA=T—101,5+2,4xS.
-SiT<098,5 —» VA=985—T+2,4x%x8S.
Avec :

T : teneur moyenne en %.
S : écart type.
Limites : VA <15%.

C.3.3. Friabilité

Par définition, la friabilit¢ d’un comprimé est la tendance de ce dernier a perdre des particules
de composants par abrasion, frottement ou choc mécanique.

Le test de friabilité permet de s’assurer que les comprimés présentent une résistance a des
contraintes mécaniques suffisantes lors du processus de stockage, distribution et la
manipulation par le client (Frederick et Changquan, 2015).

Un friabilimétre (figure 14) est constitué d’un tambour de diamétre inférieur de 283-291nm et
d’une profondeur de 36-40mm en polymére synthétique transparent. L’une des faces du
tambour est amovible. A chaque rotation, les comprimés roulent ou glissent du centre du
tambour et tombent sur la paroi extérieure les uns sur les autres avec une vitesse de rotation de
25 +1 tr/min (Pharmacopée européenne 2017).
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Figure 14 : Appareil de détermination de la friabilité des comprimeés non enrobés
(Koissi, 2008)

e Principe

Il consiste a soumettre une quantité précise de comprimeés a une force de chute réguliere pendant
un temps donné afin de déterminer la perte de masse de ces comprimés (Nnanga et al., 2016).
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e Mode opératoire

On pése un nombre de comprimés entiers correspondant a une masse de 6,59 et on les place a
I’intérieur du tambour.

On met le friabilimétre réglé a 100tour/4min en marche.
On récupére les comprimés et on les repese aprés avoir dépoussiéré.

La friabilité est calculée par la formule suivante :

F=PP 100
Pi

Avec :

F : friabilité (%)

Pi : le poids des comprimés avant le test (Q).
Pf : le poids des comprimés apres le test (g).

Limites : <1%.

C.3.4. Test de dissolution

Le test de dissolution permet de déterminer la quantité du principe actif dissous dans
I’organisme en fonction du temps in vitro (Delalande et Ruiz, 2007).

e Principe

L’essai est réalisé sur six unité dans six vases et 1’agitation est réalisé a I’aide d’une palette en
métal ou autre matériau rigide et inerte approprié du dissolutest (figure 15), les échantillons
seront ensuite analysés avec une technique analytique (spectroscopie ultraviolet- visible).
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Figure 15 : Appareil dissolutest a palette (Pharmacopée européenne 2017)

e Mode opératoire

Conditions opératoires :

- Appareil : dissolutest.

- Milieu : tampon phosphate pH 7,5 (0,2M).
- Volume du milieu : 900mL.

- Systéme : palette.

- Vitesse d’agitation : 75trs/min.

- Temps de dissolution : 45min.

- Température : 37°C +0,5°C.

- Longueur d’onde £ : 280nm.

Réactifs :
Eau distillée.
Potassium phosphate monobasique (KH2 POs).

Hydroxyde de potassium (KOH).

Préparation de la solution tampon phosphate pH 7,5 (0,2M)

On dissout 27,22¢g de potassium phosphate monobasique dans 930ml d’eau, on ajuste le pH 7,5
avec la solution d’hydroxyde de potassium a 300g/L et compléter a 1000mL avec de I’eau.
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Remarque :

Pour optimiser le temps, on prépare la solution tampon comme indiqué précédemment mais en
diluant 163,32g de potassium phosphate monobasique dans 5L d’eau dans un jerrycan et on
agite I’ensemble a ’aide d’un agitateur magnétique.

Apreés agitation, on ajuste le pH 7,5 de la solution avec la solution d’hydroxyde de potassium a
200g/L et compléte a 6L avec de I’eau.

On remplit les six vases avec 900ml de la solution tampon phosphate a 1’aide d’une éprouvette
de 1000mL.

Préparation de la solution a examiner

On introduit un comprimé de ZANITRA® 5mg dans chaque vase contenant chacun la solution
tampon et chauffé préalablement & 37°C puis on laisse en agitation pendant 45min.

Aprés ce temps, on préleve 5ml de la solution de chaque vase et on filtre a travers un filtre
seringue de 0,45um dans six tubes a essai.

Préparation de la solution témoin

Dans une fiole de 100mL on dissout 55,56mg d’acide folique hydraté étalon de référence
interne avec la solution tampon phosphate pH 7,5 (0,2M) et on compléte avec le méme solvant
jusqu’au trait de jauge.

Apres agitation, on préleve 1ml de la solution précédente et on compléte a 100mL avec le
tampon phosphate pH 7,5 (0,2M). (La concentration de la solution témoin obtenue est de
0,005556mg/L).

On mesure 1’absorbance de la solution témoin et la solution a examiner a 280nm en utilisant le
milieu tampon phosphate pH 7,5 (0,2M) comme liquide de compensation.

La teneur en acide folique hydraté est donnée par la formule suivante :

Ag X Pt X1 X900 X Te
AT X 100 X 100 X 5

Q% =

Avec :
AEe : Absorbance de la solution a examiner.
AT : Absorbance de la solution témoin.

Pt : prise d’essai étalon de référence.
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Te : Titre de 1’étalon de référence interne.

Limites : > 75% en 45minutes.

C.3.5. Dosage du principe actif « acide folique hydraté » dans le produit fini
Le dosage se fait par spectrophotométrie d’absorption UV/Visible
e Principe

Le principe de la spectrophotométrie d’absorption UV/Visible repose sur 1’absorption du
rayonnement monochromatique fourni par le spectrophotometre UV/Visible (figure 16) par les
molécules dans les régions de 200-800nm, 1’appareil comprend un dispositif approprié a la
mesure de I’absorbance (Di Benedetto et Breuil, 2019).

Source
polychromatique
|

e

[ ]

Monochromateur(s) Echantillon Détecteur

Figure 16 : Principe générale de spectrophotométrie d’absorption UV/Visible
(Piard et Randon, 2021)

e Mode opératoire

Solvant :
Hydroxyde de sodium 0,1N
Préparation de la solution témoin

On dissout 100mg d’acide folique hydraté étalon de référence interne dans une fiole de 100ml
avec I’hydroxyde de sodium 0,1N et on complete avec le méme solvant jusqu’au trait de jauge.

On effectue une dilution de cette solution au 1/100 ™ avec le méme solvant.
Préparation de la solution d’essai

A T’aide d’un mortier on broie une quantité nécessaire des comprimés, ensuite on pese
exactement 200mg de poudre de comprimé.

Dans une fiole de 100ml on dissout la poudre dans I’hydroxyde de sodium 0,1N et on complete
jusqu’au trait de jauge avec le méme solvant.

Apres filtration de la solution a 1’aide d’un papier filtre, on effectue une dilution de cette
solution au 1/10°™ avec le méme solvant.

On mesure ’absorbance de la solution a examiner et la solution témoin a 256nm en utilisant
I’hydroxyde de sodium 0,1N comme liquide de compensation.
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La teneur en acide folique est donnée par la formule suivante :

_ A XPr X100 X1 x MM
© ArxPex10x 100

e

_AcxPrxMM
Q_ Ar X Pex 10 ¢

Avec:

Q : Teneur en acide folique (mg/cp).

Akt : Absorbance de la solution a examiner.

AT : Absorbance de la solution témoin.

Pt : prise d’essai du témoin (mg).

Pe : Prise d’essai de la solution a examiner (mg).

Mm : masse moyenne.

Te: Titre de I’acide folique étalon de référence interne.

Limites : 4,5a5,5 (mg/cp).

11.2.3. Contréle microbiologique

Les méthodes utilisées pour le contrdle microbiologique de ZANITRA® 5mg sont celles
préconisées par la PE, 2017.

L’analyse doit réaliser le contrdle de pureté microbienne par :

A. Le dénombrement des germes aérobies viables totaux : bactéries, levures et moisissures.
B. La recherche des microorganismes spécifiés : Escherichia coli.

A. Le dénombrement des germes viables totaux

Cet essai a pour but de déterminer la présence ou non des germes pathogénes dans un produit.

35



Chapitre 11 Matériels et méthodes

e Mode opératoire

Préparation de I’échantillon

A partir d’'un mélange moyen des échantillons prélevés, on pése presque 100 comprimés ce qui
est équivalent de 10g de comprimés et on les dilue dans 90ml de la solution tampon peptonée
au chlorure de sodium pH 7 contenant du tween.

On homogénéise pour obtenir I’homogénéisat A, c’est la dilution 1/10 (107%).

On effectue une autre dilution au 1/10 a partir de I’homogénéisat A dans la méme solution
tampon pour obtenir la dilution 1072,

Recherche des bactéries

Ensemencement en profondeur

On utilise des boites de pétri d’un diamétre de 90mm.

On introduit dans chacune d’elles ImL de la dilution préparée de 1I’échantillon a contrdler.

On ajoute 15 a 20mL (2 une température ne dépassant pas 45°C) d’un milieu gélosé¢ aux
peptones de caséine de soja liquéfiée.

On prépare au moins deux boites de pétri par dilution et par milieu.
On incube a 30-35°C pendant 5jours.

e |ecture

On sélectionne les boites correspondant a une dilution et présentant le plus grand nombre de
colonies inférieur a 300.

On fait la moyenne arithmétique des dénombrements des deux boites de la dilution sélectionnée.

On calcule le nombre de colonie (WFC/g) le nombre d’unité formant colonie par gramme de
produit en multipliant par I’inverse de la dilution sélectionnée.

Recherche des levures et des moisissures
On utilise des boites de pétri d’un diametre de 90mm.
On introduit dans chacune d’elles ImL de la dilution préparée de 1’échantillon a contrdler.

On ajoute 15a20mL (a une température ne dépassant pas 45°C) de milieu gélosé Sabouraud-
glucose avec antibiotiques liquefiée.

On prépare au moins deux boites de pétri par dilution et par milieu.

On incube a 20-25°C pendant sept jours.
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e Lecture

On sélectionne les boites correspondant & une dilution et présentant le plus grand nombre de
colonies inférieur a 100 et le dénombrement se fait de la méme fagon que les bactéries.

B. Recherche de micro-organismes specifiés

Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a gram négative et un constituant majeur de la flore intestinale
des mammiferes. Elle est inoffensive et peut devenir un agent pathogéne responsable de
differentes infections séveres. La bactérie se développe sur gélose MacConkey et peut croitre
dans des conditions en aérobies ou anaérobies (Joly Guillou, 2016).

e Mode opératoire

Pré-enrichissement

A partir de ’homogénéisat A on préléve 10ml de I’échantillon ensuite on ajoute 100mL de
milieu liquide aux peptones de caséine de soja.

Aprés homogéneisation, on incube a 35-37°C pendant 24h.
Enrichissement

Apres ce temps, on agite le récipient puis on préleve 1ml a I’aide d’une pipette gradué et on
ajoute 100ml du milieu liquide de MacConkey.

On incube & 43-45°C pendant 24h.

Isolement

Apres ce temps, on effectue des subcultures sur milieu gélosé de MacConkey.
On incube a 35-37°C pendant 48h.

e |ecture

La croissance de colonies rouges, non mucoides de bactéries en baténnets gram négatifs indique
la présence d’E. Coli qui est confirmé par des tests biochimiques appropriés.

L’ensemble des méthodes effectuées lors du controle de qualité de ZANITRA® 5mg sont
résumées dans la figure 17.
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Contréle physico-chimique

o . ¢ S Excipient :
Principe actif : ! Phosphate bicalcique
Acide folique

Produit fini .
ZANITRA® 5mg Caracteres :
Caractéres : Aspect et solubilité.
Aspect et solubilité.
Caracteres : Tests d’identification :
Tests d’identifications : Aspect et solubilité. Précipité jaune.
e Pouvoir rotatoire.
e Dosage par HPLC. Identification Essais :
e Cendres sulfuriques. . e Substances insolubles
Essals : dans I’acide.
e Masse moyenne. e Carbonates.
e Uniformite de teneur e Chlorures.
e Friabilité e Sulfates.
e Dissolution o Fer.
* Dosage de I'acide e Perte a la calcination.
folique. « Dosage.
Controle
microbiologique
Recherche des germes variables < > Recherche des micro-organismes
totaux spécifiés
e Recherche de levures et de e Recherche
moisissures. d’Escherichia coli.

e Recherche des bactéries.

Figure 17 : Schéma récapitulatif des méthodes de contrdle de qualité physico-chimique et
microbiologique de ZANITRA®5mg
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i Résultats et discussions

Les résultats obtenus ont été comparés avec les normes en vigueur de la pharmacopée
européenne 2017 dont les textes (les monographies) définissent des exigences de qualités
auxquelles doivent satisfaire les substances pharmaceutiques qui composent les médicaments.

I11.1. Controle physicochimique
111.1.1. Controle physicochimique des matieres premieres
I11.1.1.1. Controle physicochimique du principe actif Acide folique

Les résultats obtenus suite a un contréle physicochimique du principe actif acide folique ont été
présentés dans le tableau I11. Ces résultats comprennent :

Les caracteres organoleptiques : aspect et solubilité.
Les tests d’identifications : pouvoir rotatoire spécifique

Les essais : la chromatographie liquide a haute performance et cendres sulfurigues.

Tableau 111 : Résultats de contréle physico-chimique de I’acide folique
Test Résultats Normes (PE,2017) | Conformité

'e) Poudre
g Aspect cristalline Poudre cristalline Conforme
2 jaunatre ou jaunatre ou orangée
3 orangée
5 Insoluble dans I’eau
% Solubilité dans : et les solvants
o) -L’eau -Insoluble organiques.
= -Chloroforme -Insoluble Conforme
§ -Acide chlorhydrique dilué R -Soluble Soluble dans les

-Hydroxyde de sodium 0,1N -Soluble acides dilués et les

solutions alcalines

o

@D

=

gi Pouvoir rotatoire 20,23 +18 a +22 Conforme

QD

=.

>

i

o Dosage par HPLC 99,4% 96% a 102% Conforme
Cendres sulfuriques 0,009% <0,2% Conforme
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Le chromatogramme de la solution témoin obtenu lors de I’analyse HPLC de 1’acide folique
est représente dans les figures 18

1.00 ]
0‘80;'
0.60
0.40

0.20+
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T ——acidelic-5.388

|

|
000 1.00 200 300 400 . 500 . 600 7.00 8.0
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Sample Name: Témoin A1; Date Acquired: 8/16/2021 12:18:07 PM CEST; Vial: 1, Injection:
Sample Name: Témoin A1; Date Acquired: 8/16/2021 12:27:17 PM CEST, Vial: 1; Injection:

——— Sample Name: Témoin A1; Date Acquired: 8/16/2021 12:35:54 PM CEST; Vial: 1; Injection:
Sample Name: Témoin A1; Date Acquired: 8/16/2021 12:44:31 PM CEST, Vial: 1, Injection:
Sample Name: Témoin A1; Date Acquired: 8/16/2021 12:53:08 PM CEST,; Vial: 1; Injection:
Sample Name: Témoin A2; Date Acquired: 8/16/2021 1:01:49 PM CEST; Vial: 2; Injection: 1
Sample Name: Témoin A2; Date Acquired: 8/16/2021 1:10:27 PM CEST, Vial: 2; Injection: 2

g bh WON -

Figure 18 : Chromatogramme de témoin

Le résultat obtenu a partir du chromatogramme de la solution témoin de I’analyse de HPLC
est présenté dans le tableau IV ci-dessous.

Tableau IV : Résultats de chromatographie de la solution témoin

Nom de Temps de Surface
I’échantillon | Vial | Inj Nom rétention(min)

1 Témoin Al 1 1 Acide folique 5,388 5544052

2 Témoin Al 1 2 Acide folique 5,389 5538828

3 Témoin Al 1 3 Acide folique 5,395 5497487

4 Témoin Al 1 4 Acide folique 5,404 5521240

5 Témoin Al 1 5 Acide folique 5,412 5533333

6 Témoin A2 2 1 Acide folique 5,421 5533314

7 Temoin A2 2 2 Acide folique 5,431 5517757
Moyenne 5526573

RSD% 0,3
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Le chromatogramme de la solution a examiner obtenu lors de I’analyse HPLC de 1’acide
folique est représenté dans les figures 19
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Figure 19 : Chromatogramme de 1’essai

Le résultat obtenu a partir du chromatogramme de la solution a examiner de I’analyse de
HPLC est présenté dans le tableau V suivant

Tableau V: Reésultats de chromatographie de la solution d'essai

Nom Temps de rétention Surface Surface en %
(min)
1 Acide folique 5,466 5602893 100.00
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D’apres le tableau 11 :

L’acide folique analysé est sous forme d’une poudre cristalline de couleur jaune. L aspect est
donc conforme a la norme établie par la Pharmacopée européenne 2017.

A propos de la solubilité, 1’acide folique est pratiquement insoluble dans 1’eau et le chloroforme
néanmoins il est soluble dans 1’acide chlorhydrique dilué R et I’hydroxyde de sodium 0,1N. ce
résultat est conforme a la norme de la pharmacopée européenne 2017.

Le pouvoir rotatoire établie (20,23) est conforme aux normes (+18 a +22) de la pharmacopée
européenne 2017.

Concernant le dosage du principe actif par HPLC, le résultat obtenu (99,4%) se situe dans
I’intervalle des normes (96% a 102%) de la Pharmacopée européenne 2017.

Les chromatogrammes de dosage de 1’acide folique par HPLC montrent que le pic de la solution
a examiner est semblable au pic de la solution témoin (voir figure 18 et 19).

L’écart type relatif RSD% est inférieur a 2% (0,3%) donc il est conforme a la norme de la
Pharmacopée européenne 2017 (tableau 1V). Le temps de rétention de pic de la solution a
examiner (5,466) corresponds au temps de rétention des pics de la solution témoin (5,388) (voir
tableau 1V et V).

Le taux des cendres sulfuriques est de 0,009%. Ceci est inférieur a 0,2% qui est la norme de la
Pharmacopée européenne 2017.

Nos résultats ont été comparés avec les résultats de Boulahlib (2014), Berrouag et Gandi
(2017) et Bennatou (2018).

Les résultats liés a I’aspect et a la solubilité du principe actif I’acide folique corroborent avec
les normes aux spécifications de la Pharmacopée européenne 2017. Cela est cohérent avec ce
qui a été accompli dans les précédentes études de Boulahlib (2014), Berrouag et Gandi (2017)
et Bennatou (2018). Ces résultats nous montrent que le principe actif est d’une bonne qualité
organoleptique.

L’analyse du pouvoir rotatoire nous a permis de constater que I’acide folique est une molécule
chirale possédant un carbone asymétrique ayant une activité optique. Une conclusion similaire
a été tirée par Berrougag et Gandi (2017) et Bennatou (2018).

Le dosage de I’acide folique par HPLC établie est de 99,4%. Des résultats semblables ont été
obtenus par Berrouag et Gandi (2017) (98,83%), Boulahlib (2014) (99,3%) et Bennatou
(2018) (98,83%). Ceci nous montre que de la dose du principe actif est conforme a la norme
indiquée par la pharmacopée européenne 2017.

En se basant sur les résultats obtenus a partir des chromatogrammes de 1’analyse HPLC nous
avons pu conclure que le principe actif étudié est exempt d’impuretés ou de contaminants vu
I’absence des pics parasites.
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Le taux des cendres sulfuriques est de 0,009%, ceci corrobore aux resultats obtenus par
Berrouag et Gandi (2017), Boulahlib (2014) et Bennatou (2018). Ce faible taux nous a permis
de déduire que le principe actif ne contient pas d’impuretés minérales toxiques pour la santé du
patient, pouvant altérer 1’effet thérapeutique du principe actif.

111.1.1.2. Contréle physicochimique de I’excipient phosphate bicalcique

Les résultats obtenus du contrdle physicochimique de I’excipient phosphate bicalcique sont
présentés dans le tableau V1. Ces résultats comprennent :

Le caractere organoleptique : aspect et solubilité.
Les tests d’identification : chauffage a 70°C.

Les essais : substances insolubles dans 1’acide, carbonates, chlorures, sulfates, fer, la perte a la
calcination et le dosage.

Tableau VI : Résultats de contrdle physicochimique du phosphate bicalcique.

Test Résultats Normes Conformité
Poudre cristalline Poudre cristalline
Aspect blanche ou blanche ou Conforme
sensiblement sensiblement
blanche blanche

Solubilité dans :
Pratiqguement

anbndsjouebao sauaroede)

-L’eau - Insoluble insoluble dans I’eau | Conforme
-Acide - Soluble et soluble dans

chlorhydrique - Soluble I’acide

-Acide nitrique chlorhydrigue et

I’acide nitrique.

=
@ Chauffage a 70°C Formation d’un Formation d’un Conforme
S précipité jaune précipité jaune
3
=.
>

Substances Absence de <10mg Conforme
Q insolubles dans substances
2. I’acide. insolubles
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Il ne se produit pas Il ne se produit pas | Conforme
Carbonates d’effervescence d’effervescence

L’opalescence de la Si la solution a

solution a examiner | examiner présente
Chlorures est qui moins une opalescence, Conforme

prononcée que celle celle-ci n’est pas
de la solution témoin | plus prononcée que
celle de la solution
témoin
Si la solution a
L’opalescence de la | examiner présente
solution a examiner une opalescence,

Sulfates est moins prononcée celle-ci n’est pas Conforme
que celle de la plus prononcée que
solution témoin celle de la solution
témoin

La coloration rose de | La coloration rose
Fer la solution a éventuelle de la Conforme
examiner est moins | solution a examiner
intense que celle de n’est plus intense
la solution témoin que celle de la
solution témoin

Perte a la calcination 26,39% 245 —26,5% Conforme

Dosage 100,89% 98% a 105% Conforme

Le phosphate bicalcique donne un aspect de poudre cristalline blanche, il montre une meilleure
solubilité dans I’acide chlorhydrique dilué et dans 1’acide nitrique dilué et pratiquement
insoluble dans 1’eau et 1’éthanol a 96%. En se référant aux normes de dossier pharmaceutique
(monographie interne SAIDAL 2017) le phosphate bicalcique présente des caractéres
organoleptiques conformes aux exigences de la norme. Ceci indique que I’excipient est de
bonne qualité organoleptique.

Apreés chauffage a 70°C de la solution de phosphate bicalcique il y a eu formation d’un précipité
jaune (figure 20), ce résultat est conforme a la norme et explique que I’identification de
I’excipient s’est avérée positive.
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Figure 20 : Résultats de chauffage a 70°C (Photo originale, 2022)

Lors de la manipulation de I’analyse d’essai des substances insolubles dans 1’acide, nous
n’avons pas pu terminer toutes les étapes du protocole en raison de 1’absence de substances
insolubles recueilli sur le papier filtre (figure 21). L’absence de ces derniers prouve la pureté
de I’excipient analysé.

Figure 21 : Absence de substances insolubles (Photo originale, 2022)

Concernant I’identification des carbonates, au moment ou 1’ajout de 1’acide chlorhydrique a eu
lieu, on n’a pas assisté a une formation d’effervescence. Ce résultat est conforme a la norme de
la PE 2017 et montre I’absence totale d’impuretés de carbonates dans I’excipient.

En examinant visuellement I’aspect des solutions préparées pour 1’analyse des chlorures, la
solution témoin présente une opalescence plus prononcée que celle de la solution a
examiner (figure 22). Un résultat similaire est observé pour I’analyse des sulfates (figure 23).
Ces deux résultats corroborent avec les normes exigées par la PE 2017. On a donc pu constater
que I’excipient est dépourvu d’impuretés inorganiques tels que les sulfates et les chlorures.
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Figure 22 : Résultats des chlorures Figure 23 : Résultats des sulfates

La présence potentielle de ces éléments dans I’excipient est systématiquement vérifiée car ils
sont couramment utilisés au cours des syntheses et peuvent engendrer des conséquences plus
ou moins graves et plus ou moins réversibles en termes de santé publique (Pont, 2010).

Quant a la recherche de fer nous avons obtenu une coloration rose moins intense de la solution
a examiner par rapport a la solution témoin (figure 24), ce résultat est conforme a la norme
décrite dans le dossier pharmaceutique 2017. En effet le degré de coloration nous a permis de
déduire que I’excipient testé ne contient pas d’impuretés de nature ferrique.

Figure 24 : Résultats de fer (Photo originale, 2022)
Ces impuretés ferriques sont trés toxiques et peuvent provoquer une gastro-entérite suivie d’une
phase quiescente, puis d’un choc et d’une insuffisance hépatique (Nisse, 2021).

Il ressort de notre étude que le taux de la perte a la calcination (26,39%) est compris dans
I’intervalle de confiance de la PE 2017 (24,5 — 26,5%), ceci est donc conforme.

Ce taux indique une bonne déshydratation ainsi qu’une bonne conservation de phosphate
bicalcique.

Le résultat de dosage colorimétrique est de 100,89% ce qui est en total adéquation avec
I’intervalle de la norme décrite par la PE 2017 (98% a 105%). Ce résultat est considéré comme
conforme.
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L’ensemble des résultats obtenus nous ont montré une totale conformité aux normes de la PE
2017 et une qualité satisfaisante de 1’excipient analysé.

111.1.1.3. Contrdle physicochimique du produit fini ZANITRA® 5mg

Les résultats sont regroupes dans le tableau V11 et comprennent :

Caracteres organoleptiques : 1’ Aspect.

Les tests d’identification du principe actif : spectrophotométrie.

Essais : la masse moyenne, 1’uniformité de teneur, la friabilité, la dissolution et le dosage du
principe actif.

Tableau V11 : Résultats du contréle physico-chimique du produit fini

Tests Résultats Normes Conformité
o
< 0 Aspect Comprimé jaune, | Comprimé jaune,
jab]
3 3 ronds, aux bords | ronds, aux bords Conforme
§ % chanfreinés lisse | chanfreinés lisse
2 & et brillant et brillant
@D
=
< Spectrophotométrie 2,84 9 g <4256 _q Conforme
=, >T T A365 T
%ﬂ
=
=.
>
Masse moyenne 102.75mg 92,5mg a Conforme
107,5mg
Uniformité de 1,15 <15 Conforme
m teneur
§ Friabilité 0,52% <1% Conforme
@ Dissolution 109,1% >75% Conforme
Dosage 5,37mgl/cp 4,5a5,5mg/cp Conforme
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Le résultat de 1’essai d’uniformité de teneur est présenté dans le tableau VIII suivant

Tableau VIII : Résultats de l'uniformité de teneur

Pe std Teneur en
Do éch DO std (mg) Titre % Teneur en mg/cp %
0,606 0,559 91,25 1,001 4,951 99,021
0,618 0,559 91,25 1,001 5,049 100,982
0,618 0,559 91,25 1,001 5,049 100,982
0,602 0,559 91,25 1,001 4,918 98,368
0,616 0,559 91,25 1,001 5,033 100,655
0,621 0,559 91,25 1,001 5,074 101,472
0,622 0,559 91,25 1,001 5,082 101,636
0,613 0,559 91,25 1,001 5,008 100,165
0,613 0,559 91,25 1,001 5,008 100,165
0,603 0,559 91,25 1,001 4,927 98,531
Teneur moyenne
% 100,20
Teneur moyenne 5,01
(mg/cp)
Ecart type 1,19
VA 1,15

Les résultats du test de dissolution sont présentés dans le tableau 1X suivant

Tableau 1X : Résultats de dissolution de Zanitra® 5mg.

Volume
DO éch DO std Pestd | du milieu | Titre (%) | Taux (%)
(mg) (ml)

0,311 0,31 55,7 900 100,1 100,68
0,336 0,31 55,7 900 100,1 108,78
0,331 0,31 55,7 900 100,1 107,16
0,397 0,31 55,7 900 100,1 128,53
0,341 0,31 55,7 900 100,1 110,4
0,306 0,31 55,7 900 100,1 99,07

Moyenne | 109,10
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D’apres le tableau VII :

Les comprimés sont de couleur jaune, ronds, aux bords chanfreinés lisse et brillant conforme
aux normes établies par la pharmacopée européenne 2017.

Le rapport A256/A365 est de dans I’intervalle de la norme [2,8 - 3], il est donc conforme aux
normes de pharmacopée européenne 2017.

La masse moyenne des dix comprimés 102.75mg est comprise dans 1’intervalle des normes
revendiquees par la PE 2017 [92,5mg a 107,5mg].

D’aprés les résultats du tableau VIII toutes les teneurs individuelles du principe actif dans les
dix échantillons du produit fini sont comprises dans 1’intervalle, le résultat du VA obtenu (1,15)
répond aux exigences de la Pharmacopée européenne 2017 (<15%).

Le taux de friabilité est de 0,52%, il est donc inferieur a la norme de la pharmacopée
européenne 2017 (<1%).

Concernant le test de dissolution, nous avons constaté qu’au bout de 45min les six comprimés
ont libéré en moyenne (109,1%) plus de 75% de la teneur théorique de 1’acide folique. De plus
aucun comprimé sur les dix testés au total n’a libéré moins de 75% de teneur en acide folique
(voir tableau 1X).

Le dosage du principe actif est de 5,37mg/cp, cette valeur est comprise dans I’intervalle (4,5 a
5,5 mg/cp) de la norme exigée par la pharmacopée européenne 2017.

Les caractéristiques du produit fini ZANITRA ® 5mg rapportées par la bibliographie concorde
avec nos résultats :

L’observation visuelle des comprimés a montré qu’il s’agit de comprimé de couleur jaune, rond,
aux bords chanfreinés lisse et brillant et ils sont identiques aux criteres prescrits par la PE 2017.
En effet, ceci montre que les matieres premiéres composant le médicament sont conformes.

Le rapport A256/A356 est de (2,84), ce résultat correspond a celui trouvé par Berrouag et
Gandi (2017) (2,9) et Boulahlib (2014) (2,9). En conséquence notre résultat s’avére conforme.

La masse moyenne des dix comprimés (102.75mg) est conforme aux normes de la pharmacopée
européenne. Des résultats similaires ont été trouvés par Berrouag et Gandi (2017) (101,86mg)
et Boulahlib (2014) (100,2mg).

Les résultats obtenus lors de 1’essai d’uniformité de teneur répondent aux normes. Cette
conformité est le résultat d’une répartition homogeéne du principe actif dans les comprimés.

Notre résultat sur le test de friabilité (0,52%) vis-a-vis des résultats de Berrouag et Gandi
(2017) (0,3%) et Boulahlib (2014) (0,28%) reste en dessous de la norme < 1% préconisé par la
PE 2017, un taux relativement faible indique la capacité des comprimes a résister au choc
mécanique lors de processus de conditionnement, le transport et la distribution du médicament.

On constate cependant que les comprimés de Zanitra satisfont aux tests de dissolution réalisés
et que le produit posséde une grande disponibilité conduisant a un effet thérapeutique plus
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favorable, de plus, le test de dissolution a servi de démontrer la reproductibilité de procédé de
fabrication.

Le dosage de I’acide folique dans le produit fini par spectrophotométrie d’absorption
UV/Visible a donné un résultat satisfaisant avec une valeur de 5,37mg/cp. Ce qui confirme que
’acide folique est bien dosé et la posologie de prescription satisfera aux besoins du patient. Les
résultats de Berrouag et Gandi (2017) (5,11mg/cp), Boulahlib (2014) (5,12mg/cp) et
Bennatou (2018) (4,95mg/cp) ménent a une conclusion similaire.

Les résultats obtenus lors du contrdle physico-chimique étaient conformes aux normes exigees
par la pharmacopée européenne 2017, ceci témoigne la maitrise de la bonne pratique de
fabrication, le respect des étapes lors de la fabrication, ainsi, la bonne qualité des matieres
premieres.

Résultats du contrdle microbiologique

Les résultats des analyses microbiologiques réalisés sur le produit fini sont représentés dans le
tableau X.

Tableau X : Résultats de contr6le microbiologique du produit fini

Controles Résultats Normes Conformité
Dénombrement des germes aérobies Conforme
viables totaux 0 ufc/g <1000 ufc/g
Dénombrement des moisissures et Conforme
levures totales DMLT 0 ufc/g <100 ufc/g
Recherche d’Escherichia coli Absence Absence Conforme

D’apres le tableau X :

L’absence totale des germes aérobies viables totaux (bactéries) dans le lot étudié, ce qui est
conformes a la norme éxigé par la pharmacopée europeenne (<1000 ufc/g).

Le dénombrement des levures et moisissures a montré une absence totale de ces derniers. Ce
résultat est donc conforme a la norme décrite par la pharmacopée européenne 2017 (<100
ufc/g).

On constate une absence totale des germes pathogenes tels que Escherichia coli, ce résultat est
conforme a la norme établie par la pharmacopée européenne 2017.
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Les résultats de dénombrement des bactéries sont présentés dans la figure 25

Figure 25 : Résultats de dénombrement des bactéries apres 5jours (Photo originale, 2022)

Aprés cing jours d’incubation, les boites correspondant aux dilutions 10 et 10 ont montrés
I’absence totale des bactéries dans le produit fini. Le milieu de controle de la gélose nous a
démontré que cette derniére employée n’est pas contaminée, comme 1’indique la figure 25. De
ce fait, le résultat est donc conforme.

Les résultats de dénombrement de levures et moisissures sont présentés dans la figure 26.

Figure 26 : Résultats de dénombrement de levures et moisissures aprés 7jours
(Photo originale, 2022)
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Concernant le dénombrement des levures et moisissures, nous avons pu effectuer la lecture des
résultats aprés sept jours d’incubation, les boites correspondant aux dilutions 10 et 10 ont
montré I’absence totale de levures et moisissures dans le produit fini. Le milieu gélosé comme
témoin a montré que la gélose employée n’est pas contaminée, le résultat est donc conforme
(figure 26).

Le résultat de recherche d’Escherichia coli est présenté dans la figure 27.

Figure 27 : Résultat de recherche d’Escherichia coli aprés 48h (Photo originale, 2022)

Apres deux jours d’incubation, nous n’avons pas observé une présence d’Escherichia coli
(figure 27).

En égard des résultats obtenus lors de cette analyse, nous avons constaté que la bonne
déshydration du produit fini empéche toute prolifération microbienne.

En effet nos résultats corroborent avec ceux de Berrouag et Gandi (2017), Boulahlib (2014)
et Bennatou (2018) et sont préalablement identiques.

Ces essais de controle de la pureté microbienne des comprimés décrits dans la monographie de
la pharmacopée européenne 2017 sont essentielles afin de déterminer si le médicament est
conforme aux exigences microbiologiques spécifiés.

On peut donc conclure que le produit fini est de bonne qualité microbiologique et ne renferme
aucun germe dans I’ensemble des échantillons analysés et réponds aux normes de la
pharmacopée européenne 2017. Cela est da a plusieurs facteurs, notamment :

- L’état hygiénique des équipements et réactifs utilisés ;
- L’absence de contamination lors de la fabrication, et prélevements d’échantillons ;
- L’absence des impuretés dans les matieres premieres ;

- Le respect des bonnes régles d’hygiéne.
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Conclusion

Notre travail porte sur I’étude de contrdle qualité d’un antianémique non obligatoirement stérile
ZANITRA®Smg fabriqué par I’entreprise pharmaceutique SAIDAL au sein de la filiale
BIOTIC de Gué de Constantine. 1l a été basé sur la vérification selon les référentiels le niveau
d’application des régles de contrdle et le niveau de la qualité des matiéres premiéres et le produit
fini.

Les analyses effectuées sur les caracteres organoleptiques nous ont permis de vérifier I’aspect,
la couleur et la solubilité des matieres premieres (acide folique et phosphate bicalcique) et du
produit fini, les résultats obtenus sont conformes et répondent aux normes décrites par la
Pharmacopée européenne 2017.

Sur le plan physico-chimique, I’ensemble des tests d’identification et d’essais concernant les
matieres premiéres et le produit fini nous ont permis non seulement de contréler la qualité de
ces derniers mais aussi d’évaluer la pureté et la bonne qualité des matiéres premicres, la bonne
maitrise de fabrication du produit fini et les conditions de conservation au niveau des magasins
de stockage

D’un point de vue microbiologique, le dénombrement des bactéries, les levures et moisissures
ainsi que la recherche d’Escherichia coli a révélé une totale absence de ces germes pour le lot
analysé. Ces résultats montrent que le produit fini est d’une qualité microbiologique
satisfaisante, ceci est la conséquence d’un respect des bonnes pratiques d’hygiene.

A travers notre travail, au regard des résultats obtenus on a pu démontrer que le médicament
fabriqué par I’entreprise SAIDAL est conforme en termes de qualité, efficacité et sécurité et
mérite d’avoir une autorisation de mise sur le marché, en effet, il peut étre délivré aux patients
sans aucun risque.

Malgré la qualité des résultats obtenus soit satisfaisante il est néanmoins capital de garder a
I’esprit pour la direction qu’il faut toujours rester vigilant en tenant compte de :

- Un personnel motivé, qualifié et formé de facon appropriée.

- Le respect des normes exigées par les monographies ainsi que l’actualisation des
pharmacopées europeenne.

- L’entretien du matériel et le nettoyage rigoureux des équipements et des locaux.

- Laqualité et le stockage des matieres premieres.
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Annexe 01 : mateériel non biologique

1) Matériels et réactifs utilisés dans le contrdle physico-chimique

Appareils Réactifs Verreries
-Etuve -Potassium phosphate -Fioles jaugeées en verre
-Agitateur vortex monobasique (20ml, 20ml, 50ml, 100ml)
-pH metre -Hydroxyde de potassium -Pipettes en verre graduées
- Plaque chauffante -Tampon phosphate pH 7 (0,2M) | (1ml, 10ml, 20ml, 25ml)
-Bain marrie - Hydroxyde de sodium 0,1N -Poire

-Four a moufle

-Hotte chimique aspirante
-Minéralisateur
-Dessiccateur
-Friabilimétre
ERWEKATA
-Spectrophotomeétre
UV/Visible

-Polarimetre

-HPLC model WATERS

- Acide chlorhydrigue dilué R

- Acide nitrique dilué R

- Acide citrigue monohydraté R
- Acide sulfurique 0,005M

- Acide thioglycolique R

- Ammoniaque dilué R1

- Molybdate d’ammonium R

- Nitrate d’argent R2

- Méthanol R

- Phosphate monopotassique R
- Phosphate dipotassique R

- Chlorures de baryum R

- Chloroforme

- Chlorure d’ammonium pH 10,7
- Carbonate de sodium R

- Mordant noir 11R

- Edétate de sodium

- Sulfate de zinc 0,02M

- Solution de fer a 1ppm
-Nitrate d’argent R2

-Tube & essai

- Erlenmeyers

-Becher

-Creuset en silice
-Eprouvette en verre
graduée

- Papiers filtres

-Filtre seringue de 0,45um
- Seringues

-Entonnoir en plastique
- Spatule en inox

- Gants

-Mortier

64




2) Matériels et appareils utilisés dans le contréle microbiologique

- Bec benzéne.

- Etuve réglée a 27°C.
-Etuve réglee a 37°C.
-Etuve réglee a 44°C.

- Pipettes graduées stériles.

- Four de stérilisation 180°C.

3) Préparations des solutions pour le control physicochimique :

Carbonates :

On agite 0,5g de phosphate bicalcique avec 5Sml d’eau R, puis on ajoute 1ml d’acide
chlorhydrique R.

Chlorures :
Préparation de la solution a examiner

On dissout 0,2g de phosphate bicalcique dans un mélange de 20ml d’eau R et de 13ml d’acide
nitrique dilué R en chauffant, puis on complete a 100ml avec de I’eau R. On préleve 50ml de
cette solution.

Préparation de la solution témoin

On ajoute a 0,7 ml d’acide chlorhydrique 0,01M, 6ml d’acide nitrique dilué R, puis on complete
a 50ml avec de I’eau R.

On ajoute 1ml de solution de nitrate d’argent R2 a la solution a examiner et a la solution témoin,
apres agitation des deux solutions, on laisse reposer pendant Smin a 1’abri de la lumicére.

Sulfates :
Solution a examiner

On dissout 0,5g de phosphate bicalcique dans un mélange de Sml d’eau R et de Sml d’acide
chlorhydrique dilué R, puis on compléete a 100ml avec de I’eau R.
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A 20ml de cette solution, on ajoute 1ml d’acide chlorhydrique dilué R, puis on compléte a 50ml
avec de I’eau R.

Solution témoin

Dans une fiole de 50ml, on ajoute 10ml d’acide sulfurique 0,005M et 1ml d’acide chlorhydrique
dilué R et on compléte jusqu’au trait de jauge avec de I’eau R.

On ajoute a la solution témoin et a la solution a examiner 2ml de solution de chlorure de baryum
R a 120g/L et on laisse reposer pendant 5min.

Fer :

Préparation de la Solution S :

On dissout 2,59 de phosphate bicalcique dans 20ml d’acide chlorhydrique dilué R.

Apres dissolution, on ajoute de I’ammoniaque dilué R1 jusqu’a la formation d’un précipité.

On dissout le précipité en ajoutant la quantité strictement nécessaire d’acide chlorhydrique dilué¢
R et on compléte a 50ml avec de I’eau distillée R.

Solution a examiner
On dissout 0,5ml de la solution S dans de I’eau R et on compléte a 10ml avec le méme solvant.

On ajoute 2ml d’une solution d’acide citrique monohydraté R a 200g/L et 0,1 ml d’acide
thioglycoligue R.

Apres agitation, on alcalinise avec de I’ammoniaque R et on compléete a 20ml avec de 1’eau R.
Solution témoin

Le témoin est préparé dans les mémes conditions en remplacant la solution S par 10ml de
solution a 1ppm de fer.

66



Solutions

Préparations

Acide nitrique

Dissoudre 2,7g d’acide nitrique dans 20ml
d’eau distillée et bien homogénéiser.

Acide chlorhydrique 0,01M

Dissoudre 1ml de HCL 0,IN dans 10ml
d’eau distillée et bien homogénéiser.

Chlorures de baryum

Dissoudre 1,2g de chlorure de baryum dans
10ml d’eau distillée et bien homogénéiser.

Acide sulfurique 0,005M

Dissoudre 2ml d’acide chlorhydrique
0,025M dans 8ml d’eau distillée.

Fer 1ppm

Dissoudre 1ml de fer 20ppm dans 20ml d’eau
distillée.

Acide citrique monohydraté R a 200g/L

Dissoudre 4g d’acide citrique monohydraté
dans 20ml d’eau distillée.

Solution tampon chlorure d’ammonium pH
10,7R

Dissoudre 67,5g de chlorure d’ammonium R
dans I’eau R et ajouter 570ml d’ammoniaque
concentré R et compléter a 100ml avec 1’eau
R.
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Annexe 02 Composition des milieux de cultures

e Solution tampon Peptonée au chlorure de sodium pH 7 :

Phosphate MONOPOtaSSIQUE. ......tetintt ettt ettt et ettt e e e e eae e aaeans 3,6g
Phosphate dipotassique dihydraté.............c.ooiiiiiiiiiii i 3,7¢g
Chlorure de SOQIUIML. ... .ue ettt et e ae e eenaes 4,3¢g
Peptone de viande ou de Cas€ine..........couiiiniiiiniii i lg
Bl L 100mL

e Milieu gélosé aux peptones de caséine et de soja :

Peptone pancréatique de CaSEINe. ........vuuiintitiit ittt 150g
Peptone papaique de SOJa.......o.uiniinii e 5¢g
Chlorure de SOQIUML. ......viet ittt et e e e a s S5¢g
L 153 L] P 15g
Bau R 1000mL

e Milieu gélosé Sabouraud-glucosé :

DIEXIIOSE. ..ottt 40g
Mélange de peptone peptique de tissus animal et de peptone pancréatique de caséine....... 10g
L 0T 15g

Bau R 1000mL

e Milieu liquide de MacConkey :

Hydrolysat pancréatique de gélatine...............ooiiiiiiiiiiiii e 20g
Lactose Monohydrate. ..........oouiiiiiii i e e 10g
Bile de boeuf déshydrate........ ..o s S5g
Pourpre de bromocrésol.........o.uieiii i 0,01g
Bt R . 1000mL
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e Milieu gelosé de MacConkey :

Hydrolysat pancréatique de gélatine. ............o.vviuiiniiiiii i 17¢g
Peptone de viande €t CasinNe. ..........oouiiiiiiii i e 3g

Lactose monohydrate........ ..ottt 10g
Chlorure de SOIUIML. ......e it e e, 5¢g
N TS R o131 (S 1,5¢
6] 10T 13,5g
ROUGE NBULTE...... ., 30mg

ViI0let CristalliS€. ... ..oe e Img
Bau R . 1000mL
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Les milieux de cultures utilisés :

Gélose de caséine et de soia Solution tampon péptoné au
chlorrure de sodium pH 7

Milieu liquide MacConkey Gélose Sabouraud
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Annexe 03 Résultats de contréle physico-chimique
Matiéres premieres
e Acide folique
1) Calcul du pouvoir rotatoire

. . XVx100
Pouvoir rotatoire = ———————
Pex(100—-Te)

. . 0,19%25%100
Pouvoir rotatoire =
0,2504%(100-6,27)

Pouvoir rotatoire = 20,23.

2) Calcul du dosage par HPLC

AF % = EXPeT 100-Te T

X Te
At PeE 100-Te E

5602893 _ 100,35 _ 100-8.2
AF % = - — % 100,1
5526573~ 100,4 100-6,3 ’

AF % =99,4%

3) Calcul des cendres sulfuriques

Cs % =P 100
Pe

Cs % = 27,7342— 27,7341
1,0008

x 100

Cs % = 0,009%
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e Phosphate bicalcique
1) Calcul de la perte a la calcination

Perte a la calcination % = (P"%:)_Pf x 100

N . . 27,7344 + 1,0024)—-28,4722
Perte a la calcination % = ( - 0024) x 100

Perte a la calcination = 26,39%

2) Calcul du dosage

_ Vt-Ve xCt

Dg Pe

_ 24,65—-12,9%3,44
0,4006

Dg

Dg =100,89%
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