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RESUMES

L’analyse de contrdle physico-chimique d’une créme pharmaceutique nécessite des

techniques analytiques spécifiques et sensibles.

Les méthodes comme la chromatographie a haute performance (HPLC) et ultraviolet visible
(UV-visible) sont trés sollicites dans ce domaine.

Notre étude vise a choisir la méthode la plus précise et spécifique pour déterminer la teneur
den nitrate éconazole dans un produit fini, la créme dermique PHANAZOL 1%.

Nous avons comparé les résultats obtenus par ces deux méthodes analytiques, Les résultats
montrent que la HPLC offre une spécificité et une sélectivité supérieures par rapport a la
méthode UV-visible.
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ABSTRACT

The physicochemical control analysis of a pharmaceutical cream requires specific and
sensitive analytical techniques. HPLC and UV-visible methods are commonly used in this
field. Our study aims to choose the most accurate and specific method to determine the
content of econazole nitrate in Phanazol 1% dermal cream. We compared the results obtained
by these two analytical methods. The results show that HPLC offers superior specificity and

selectivity compared to the UV-visible method.
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INTRODUCTION GENERALE.

Dans le cadre de notre projet de fin d'études, nous nous penchons sur une étude comparative
entre deux méthodes d'analyse couramment utilisées en industrie pharmaceutique lanalyse par
UV (Ultraviolet) et la chromatographie liquide a haute performance (HPLC), appliquées au
produit creme PHANAZOL 1%. Cette étude est menée au sein du site SAIDAL a Dar El Beida.

Une des limitations de la spectrophotométrie UV réside dans sa sensibilité aux substances
absorbantes presentes dans I'échantillon, pouvant fausser les résultats d'analyse. Dans le cas du
PHANAZOL1%, la présence potentielle d'autres substances absorbant dans le domaine UV
peut constituer un défi pour la spectrophotométrie UV et remettre en question sa préecision

comparée a la HPLC.

L'objectif principal de cette recherche est d'évaluer la précision, la sensibilité et la fiabilité de

ces deux méthodes d'analyse dans le contexte spécifique de ce produit pharmaceutique.

La creme PHANAZOL 1% est un médicament antifongique largement utilisé pour le traiteme nt
des infections cutanées. Son contrle qualité est essentiel pour garantir son efficacité
thérapeutique, sa sécurité et sa conformité aux normes réglementaires. Ainsi, le choix de la
méthode d'analyse la plus appropriée revét une importance capitale pour assurer la qualité et la

stabilit¢ du produit final.

Dans ce travail, nous allons examiner les principes fondamentaux de l'analyse par UV et de la
chromatographie HPLC, ainsi que les avantages et les limites de chacune de ces méthodes dans
le contexte de l'analyse de la creme PHANAZOL 1%. Nous discuterons également des résultats
obtenus lors de notre étude comparative, mettant en lumiére les performances relatives de ces

deux techniques dans la détermination des paramétres clés de qualité du creme.

En fin, nous conclurons en proposant des recommandations pour le choix de la méthode
d'analyse la plus appropriée pour la surveillance continue de la qualité de la creme PHANAZOL
1% au sein du site SAIDAL a Dar El Beida.

Le travail présenté sur ce rapport se divise en trois chapitres :

> Le premier chapitre est consacré a la présentation du groupe SAIDAL et lunité de Dar
El Beida;
» Le deuxiéeme chapitre donne une etude theorique générale sur les médicaments, et les

pommades ainsi que les méthodes d’analyses;

1



» Le troisieme chapitre est dédié a la partie expérimentale qui détaille la fabrication du
PHANAZOL 1 % (contr6le des matieres premieres, la fabrication des médicaments,
contrble de conformité du produit fini avec deux méthodes analyses HPLC et UV-vis et
leurs résultats et jusqu’au conditionnement, Selon les normes de la pharmacopéee

européenne.
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CHAPITRE |

PRESENTATION DE L'INDUSTRIE PHARMACEUTIQUE SAIDAL DAR EL

BEIDA.

I. Présentation de I’industrie pharmaceutique SAIDAL de Dar el Beida.

I.1. Présentation du groupe SAIDAL.

En 1969 ; la pharmacie centrale algérienne(PCA) a été créée par une ordonnance
présidentielle lui conflant la mission d’assurer le monopole de Iétat sur
I'importation, la fabrication et commercialisation de produit pharmaceutique a
usage humain, suite & restructuration de la pharmacie centrale algérienne (PCA).
L’entreprise nationale de production pharmaceutique est créée en avril 1982 suite
de la restructuration de la Pharmacie centrale algérienne le groupe est considérai
actuellement comme le leader de I'industrie pharmaceutique en Algérie.

En 1985, elle change de dénomination pour devenir SAIDAL.

En 1989, SAIDAL devient une entreprise publique économique, lune des
premiéres entreprises nationales a acquérir le statut de société par actions en 1993.
En 1997, SAIDAL est transformée en groupe industriel auquel sont rattachés
Biotique, Pharma et Antibiotical. [1]

dla__;_.D

‘, @o5 Aol

SAIDAL

Figure 1.1: Logo du groupe SAIDAL [1]

1.2. Les filiales de groupe SAIDAL.
SAIDAL a plusieurs filiales sur le territoire national : filiale BIOTIC, filiale PHARMAL,

filiale ANTIBIOTICAL et autres .... [2]

» Filiale PHARMAL.

Usine de Constantine : qui se caractérise par la production des formes liquides.
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- Usine d’Annaba : elle est spécifiée par la production des formes séches.
- Usine de DAR EI-Beida : qui se caracterise par la production des formes séches

et liquides.

1.3. Historique filiale pharmal de Dar El Beida.

L’usine de darel Beida est la plus ancienne des unitts PHARMAL elle existe depuis 1958
elle appartenait au laboratoire francais LABAZ avant sa nationalisation. L’activité de
cette unité était limitée en la fabrication de quelques médicaments et produits
cosmétiques, mais actuellement elle produit une gamme de médicaments trés large dans

plusieurs formes galéniques:

e Comprimés,

o Gélules,

e Sirops (solutés buvables),

e Forme pateuses (pommades, gel, creme),
e Suspension buvable,

o Sek,

e Solution dermique.

Figure 1.3: Unité de Dar El Beida.
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4. L’unit¢ PHARMAL comprend.

e Lesateliers de fabrication.
- Des formes seches
- Des formes liquides
- Des formes pateuses

- Des formes gelule

Les laboratoires de contrble de qualité.
» Analyse de matieres premieres (avant la production)
> Analyse des produits finis et semi fini

e Chaudieres.

e Lesmagasins de stockage.

e Salle de stockage des rebuts de production.

e Atelier de maintenance.

e Autres.

- Atelier de pesée.
- Atelier de préparation.

- Atelier de salle de lavage et rincage.

|.5. Structuration de ’unit¢ PHARMAL SAIDAL.

Industrie pharmaceutique
Atelier de production

Laboratoires de contrdle

I

Forme pateux Controle
pommades, physicochimique

Controle
microbiologique

Forme séche

comprimés, Forme
gélules liquide
sirops

suppositoires.

Figure 1.4: Organigramme de I'unit¢é PHARMAL. [1]



1.6. Une Station de traitement d’eau.

Toute production de médicaments nécessite en amont un traitement d’eau. Cette derniére
est destinée a la fabrication du médicament et le nettoyage du matériel utilisé dans la
production. La qualit¢ d’eau traitée doit étre vérifiée en permanence et doit répondre a

des normes spécifiées. Les tests effectués en physico-chimie peuvent se résumer a :

- Laspect (incolore et nodore),
- Conductivité inférieure a 4,3,
- pH compris entre (5-7),
- Les substances oxydables,

- Les métaux lourds et les nitrates.
e LesEtapes du Traitement.

- Filiration du sable.

- Filtration du charbon actif : est destiné a enlever le chlore restant (résiduel), ainsi
que la matiére organique dissoute dans I'eau

- Adoucissement: est obtenu par échange d’ions, transforme I'eau dure en eau
douce par I'adoucisseur.

- Filtration par membrane osmose inverse ou il reste 5% seulement du sel minéral.

- Déminéralisation: consiste a enlever les 5% du sel restant.

- Filtration antibactérienne

- Apres chaque traitement on procede toujours au test par titrant qui contient le
calcium et le magnésium, dont la couleur est verte. Dans le cas des impuretés la
couleur vire au rose, cette opération est répétée 3 fois par jours. L’eau traitée est

purifiée.



CHAPITRE I
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES MEDICAMENTS.

11.1. Définition d’un médicament.

Le médicament est défini par 'Organisation Mondiale de la Santé « OMS » comme suit:
«On entend par médicament toute substance ou composition présentée comme possédant
des propriétés curatives ou préventives a I’égard des maladies humaines ou animales,
ainsi que toute substance ou composition pouvant étre utilisée chez 'homme ou chez
Ianimal ou pouvant leur étre administrée, en vue d’établir un diagnostic médical ou de
restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions physiologiques en exercant une action

pharmacologique, immunologique ou métabolique. [3]

11.2. L’origine des médicaments.

o Naturelle

o Veégétale

e Animale

e Synthétique

e Maédicaments semi-synthétiques

e Microbiologique
11.3. Composition d’un médicament.

Le médicament est composé de deux (02) sortes de substance : d’une ou plusieurs

substance actives (ou principe actif) d’un ou plusieurs excipients.
» Principe actif.

Substance d’origine chimique ou naturelle caractérisée par un mécanisme d’action
curative ou préventif précis. P.A est susceptible de prévenir ou de faire cesser un trouble
déterminé¢ dans I'organisme. En d’autres termes, c’est I'élément possédant les propriétés

curatives et/ou préventives du médicament.



> Excipient.

Selon la pharmacopée européenne: « I’excipient est une substance d’origine chimique ou
naturelle qui facilitent l'utilisation du médicament mais ne présentent pas d’effet curatif

ou préventif ». [4]

Les excipients sont classés en plusieurs catégories :
e Les diluants,
e Les liants,
e Les agents d’écoulement,
e Les lubrifiants,
e Les agents tensio-actifs,

e Les colorants.

I1.4. Les formes pharmaceutiques des médicaments.
Elles sont résumées dans le tableau ci-dessous;

Tableau I1.1 : Les différentes formes pharmaceutiques.

Forme solide Forme liquide Forme semi-solide
Sachet Sirops Pommades

Gélule Solution Creme

Comprimé Ampoules Gels

Granulé Gouitte

I1.5. Voies d’administration des médicaments.
Il existe plusicurs voies d’administration des médicaments [5].
- Voie orale : comprimes, gélule, sirop...
- Cutane : creme, gel....
- Voie parentérale : voie cutanée, sous cutanée et inter dermique (injection)

- Voie Trans-muqueuse : voie vaginale, rectale et nasale.

11.6. Classification des médicaments.
e Classification réglementaire
e Classification thérapeutique

e Classification par voie d’administration



e Classification par origine

e Classification par prescription
I.7. Lesémulsions.

Une émulsion est, selon la définition courante, une dispersion d'un liquide en fines
gouttelettes dans un autre liquide, les deux liquides étant non miscibles;

- le liquide sous forme de gouttelettes est qualifié de phase dispersée, phase discontinue
ou phase interne,

- lautre liquide est appelé phase dispersante, phase continue ou phase externe, Les deux
phases non miscibles de I'émulsion n'ont pas la méme solubilité.

L'une est hydrophobe ou lipophile. On parle couramment de phase huileuse (mais elle
n'est pas forcement lipidique). L'autre est hydrophile, on parle aussi de phase aqueuse.
Cependant les émulsions sont des systemes thermodynamiguement instables qui se
séparent, plus ou moins rapidement, en deux phases. On parle de systémes hors équilibre.
En raison de cette instabilité les émulsions comportent toujours des émulsifiants, ou
émulsionnants, 1l s'agit le plus souvent de petites molécules amphiphiles appelées

tensioactifs, surf actifs, surfactants ou agents de surface. [6]

WATER OIL IMMISCIBLE LIQUIDS EMULSION (O/W)

F:‘\ ] uﬂs ’ .um;o.

.

Figure 11.1: Représentation d'une émulsion. [6]

11.7.1. Type des émulsions.

Il existe differentes classifications des émulsions, une selon le sens de I'émulsion et une

autre selon la taille des particules.

» Lesémulsions simples.
Ce sont des composées d'une phase lipophile, d'une phase hydrophile et d'un émulsifiant.
On distingue:
e Emulsion simple : Il s'agit de gouttes d'eau dispersées dans I'huile.
e Emulsion inverse: Il s'agit de gouttelettes d'huile dispersées dans l'eau.
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» Lesémulsions multiples.

Il existe deux principaux types d'émulsions multiples sont les émulsions doubles eau-
dans-huile-dans-eau (E/H/E) et huile-dans-eau-dans-huile (H/E/H).

Emulsion simple Emulsion multiple
s S SOA~

N

EH EWE  HEH

Figure 11.2: Schéma représentatif des deux types d'émulsions. [7]
11.7.2. Catégories d'émulsion pharmaceutique.

Plusieurs classes de préparations semi-solides pour application cutanée peuvent étre

distinguées:
11.7.2.1. Les pommades.

Les pommades sont des préparations de consistance semi-solide destinées a I'application
locale ou de réaliser la pénétration percutanée de principes meédicamenteux. Elles
présentent un aspect homogene. On distingue trois types des pommades: [8]

- Pommades hydrophobes ou lipophiles,

- Pommades absorbant l'eau,

- Pommades hydrophiles.
11.7.2.2. Lescrémes.

Ce sont des préparations multiphasiques de consistance fluide. Elles sont générale ment
constituées d'une phase lipophile et d'une phase hydrophile. Afin de stabiliser ces deux
phases, on utilise un ou plusieurs tensioactifs et un agent épaississant, [9]
On distingue :

- Les crémes hydrophobes.

- Les crémes hydrophiles.
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11.7.2.3. Lesgels.

On peut définir un gel comme un systeme colloidal; les molécules gélifiantes appelées
également hydro colloides sont des macromolécules qui en se solvant vont former un
réseau.
On distingue :

> Les gels lipophiles (oléo gels)

> Les gels hydrophiles (hydrogels)

11.7.2. Composition d'une émulsion pharmaceutique.

Quel que soit la catégorie de I'émulsion, elle est principalement constituée :
D'un ou plusieurs principes actifs: la molécule qui définit lefficacité de I'émulsion
pharmaceutique, [9]
Des excipients : Les types des excipients utilisés sont :
- Acidifiant ;
- Conservateurs ;
- Emulsifiant ou tensioactif: agent de surface, surfactant qui permet la formation
d'une émulsion.
- Solvant ;

- Stabilisant : stabiliser les émulsions et moduler la texture.
11.8. Les tensioactifs.

Le terme « tensioactif » (TA) signifie «agent actif de surface ». Les tensioactifs possedent
la capacité de modifier linterface entre les différentes phases. Dans un systéme composé
de deux phases non miscibles (phase aqueuse et phase grasse), les tensioactifs vont
s'orienter en fonction de leur polarité. La téte polaire (hydrophile) du tensioactif va
s'orienter vers la phase plus polaire (hydrophile) tandis que la partie apolaire (lipophile)
aura plus d'affinité avec la phase apolaire (lipophile), [10]. Il se place donc a linterface
de ces deux phases et permet de faire chuter la tension inter faciale. Ceci permet donc de

solubiliser deux phases initialement non miscibles. [11]
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Téte
hydraphile Queue hydrophobe

—— e — e

Figure 11.3: Schéma simplifié d'un tensioactif. [12]

11.8.1. Classement des tensioactifs.
Il existe deux classements de tensioactifs:
a. Classement selon la charge.
- Les tensioactifs non ioniques
- Les tensioactifs zwitterioniques ou amphotéres : La combinaison dans une méme
molécule, des deux caracteres anionique et cationique
- Tensioactifs anionique
- Tensioactifs cationiques

- Tensioactifs naturels

ationigue Anionigue Amphotére MNon-ionigu

Figure 11.4: Schéma descriptive de chaque type de tensioactif. [12]
b. Classement selon la Notion de balance hydrophi-lipophile(HLB).

HLB = 7+< valeurs associées aux groupes hydrophiles +valeurs associées aux groupes

hydrophobes.
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Tableau 11.2: rGle des tensioactifs en fonction du HLB. [7]

Valeur HLB Roéle
346 Emulsifiant E/H
8a1l8 Emulsifiant H/E

11.8.2. Comportement des tensioactifs en solution.

En solution, les tensioactifs sont susceptibles de s'organiser spontanément en différentes
structures : les micelles pour les tensioactifs hydrophiles, les micelles inverses pour les

tensioactifs lipophiles.

o
l,,m,,hu,,,,gv%”
“;3,1 1@‘.\,

(Soluble dans I'eau)

Figure I1. 5 : Formation de micelle dans une solution. [13]

11.9. Procédés de fabrication d'une émulsion.

Il existe plusieurs procédés de fabrication d'émulsions, le plus commun et le plus souvent
employé est le procédé a deux étapes. Cependant, d'autres méthodes peuvent étre

employées.
e Procédé a deux étapes.

Ce procédé est le plus courant, car c'est le plus simple et le plus facile a maitriser. Une
premiére émuision (O/W ou W/O) est réalisée. Cette émulsion est ensuite immédiate me nt

dispersée dans la phase externe contenant un surfactant approprié.
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e Procédé encontinu en une étape.

Ce procéde est plus complexe car il nécessite une formulation particuliere ainsi qu'un
matériel trés performant. Les differents eléments de la formule sont ajoutés au systéme
tout en maintenant une agitation trés rapide. En raison des contraintes de cisaillement trés
élevées, les gouttelettes d'huiles injectées s'allongent et forment des structures concaves
qui encapsulent ainsi des gouttelettes d'eau. Ce procédé est peu courant car tres difficile
a contrbler. Il dépend en particulier, dans la quantité de tensioactif lipophile, du taux de

cisaillement des viscosités des deux phases et de la tension inter faciale.

e Procede par inversion de phases.

Ce procédé est également rare car complexe a mettre en ceuvre et nécessite un matériel
spécifique. Une premiére émulsion W/O est préparée. Puis une phase aqueuse contenant
un tensioactif hydrophile est ajoutée progressivement jusqua atteindre un seuil de
quantité d'eau. Au moment ou ce seuil est atteint, l'apport d'eau est arrété, formant ainsi
une émulsion W/O/W stable. Cette méthode nécessite une grande précision lors de l'ajout

de la phase aqueuse.

e Procedeé utilisant les diagrammes ternaires.

Ce procédé, parfois compliqué, nécessite la préparation de trois solutions initiales :

- un isotrope aqueux ;

- un isotrope huileux ;

- une mésophase cristalline.

Ces trois phases sont ensuite mélangées dans des proportions définies afin de former une

émulsion multiple.
11.9.1. Techniques d'émulsification.

Les procédés d’émulsification sont le plus souvent classés en deux grandes catégories:

» Générateurs de cisaillement: lls comprennent les dispositifs rotor-stator, les
mobiles Spécifiques a l'émulsification (turbines et hélices) et les broyeurs
colloidaux.

» Des procédés utilisant le phénoméne de cavitation: Comme les techniques

ultrasoniques et les homogénéisateurs a haute pression.
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Il est nécessaire d'apporter par agitation mécanique une énergie favorisant la formation
des gouttelettes dispersées. En effet, il est tout a fait possible de réaliser une émulsion a
température ambiante. Cependant, un apport d'énergie thermique permettant la
liquéfaction des composés constituants une émulsion constitue un complément (cet apport
thermique reste insuffisant pour former une émulsion). Le cisaillement favorise Ia
fragmentation des gouttelettes dans les émulsions, avec des outils comme les
homogénéiseurs, les ultrasons, ou les techniques & membranes. Ces méthodes permettent
de contrOler la taille des gouttelettes, mais la stabilité peut varier. L'homogénéisation
mécanique est la plus courante, produisant des gouttelettes de quelques micrométres de
diametre grace a un fort taux de cisaillement. La taille des gouttelettes diminue
initialement puis se stabilise, bien que lagitation prolongée puisse conduire a une

polydispersité importante, en raison de laugmentation de la viscoélasticité du milieu.

11.9.2. Controles réalisés sur les émulsions.
11.9.2.1. Détermination du sens de I'émulsion.

Elle est réalisée soit par:

» Methode de dilution: Le contact avec I'emulsion se faisant par la phase externe,
les propriétés de mouillabilité et de dispersion sont celles de la phase continue.
Par exemple, une petite quantit¢ d'émulsion H/E va s'étaler sur un substrat
hydrophile comme un morceau de verre propre ou de papier filtre, alors que
lémulsion E/H ne s'étalera pas. Si une petite quantité d'émulsion H/E est versee
dans un milieu aqueux, sa phase externe va se dissoudre dans la phase aqueuse
et les gouttelettes d'huile vont se disperser, ce qui n'est pas le cas pour une
émulsion E/H.

» Meéthode par les colorants: On peut aussi utiliser la méthode des colorants,
c'est-a-dire qu'on ajoute a I'émulsion un colorant liposoluble en poudre (du
soudan 111 par exemple): si I'émulsion est du type E/H, la coloration se propage
dans I'émulsion, si elle est du type H/E, elle ne s'étend pas.

» Conductivité électrique: La variation de conductivité est proportionnelle a la
variation de proportion de phase externe quand il s'agit d'une émulsion H/E et
la conductivité ne varie quasiment pas pour des changements de proportion
d'une émulsion E/H. Cela est dii au fait que la conductivité d'une phase huile use
est 100 a 1000 fois inférieure a celle d'une phase aqueuse salée. Par conséquent
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le point ou I'émulsion change de type correspond & une grosse variation de
conductivite qui peut étre détectée facilement, ala seule condition qu'il y ait une

agitation suffisante pour assurer un systeme homogene. [14]
11.9.2.2 La granulométrie d‘émulsion.

Aprés avoir caractérisé le type de I'émulsion, la seconde information importante est la
granulométrie correspond a la taille des gouttelettes de la phase dispersée: distribution de
taille et diamétre moyen. Si la distribution de taille des gouttelettes ou distribution
granulométrique est généralement monomodale (les diamétres se distribuent en un pic
unique), dans certains cas, on observe des distributions bimodales. Si la distribution est
resserrée, on parle d'émulsion homogene ou mono disperse, sinon d'émulsion hétérogéne
ou poly disperse. [10] La taille des gouttes peut étre mesurée par plusieurs techniques :
turbidité,  diffraction  laser, atténuation ultrasonore, comptage individuel ou

fractionnement capillaire. [14]
11.9.2.3. Détermination du pH.

La mesure du pH est nécessaire, car il peut réagir, soit sur l'aspect technologique, soit sur
l'aspect thérapeutique d'une préparation dermique.

En effet, il peut avoir une influence sur la stabilité physique d'une créme ou d'un gel, ou
sur celle d'un principe actif, ou modifier les caracteres rhéologiques ou lactivité des
conservateurs, ou étre responsable d'une incompatibilité entre excipient et substances
médicamenteuses. La mesure du pH doit étre déterminée par potentiometre
(pharmacopées européenne) a laide dun pH metre, sur toutes les préparations
hydrophiles et dans certains cas, sur des préparations lipophiles.

Cette mesure est effectuée, soit directement sur la préparation, soit sur une dilution ou
une dispersion, le plus souvent au dixieme dans de l'eau distillée bouillie. Toutes fois des
électrodes, de forme adaptée, peuvent rendre cette dilution inutile. La mesure du pH peut

se faire aussi avec des réactifs colorés. [15]

11.9.2.4. Essais microbiologiques.

lIs concernent l'étude de l'efficacité de la conservation antimicrobienne ou « challenge
test », par un test de contamination artificielle, et le contrle de la contamination

microbienne dite propreté microbiologique, par numération des germes.
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La propreté microbiologique doit étre réalisée en routine ou en périodique, selon le risque

de contamination de la préparation [15].
11.9.2.5. Dosage du principe actif.

L'essai est destiné a Vérifier que le contenu du medicament en principe actif est dans une
certaine tolérance par rapport a la teneur spécifiée. Ceci, pour Vérifier que le produit
contient la quantité correcte de la substance médicamenteuse. Les principales techniques
analytiques utilisées pour le dosage sont la spectrophotométrie UV, HPLC, et le titrage.
[16]

11.9.2.5.1. Spectroscopie Ultraviolet (UV).
a. Définition.

La spectroscopie ultraviolet-visible ou spectrométrie ultraviolet-visible est une technique
de spectroscopie mettant en jeu les photons dont les longueurs d'onde sont dans le
domaine de l'ultraviolet (100 nm - 400 nm), du visible (400 nm - 750 nm) ou du proche
infrarouge (750 nm - 1 400 nm). Soumis a un rayonnement dans cette gamme de
longueurs d'onde, les molécules, les ions ou les complexes sont susceptibles de subir une
ou plusieurs transitions électronique(s). Cette spectroscopie fait partie des méthodes de
spectroscopie électronique. Les substrats analysés sont le plus souvent en solution, mais

peuvent également étre en phase gazeuse et plus rarement a l'état solide. [17]

b. Principe d’une spectroscopie.
On dissout la substance a analyser dans un solvant et la solution obtenue est versée dans
une cuve destinée a étre placée dans 'appareil. Afin de ne pas fausser les mesures, la cuve
et le solvant choisis ne doivent pas absorber les rayonnements émis par le spectroscope.
[18]

c. Absorbance.
Lorsque la solution placée dans un spectroscope recoit un rayonnement elle en diffuse
une partie et absorbe l'autre. L’intensité (I) du rayonnement issu de la cuve est donc

inféricure a l'intensité du rayonnement initial (Io) (Figure. IL6).
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Figure.IL6 : Principe de fonctionnement de spectroscopie UV/Visible [19]

A partir de ces intensités on définit 'absorbance A : A =log (l0)

L’absorbance est une grandeur sans unité qui d’autant plus grande que le rayonnement

est absorbé.
> La loi de Béer Lambert.

L’absorbance(A) mesurée par un spectroscope dépend de plusieurs facteurs:
e La largeur (L) de cuve de spectroscopie
e La concentration (C) de la substance dissoute

e Le coefficient d’absorption molaire(e) aussi appelé coefficient d’extinction molaire.

Il s’agit d’une grandeur qui dépend de I'espece dissout en solution, du solvant utilisé et

de la longueur d’onde du rayonnement.
Ces grandeurs sont liées par la loi de Béer Lambert :
A=ex Cx L............ Q)

Avec: € : en (L. mol-1 .cm-1), C enmol. L-1, L encm, A sans unité.

11.9.2. 5.2 Chromatographie a Haute Performance (CLHP) au (HPLC)

a. Définition

La chromatographie en phase liquide a haute performance (CLHP) ou plus fréquemment
labréviation anglaise HPLC (High pressure liquidchromatography) (1990) est une
technique de séparation analytique et/ou préparatrice de molécules présentes dans un
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mélange, elle permet la séparation ou la purification d’un ou de plusieurs composés d’un

mélange en vue de leur identification et de leur quantification.

b. Principe :

A Torigine la chromatographie en phase liquide se faisait sur des colonnes en verre. Le
liquide traversait la phase stationnaire par graviteé ou sous faible pression. Puis pour
augmenter le débit, des manipulations ont été réalisées sous pression plus forte. C’est ce

que I'on a appelé la chromatographie liquide sous haute pression (HPLC) (Figure. IL7).

Column containing
Stationary Phase

1.3

Solvent s
(Mobile Phase)

Chromatogram

Sample
containing
Pump compounds Detector

A, andC

Waste

Figure. IL7: Schéma d’une chaine d’HPLC. [20]

L’échantillon a analyser est poussé par un liquide (appelé phase mobile) dans une colonne
remplie d'une phase stationnaire de fine granulométrie (les « grains » sont de trés petite
taille). Le débit d'écoulement de la phase mobile est éleve ce qui entraine une
augmentation de la pression dans le systeme. Ce débit élevé diminue le temps nécessaire
pour separer les composants le long de la phase stationnaire. En effet, pour un méme
volume de phase stationnaire la surface d'échange augmente si les « grains » qui la
composent sont de diametre plus petit. Les pics obtenus et plus étroits donc la résolution
est améliorée, le seuil de détection est également plus bas la combinaison de ces attributs
rapidité et résolution élevées conduit a l'appellation « haute performance ». Les phases
mobiles utilisées sont des mélanges d'eau et d'un solvant organique miscible ou des
combinaisons de solvants organiques miscible entre eux. Souvent, la composition de la
phase mobile est modifiée au cours de l'analyse, c'est le mode dit « gradient » ou « élution
graduée » (en opposition au mode « i socratique », pour lequel la composition de la phase
mobile reste la méme tout au long de la séparation). Les résultats obtenus sont sous la
forme d’un chromatogramme, qui retrace représentative ment la concentration de chaque

constituant en fonction du temps, dont un pic représente une molécule [20].
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Figure IL.8: Chromatogramme. [20]

11.9.2.5.3. Spectroscopie infrarouge.

Le rayonnement infrarouge (IR) fut découvert en 1800 par Frédéric Wilhelm Hershel.
Ces radiations localisées au-dela des longueurs d’onde dans le rouge, sont situées entre la
région du spectre visible et des ondes hertziennes. Le domaine infrarouge s’étend de 0,8
pm a 1000 pm. 1l est arbitrairement divisé en 3 catégories, le proche infrarouge (0,8 a 2,5
pm soit 12500- 4000 cm-1), le moyen infrarouge (2,5 a 25 pm soit 4000-400 cm-1) et le
lointain infrarouge (25 & 1000 pm soit 400-10 cm-1). Dés 1924, on s’est aper¢u que
I'énergic du rayonnement infrarouge moyen coincidait avec celle des mouvements
internes de la molécule [21], Ainsi, la relation entre I'absorption d’un rayonnement IR
par une molécule et sa structure moléculaire est mise en évidence, Méme si les régions
du proche IR et du lointain IR ont suscit¢ un certain intérét, I'utilisation de la
spectroscopie moyen IR reste la plus adaptée pour I'élucidation de la composition
moléculaire d’un composé. Les spectrometres IR sont construits a partir d’éléments
principaux, avec quelques différences au niveau des matériaux utilisés, ou de leur
montage selon le domaine de I'[R exploit¢ et selon le type d’interaction entre la matiére

et le rayonnement [22].

Transmittance (%)

50 ‘ ’I ; [
f
| |

¢

Figure IL9 : Systéeme du spectrométre infrarouge : A, spectrometre ; B, spectre. [22]
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11.9.3. Phénomenes de déstabilisation d'une émulsion.

Une émulsion est un systeme métastable : ce sont des systemes thermodynamique ment
instables mais potentiellement cinétiquement stables sur une échelle de temps modérée.
Ainsi, afin de tendre vers le minimum d'énergie libre du systéme, des phénomeénes de
déstabilisation de phases apparaissent, de nature réversible ou irréversible. Ce minimum
d'énergie est atteint lorsque laire minimale de contact entre les deux phases (H/E) est
observée, ce qui conduit & une séparation de phases, On peut alors dénombrer plusieurs
types de déstabilisation.

» Mirissement d'Ostwald.

Le mirissement d'Ostwald est un phénomene irréversible pendant lequel les plus petites
gouttelettes en solution dans la phase continue se dissolvent et se déposent sur des
gouttelettes plus grosses afin d'atteindre un état thermodynamigquement plus stable dans
lequel le rapport surface / surface est minimisé(Figure 11.10). La force motrice pour le
mlrissement d'Ostwald est la différence de pression de Laplace entre petites et grandes
gouttelettes. La pression plus élevée chez les plus petites gouttes les méne a migrer vers
les gouttes de diamétre plus important. [6] Dans une gouttelette de rayon R, la pression
de LAPLACE est donnée par la formule suivante: 1 =2yR.......... 2)

Avec : Y = la tension inter faciale a la limite de séparation (N/m),

R =rayon de la gouttelette (m), t = La pression de LAPLACE.

==
O

Figure 11.10: Mdrissement d'Ostwald. [6]

» Floculation.
La floculation résulte de lagrégation des gouttelettes dispersées dans la phase continue
sous laction d'interactions attractives (comme les forces de Van Der Waals ou la
déplétion). Des agrégats ainsi formés sont appelés flocs dans lesquels les gouttelettes

conservent leur intégrité et forment des entités separées(figure 11.11). Ce phénomeéne, tout

comme le crémage et la sédimentation est non destructif et donc réversible.
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Figure 11.11: Floculation. [6]

» Seédimentation et Crémage.
Pour des huiles a densité moindre par rapport a celle de l'eau, un phénomene de crémage
est observé. On retrouve ainsi la phase dispersée, moins dense, en haut du systeme.
L'inverse se passe pour le phénoméne de sedimentation ou la phase dispersée est plus
dense (phase aqueuse) (Figure 11.12). Ce phénomene de crémage est contrecarré par une

force, le Mouvement Brownien, qui résulte de l'agitation thermique des molécules.

Crémage

Sédimentation

Figure 11.12: Crémage et sédimentation. [6]

» Coalescence.
La coalescence est un phénoméne irréversible qui résulte de la rupture du film inter faciale
entre les gouttelettes de la phase dispersee (Figure 11.13). Elle engendre une réduction de
la surface inter faciale, ainsi les forces qui s'exercent sur la gouttelette sont moindres,

aboutissant a un état plus stable.

00030

Belore conlstence Corlestence Final bubble shape

Figure 11.13: Phénoméne de coalescence. [6]
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» L'inversion de phase.
L'inversion de phase est la transformation de lémulsion H/E a l'émulsion E/H, ou
linverse(Figure 11.14 ). Ce phénomene d'inversion de phase indiqué peut modifier les
propriétés physicochimiques de [émulsion. Cette derniere peut étre maitrisée en
contrblant la concentration de I'émulsion ou la température, le type et la concentration de

I'émulsifiant.

WATER IN OIL(W/O)

Figure 11.14 : L’inversion de phase. [6]

11.9.4 Effet des différents parametres dans la stabilité des émulsions.

Pharmaceutiques Plusieurs paramétres peuvent influencer sur la stabilité des émulsions
pharmaceutiques comme suit:

A/ Effet du type de tensioactif sur la stabilité des émulsions.

L'agent émulsifiant ou tensioactif peut étre défini comme « un composé qui abaisse la
tension superficielle et forme un film a linterface de deux liquides non miscibles les
rendent miscibles ».

L'efficacité d'un agent émulsifiant est liée a sa structure chimique, sa solubilité, son pH
et ses propriétés physiques. 1l existe deux types d'agents émulsifiants en fonction de leur
effet ;

*Les agents primaires (Vvéritables émulsifiants) peuvent former et stabiliser a eux seuls
des emulsions.

* Les agents auxiliaires (stabilisants) seuls ne forment pas d'émulsions fines, mais

assistent les agents émulsifiants primaires.

23



B/ Effet de la concentration des surfactants sur les émulsions.

La quantité d'agents emulsifiants est I'un des facteurs les plus importants ayant une
influence sur la stabilitt de I'émulsion. A faible concentration d'émulsifiant, Iémulsion
est instable en raison de lagglomération des gouttelettes d'huile. A une concentration
élevée d'émulsifiant, [linstabilité de I'émulsion se produit en raison de la coalescence
rapide.

C/ Effet de la température sur les émulsions.

Les émulsions préparées a basse tempeérature sont stables; cependant, des émulsions plus
stables peuvent étre préparées a une température de 30°C. Il est clair que la tension
superficielle de la plupart des liquides diminue avec laugmentation de la température.
D/ Effet du temps de mélange.

Le temps de mélange est un facteur clé lors de I'emulsification. Selon Gonglun et Daniel,
les rayons des gouttelettes de la phase dispersée diminuent avec laugmentation de la
vitesse d'agitation et du temps de mélange. Un temps de mélange long augmente
l'efficacité des agents émulsifiants; cependant, un temps de mélange trop long entrainera
une diminution de lefficacité des agents émulsifiants, car une agitation forte et sévere

entrainera la chute des agents emulsifiants a linterface des liquides. [23]
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CHAPITRE 11l
ETUDE DE LA CREME DERMIQUE PHANAZOL 1%.

111 .1. Définition de PHANAZOL 1%.

Est une préparation semi solide topique renferme un antifongique appartenant a la famille
des imidazoles. Il est prescrit pour traiter diverses affections cutanées, unguéales et
muqueuses causées par des champignons microscopiques (mycose) telles que la

candidose, le pityriasis versicolore et les dermatophytoses.

Figure 111.1 : présentation de boite de créeme dermique PHANAZOL1%

111.2 Composition de PHANAZOL 1%.

A. Le principe actif.

e Nom commercial : Phanazol® Econazole nitrate a 1% créme tube de 30g.

e DCI: éconazole nitrate.

e DC: Nitrate de 1-[2-[(4-chlorobenzyl) oxy] -2-(2,4-dichlorophényl) éthyl]
imidazole

e Classe pharmaco-thérapeutique : C’est un Antifongique de la famille:
imidazolés

e Condition de conservation: Conserver dans un récipient fermé et protégé contre
la lumiere et I’humidité entre 15 et 30°C.
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B. Lesexcipients.

Les excipients utilisés pour la fabrication du PHANAZOL sont représentés dans le

tableau ci-dessous,

Tableau I11.1: Role des composants du PHANAZOL1%.

Composants

Fonctions

Econazole

principe actif

Myristateisopropylique

Emulsifiant

Acide stéarique

Acidifiant (Agent de durcissement)

Alcool ceérylique Stabilisant
Polyoxy-40-Stéarate Emulsifiant
Butylhydroxytoluene Conservateur

Parahydroxy benzoate de méthyl Conservateur
(Nipagine)
Lauryl sulfate de sodium Emulsifiant

Propylenglycole

Agent d’hydratation

Eau purifiée

Solvant
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111.3. propréités de PHANAZOL 1%.

Le tableaux ci-dessous présenter les defféerente propréités de créme dermique

PHANAZOL1%.

Tableaux 111.2 :les défférents proprétes de cereme dermique PHANAZOL1%

La pharmacodynamique

L’éconazole nitrate est un dérivé imidazole doué d’une
activité antifongique et antibactérienne. L’activité fongicide a
été démontrée in vitro et s’exerce sur la plupart des agents
responsables des mycoses cutanéomucgueuses :
eDermatopytes (trichophyton, épidermophyton,
microspoporum)

eCandida et autre levures

La pharmacocénitique

Les expériences in vivo effectuées chez des volontaires sains
(avec ou sans pansement occlusif) ont montré que le nitrate
d’éconazale pénétrait les couches cellulaires
dermiques les plus profondes. Dans les couches supérieures du
derme et dans I'épiderme, le nitrate d’éconazole atteint des
concentrations fongicides. Le nitrate d’éconazole s’accumule
en grandes quantit¢ dans la couche cornée et demeure pendants
5416 heures. La couche cornée joue ainsi un role de réservoir.
Le taux de résorption systématique se situe entre 0,5 % et 2 %
environ de la dose appliquée. Le passage transcutané peut étre

augmenté sur peau lésée.

Effets indésirables

Du fait du faible taux de résorption de I'éconazole (0,5% a 2 %)
sur une peau saine, on peut pratiquement exclure le risque
d’apparition d’effets systématiques. Cependant sur une peau
lésée, une grande surface, et chez le nourrisson (en raison du
rapport surface/poids et de Teffet d’occlusion), i faut étre
attentif a cette éventualité. Rares manifestation d’intolérance :
sensations de brulure ou parfois prurit et rougeur de la peau. Ce
médicament ne doit pas étre utilisé pendant le premier trimestre
de la grossesse sauf avis contraire de médecin traitant.
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CHAPITRE |
MATERIELS ET METHODES

Introduction.

Nous avons mené notre étude expérimentale au site pharmaceutique SAIDAL DAR
ELBEIDA. L’objectif principal était de contréler la qualité physico chimique de la
creme pharmaceutique PHANAZOL 1% a partir de la matiére premiere jusqu’ au
produit fini, nous avons utilisé deux méthodes analytique HPLC et UV-VS pour valider
la méthode la plus précise, afin de verifier sa conformité aux normes de la pharmacopée

européenne
Ce travail est subdivisé en trois parties :

v Premiérement I’analyse des matiéres premiéres (PA+EX) utilisé dans la
formulation en suivant les réglementations internationales de conformités,

v' En suite les étapes de fabrications de creme PHANAZOL 1%,

v En fin le contréle physico-chimique de produit fini par deux méthodes
analytique UV-vis et HPLC afin de comparer la précision des deux méthodes, et
le contr6le microbiologie de produit finit, tout en suivant les étapes nécessaires

de contrdle de la creme au cours de sa synthése.

I.Matériels et méthodes.

1.1. Matériels.

Pour la réalisation de cette étude, nous avons eu besoin de :

» Materiels utilisés: pour la fabrication et le contréle physico-chimique (voirannexe 1)

» Matiéres utilisés:
& Matieres premiéres : principe actif : Econazole Nitrate.
& Produit fini : creme dermique PHANAZOL1%.

1.2.Méthodes.
1.2.1.Echantillonnage.

L’échantillon prélevé doit étre effectué dans des conditions d’asepsie rigoureuses pour
viter toute source de contamination. Les mentions suivantes ont été indiquées pour

chaque prelevement :
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- Ladate de prélevement,
- Laquantité prélevée,

- Le numéro de lot et I’indication du produit.

1.2.2. Contrdle physico-chimique des matieres premieres.
Les différentes méthodes de contrble physico-chimique utilisées pour réaliser ce travail,
selon laréglementation internationale de conformité (pharmacopée

européenne 2019,9°™ édition).
1.2.2.1. Analysesdu principe actif : Econazol nitrate.

a. Caracteres organoleptiques.
» L’aspect.
< But : L’évaluation de I’aspect implique une analyse visuelle méticuleuse de la

couleur et de consistance de la substance afin de déterminer ses caractéristiques.

Figure 1.1 : boite d’échantillon du principe actif « Econazole nitrate ».

@ Mode opératoire.

On pose sur un papier blanc une petite quantité d’éconazole nitrate eton examine

I’aspect, la couleur.
> Solubilité.
& But : on va étudier la capacité de | éconazole nitrate a se dissoudre dans I’eau, le

méthanol et éthanol a 96%.
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& Mode opératoire.

Dissoudre une quantité définie de la substance dans un volume prédéterminé de chaque
solvant, agiter ensuite et procéder a une évaluation visuelle de la solubilité de chaque

solution.

b. Point de fusion.
< But: La détermination du point de fusion est essentielle pour identifier un
préparét stable sous forme de poudre. Chaque préparat pur posséde une valeur
précise de point de fusion, mais la présence d'impuretés ou la complexité du
mélange peut altérer cette valeur, la faisant augmenter ou baisser.
@ Mode opératoire.
> Préparation de tube capillaire : Commencez par couper un tube capillaire
en segments de 5 cm de longueur et soudez-en un a une extrémité.
Remplissez ensuite ce tube avec une quantité de poudre d'éconazole nitrate.
Insérez le tube dans le fusiometre. Enclenchez le fusiometre et augmentez
progressivement la température tout en observant la fusion de la poudre.
Arrétez-vous lorsque la fusion est totale, c'est-a-dire lorsque toute la poudre

est liquéfiée, et notez la température.

Figure 1.2.Un fusiometre

c. Identification de principe active par Spectrophotométrie d’absorption dans
P’infrarouge.
& But: Pour assurer la conformité de la matiére premiere au principe actif,

identification a été effectué via la spectrophotométrie d’absorption infrarouge.
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& Mode opératoire.
L’analyse implique I’introduction de la mati¢re premicre dans 1’appareil infrarouge, on
met notre matiére(PA) dans le diamant cellulaire de 1’IR. Suivi d’une comparaison du
spectre obtenu avec un spectre de référence Econazole nitrate SCR afin de procéder a

I’identification.

Figure I. 3 : Spectrophotométrie d’absorption infrarouge L.R.

Le spectre infrarouge illustre la variation du pourcentage de transmittance T (%) en
fonction du nombre d'onde (cm™), mettant en évidence les bandes distinctives des
différents groupements fonctionnels dans une molécule. 1l se divise généralement en

deux parties principales :

e La région inférieure a 1400 cm-1 est appelée "empreinte digitale”, ou chaque
molécule posséde un modéle unique (sa complexité rendant son interprétation
difficile). Si le spectre d'un échantillon inconnu correspond a celui d'un composé
connu, l'identification de I'échantillon inconnu est possible.

e La région supérieure & 1400 cm-1 révéle des bandes caractéristiques telles que
3325,39 cm-1 (liaison C-N dans I'anneau d'imidazole), 3109,35 cm-1 (-C-H), et
1411,94 cm-1 (liaison C-C). Ces valeurs de pics correspondent aux spectres du

nitrate d'éconazole déja documentes.

Norme : Le spectre de I’essai doit €tre identique a celui de I’étalon SCR.
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Perte a la dessiccation.

Principe: la perte & la dessiccation est la perte en masse en pourcentage (%),
Cette analyse vise a évaluer le degré d’hydratation actif (quantité d’eau ou
d’humidité) du principe actif.

Mode opératoire.

Peser 1g de econazole Nitrates (Pe) dans un creuset vide qui a été asséché et
pesé a I’avance (Pv)

Placer le creuset dans une étuve sous vide a 105 °C pendant 4h, puis pesé a
nouveau pour enregistrer sa masse finale (Pf).

Formule de calcul.

p% = L« q00......... )

Cendre sulfuriques.

But: ce test permet de déterminer la présence de composes minéraux
inorganique dans un échantillon.

Principe: Les cendres sont obtenues en calcinant 1’échantillon en présence
d’acide sulfurique concentré. Cela permet de décomposer les composes
organique et de laisser les résidus minéraux sous forme de cendres.

Mode opératoire.

Préchauffez le creuset a 600°C dans un four & moufle pendant 30 minutes pour éliminer
toute trace de cendres résiduelles. Aprés refroidissement, pesez le creuset vide (Pv).
Ensuite, mesurez 1 gramme d'Econazole Nitrate (Pe) dans le creuset. Humidifiez la
substance a analyser avec 1 ml (2 gouttes) d'acide sulfurique, puis chauffez doucement
sur une plaque chauffante jusqu'a ce que I'échantillon soit complétement carbonisé et
qu'il n'y ait plus de fumées blanches ou noires. Placez ensuite le creuset dans le four a
moufle a 600°C jusqu'a ce que le résidu soit complétement incinéré, environ 1 heure.
Une fois refroidi, retirez le creuset, pesez-le a nouveau (Pf), puis calculez le

pourcentage de résidu.

Equation de calcule.

csy = HPv
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Dosage de principe active par titrimétrie.

Mode opératoire.

Dissolvez 0.4 g d'Econazole Nitrate dans 50 ml d'acide acétique anhydre R et
ajoutez quelques gouttes de violet cristallisé comme indicateur coloré jusqu'a
obtenir une couleur bleue,

Titrez ensuite avec de l'acide perchlorique 0.1 M jusqu'a ce que la couleur
devienne verte,

Notez le volume Va,

Parallelement, effectuez un essai a blanc en réalisant un titrage en I'absence de la
substance a doser, c'est-a-dire I'Econazole Nitrate. Préparez une solution blanche
(50 ml d'acide acétique anhydre R + quelques gouttes de violet cristallisé),

Titrez cette solution avec de l'acide perchlorique 0.1 M jusqu'a obtenir une
couleur verte et notez le volume Vb,

Il est important de noter que 1 ml de HCIO4 0.1 M correspond a 44.47 mg de
C18H16Ci3N304.

Equation de calcul :

Vx44.47XF 100
0% = ——X X—....
D% Pe 100 100—perte (3)

Pe : poids d’essai,
V : volume (Vb -Va),

Va:la
Vb :la

quantité de HCIO4 0.1 M pour la solution d’éconazole (ml),
quantité de HCIO4 0.1 M pour la solution a blanc (ml),

F : facteur de correction déterminé lors de la préparation de la solution d’acide

perchlorique.

1.2.2.2.

Analyses d’eau purifiée.

Controle physico chimique de I’eau purifiée.

Prélevement : le prélévement d’eau purifier a été réalisé dans des flacons
stériles a partir de la station de traitement des eaux.

L’aspect : Vérification visuelle que 1’eau est liquide limpide et incolore.

Mesure de pH : Le pH donne I’acidité ou la basicité d’une solution a 25°C ont
mesurée le pH d’eau purifié a I’aide d’un pH métre, le pH doit étre compris

entre5et7.
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& Mode opératoire :
- Verser une quantité d’eau purifiée dans un bécher,
- Rincer I’¢lectrode et I’essuyer légeérement,
- Immerger I’électrode dans le bécher et attendre jusqu’ a ce que la valeur se
stabilise,
- Lire la valeur affichée sur I’écran du pH-métre.
» Conductivité.
La conductivité est mesurée a I’aide d’un conductimétre et doit étre inférieur a
4.3um/cm a 20°C.
@ Mode opératoire :
- Calibrer I’appareille de mesure conductimetre,
- Prélever un échantillon d’eau purifiée et le mettre dans un bécher,
- Rincer I’électrode et le placer dans 1’échantillon,
- Attendre la stabilisation de la lecture,
- Enregistre la valeur de conductivite.
» Recherche de substance oxydable.
@ Mode opératoire :
- Dans un erlenmeyer verser 100ml d’eau purifiée et ajouter ensuite 10ml d’acide
sulfurique dilué et 0.1 ml de permanganate de potassium 0.02M,

- Chauffer le mélange pendant 5 min.

Figure 1.4: Recherche des substances oxydables

a. Controle microbiologie de I’eau purifiée.
» Deénombrement des germes aérobie viables totaux : filtration sur membrane.

- Stériliser les accessoires de la rampe de filtration dans un autoclave,

34



- Chauffer le milieu R2A au bain marie jusqu'a ce qu'il fonde, puis le maintenir

a une température de 40-45°C,

- Verser le milieu fondu dans des boites de Pétri de 55 mm de diamétre et le

laisser se solidifier,

- Agiter I'échantillon d'eau a analyser,

- Filtrer 10 ml de I'échantillon a travers une membrane filtrante stérile,

- Utiliser une pince stérile pour récupérer la membrane et la placer a la surface

du milieu R2A,

- Incuber la boite a 30-35°C pendant 5 jours,

- Effectuer le décompte des colonies obtenues et exprimer les résultats en

UFC/ml.

» Recherche de pseudomona saéruginosa.

On utilise du milieu céramide qu'on fait fondre au bain marie, puis on le répartit sur

les boites de Pétri, laisse refroidir et les incube pendant 48 heures a une température

de 30-35°C. Agiter I'échantillon d'eau a analyser. Prélever 1 ml d'eau et

I'ensemencer dans 100 ml du milieu BCS, puis incuber pendant 48 heures a une

température de 30-37°C. En cas d'apparition de colonies sur le milieu BCS, les

ensemencer sur céramide et incuber.

1.2.3. Procédé de fabrication de creme dermique PHAZNAZOL 1%.

Le procédé de fabrication dePHANAZOL nécessite plusieurs opérations, résumes dans
le tableau ci-dessous,
Tableau 1.1 : les étapes de fabrication PHANAZOL1%.

N° Etapes critiques Equipements Parametre critique
1 | Préparation de la phase huileuse : | Cuve de FRYMA | -duré d’agitation :
Mélanger les cing excipients jusqu'a lhaure

dissolution compleéte :
e Myristateisopropylique ;
e Acide stéarique ;
e Alcool cérylique ;
e Polyoxyl40stéarate ;
e Butylhydroxy toluene.

-T de mélange : 70°C
-vitesse d’agitation :
21trs/min
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Préparation de la phase aqueuse

-duré¢ d’agitation : 20

(Dissolution de laurylsulfate de | Cuve de 200kg min

sodium) :

-Remplir la cuve de pré mélange

avec 200 litre d’eau purifiée ;

-Chauffer [’eau purifiée jusqu'a

70C°;

-Sous agitation, incorporer une

quantité de laurylsulfate de sodium

pendant 20 min.

Transfert de la phase aqueuse vers | cuve FRYMA -Vitesse d’agitation
la phase huileuse (Transfert de T de mélange
ladelaurylsulfatedeNa) :

-introduire la solution de

laurylsulfatedeNa dans la cuve.

- Rajouter a la fin du transfert : eau

déminéralisée 20 litre et laisser

agiter ;

- Refroidir a température de 40°c et

laisser encore agiter.

Préparation de la solution | Conge en inox | -T de mélange

contenant le principe actif :

(petite récipient).

-vitesse d’agitation

- on dissoudre quantité de nipagine -homogénéités de
dans le propylene glycol. mélange.

-dans un fut, contenant 20 litre d’eau

chaude T°=20°C, disperser sous

agitation  manuelle  1’éconazol

nitrate.

-Transférer la solution,d’econazol

nitrate ,obtenue dans le mélangeur

(nipagine /propylene) .

-rincer avec 2 litre d’eau purifice.

-homogénéiser et filtrer le mélange

avec un filtre en tissu.

Mélange final : cuve FRYMA T de mélange
-Ajouter  la  solution  filtrée -vitesse d’agitation

(éconazole nitrate) ;
-Laisser agiter a température de
40°C pendant 30 min

-Homogénéité du

mélange
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Homogénéisation de la créme :
-Laisser refroidir la créme jusqu’a
une température de 25°C.
-Homogeéneéiser la creme pendant 30
min, en laissant le mélange sous
agitation.

-Procéder a la désaération pour
libérer toute inclusion d’air pendant
au moins 25 min.

Cuve FRYMA

Homogénéité
mélange

du

Stockage :

Transférer le mélange final (la
créme) a 1’aide d’une pompe vers la
cuve de stockage tout en faisant
passer celle-ci a travers un filtre de
tissu placé a la conduite entre deux
cuves.

*en attente du conditionnement
apreés réception du bulletin d’analyse
(conformité).

Cuve de stockage

-Vitesse d’agitation
-Vide ligne

« Validation du procéde.

moyens, Dosage du principe actif.

La validation du procédé de fabrication s’est faite sur huit lots de production a 1’échelle

industrielle. Les parametres de validation pris en considération sont : Aspect, PH, Poids

v Ce schéma suivant présent le procéde de fabrication de PHANAZOL en maniere

général,
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Pesée des matieres premiéres

(PA+EX)

!

Préparation de creme

Phase aqueuse

l

Dissolution de
laurysulfate de

sodium.

Phase huileuse

Myristateisopropylique ;
Acide stéarique ;

Alcool cérylique ;
Polyoxyl40stéarate ;
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Figure 1.5 : schéma de procédé de fabrication PHANAZOL créme a 1%.
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1.2.4. Contrdle qualité de produit fini PHANAZOL créme dermique.

Aprés le déblocage des matieres premieres et la validation du procedé de fabrication du
creme dermique PHANAZOL 1%, le contrble qualité de produit finit est une étape
critique pour garantir la qualité de la créme avant la commercialisation. VVous trouverez
ci —dessous des tests rigoureux pour verifier les caractéristiques organoleptiques,
physico-chimiques et microbiologiques du creme dermique PHANAZOL 1%.

1.2.4.1. Contrdle physico-chimique de produit fini.

a. Aspect: c’est une créme onctueuse blanche.

b. Détermination de pH: On prend une petite quantité de Phanazol 1% dans un
papier. Et Lire la valeur sur I’écran de pH métre

c. Dosage du principe actif:Pour choisir la méthode analytique la plus précise pour le
dosage de principe actif de produit finit PHANAZOL1%.il est nécessaire d’effectuer
une étude comparative entre la méthode analytique UV-VS et la méthode analytique
HPLC dans le but de conformité la validation de la méthode analytique la plus

précise et la mieux adaptée a I’objectif de notre étude.

A. La méthode 1 : Par spectrophotométrie d’absorption dans I’'UV-VS.
Dans le cadre de cette étudeconsiste a utiliser la méthode de dosage par
spectrométrie UV pour quantifier la concentration d éconazole dans la créme

Phanazole 1%.

Figure 1.6: Spectrophotometre d’absorption UV-Visible.
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1. Dosage de produit finit (crémé PHANAZOL 1%).

a. Préparation de Solution a examiner.
Dans un bécher, introduire une prise d’essai voisine del g de créme. Ajouter 40 ml de
chloroforme R, et porter a ébullition. Transférer dans une fiole jaugée de 100 ml et
compléter au trait de jauge avec du chloroforme. Procédera une filtration en utilisant du

papier whatmanrécupérer le filtra (solution A).

b. Préparation de Solution témoin.
Dans une fiole jaugée de 100 ml, introduire une prise d’essai de 100 mg d’éconazole
nitrate et ajouter avec précision 10 mg de nipagine, et Compléter au trait jauge avec du
chloroforme (solution B). Dans une fiole jaugée de 50 ml, introduire 5 ml de (solution
B), et compléter au trait de jauge avec du chloroforme (solution C).
La lecture des densités optiques des deux solutions A et C sur spectrophotomeétre sur
une longueur d’onde A =271 nm, en utilisant comme blanc du chloroforme.
L’essai a blanc nous permet de calibrer le ~ spectrophotométre ; car 1’appareil va ainsi
éliminer 1’absorption qui est due a la présence de solvant
Remarque : lors de ’analyse des échantillons de créme les résultats ont été parfois
différents ce qui souleve la spécifier et la fiabilité de la méthode. Pour mieux
comprendre ces variations, nous envisageons d’inclure une analyse de placebo, ¢’est-a-

dire des cremes similaires ne contenant pas le principe actif Econazole.

2. Préparation et analyse de placebo de creme Phanazol 1%.
On préparer de la méme méthode de fabrication de créme Phanazole 1%
unplacebo(annexel).

Tableaul.2: Formulation d’échantillon de placebo de 50g.

Excipients Quantité (g)
Myristateisopropylique 1.5
Acide stérique 2.5
Alcool cérylique 2.5
Polyoxy -40-stéarate 1
Parahydroxy benzoate de metyle 0.05
(nipagine)
Lauryl sulfate de sodium 0.08
Proylénglycole 1.5
Eau purifiée 93.15ml
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@ Le dosage est calculé par la formule suivante :

j=DOE . PT
T|—DOT X or %x100....... ()]

DOE =Densité optique de I’essai.
DOT =Densité optique du témoin.
PT = Prise d’essai du témoin exprimer en g.

PE = Prise d’essai de I’essai exprimer en g.

B. La méthode 2 : Dosage par chromatographie haute performance (HPLC).

Figure 1.7 : Chromatographie liquide haute performance (HPLC).

1. Dosage de produit finit (creme PHANAZOL19%).
& Mode opératoire :Opérer par chromatographie en phase liquide comme suit :
a. Conditions chromatographiques.
- Mode isocratique,
- Colonne C18 gel de silice octadécylsilyle pour chromatographie (5 pm) (20cm X
4.6 mm) de préférence hypersil ODS,
- Longueur d’onde : 232 nm,
- Débit: 2 ml/ min,
- Volume d’injection : 20 pl,
- Le détecteur,
- Température ambiante.
b. Phase Mobile.
-1 volume de solution tampon,

- 3 volumes de méthanol.
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c. Préparation des solutions.

» Solution tampon: Dissoudre 2.5 g de dihydrogénophosphate de potassium
k.H2PO4 et 2.5 g d’hydrogénophosphatedipotassique K, HPO,4 dans 1000ml
d’eau.

» Solution standard interne (1):0.05 % m/v de solution de nitrate de miconazole
dans le méthanol.

» Solution (2):

- M¢élanger une quantité de créme contenant 5 mg de nitrate d’éconazol avec 10ml
de solution standard interne,

- Ajouter 27 ml de méthanol, chauffer au bain marie pendant 30 secondes
puisagiter pendant 1min,

- Ajouter 12.5 ml de solution tampon,

- Centrifuger pendant 10 min dans la centrifugeuse et récupérer le surnageant
liquide,

- Filtrer si nécessaire.

» Solution (3): Préparer de la méme maniere comme la solution (2) mais en
utilisant 10 ml deméthanol a la place de la solution standard interne.

» Solution (4):10 ml d’une solution a 0.1 % m/v de nitrate d’éconazol SCR BP /
WS dans duméthanol avec 20 ml de solution standard interne, 45 ml de
méthanol et 25 ml de solution tampon.

& Le role de méconazole dans le HPLC.
Le miconazole est utilisé comme standard interne dans le dosage par HPLC de
I'econazole en raison de leurs similitudes structurelles et chimiques, ce qui assure des
propriétés chromatographiques comparables, notamment des temps de rétention
proches. Cette similarité permet de corriger efficacement les variations instrumentales et
de préparation d'échantillons, augmentant ainsi la précision et la fiabilité des résultats.
De plus, les deux composés absorbent dans des plages de longueurs d'onde similaires,
facilitant la détection simultanée. La disponibilité et la facilité de manipulation du
miconazole en font un choix pratique et robuste pour garantir des dosages
reproductibles et précis dans la créeme Phanazole 1% qui contenant de l'econazole

comme principe actif.
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& Formule de calcul : Teneur en nitrate d’éconazol en (%).

SECONAZOLEessais

T=—SMECoNAzoLEssals ., Pstandard, 10 , Tpa (5)

SECONAZOLstandard Pessais 100 D ettt

SMECONAZOLEstandard

Avec :

T: Teneur en nitrate d’éconazol (%)

S éconazol essais: Surface du pic correspondant au nitrate d’éconazol dans laSolution &
examiner,

S méconazole essais: Surface du pic correspondant au méconazole nitrate dans
laSolution & examiner,

S éconazol standard: Surface du pic correspondant au nitrate d’éconazole dans
lasolution standard,

S méconazole nitrate: Surface de pic correspondant au meéconazole nitrate dans
lasolution standard,

P standard : Prise d’essais du nitrate d’éconazole dans la solution standard (mg),

P essais : Prise d’essais du produit dans la solution & examiner (mg),

Tpa : Titre de I’éconazole nitrate (%),

D : Dose théorique de I’éconazole nitrate dans le produit fini (1%) = (D= 1/100).

2. Dosage des conservateurs «parahydroxybenzoate de métyle »ou nipagine.

@ Mode opératoire.

a) Condition chromatographique.

- Régime gradient,

- Phase mobile: méthanol grade HPLC/Eau,

- Colonne: C18 (25 cm-46 mm-5um)(HYPERSIL, GOLD, THERMO
SCIENTIFIC ou Equivalent),

- Deébit: Iml/min,

- Longueur d’onde: 245nm pour nipagine et 280 nm pour BHT,

- Volume d’injection: 20 ul,

- Tempeérature de la colonne: 25°c,

- Température de I’échantillon: 20°c.
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b) Solution standard.

- Introduction une prise d’essai exactement pesée de 125 mg de nipagine et
12.5mg de BHT dans une fiole de 100ml,

- Dissoudre avec 50 ml de méthanol; bienagité,

- Compléter au volume avec le méme solvant; bien agité,

- Dans une fiole de 50 ml, introduire 2 ml de la solution obtenue puis compléter
au volume avec le méthanol.

c) Solution a examiner.

- Introduire une prise d’essai exactement pesée de 2.5g du produit PHANAZOL
1%, dans une fiole de 50 ml,

- Dissoudre avec 25 ml de méthanol,

- Compléter au volume avec le méme solvant; bien agiter.

- Filtrer la solution obtenue sur un papier filtre.

& Formule de calcul :

Teneur en conservateur (%6)=—x X —— d"ut;o"e XPuretéX100.....(6)

Sst  dilutionst P

Avec :

Se : surface du conservateur dans la solution a examiner,

S st : surface du conservateur dans la solution standard,

Pst : prise d’essai du conservateur dans la solution standard en g,
Dilution st : dilution de la solution standard en ml,

Dilution e : dilution de la solution a examiner en ml,

PE : prise d’essai du produit finit en g,

Pureté : pureté du conservateur.
1.2.4.2. Contrdle microbiologie de produit fini PHANAZOL.

» Dénombrement des germes aérobies totaux et des levures et moisissures
totales DGAT et DMLT suivant la méthode par ensemencement en
profondeur.

& Mode opératoire.

- Faire fondre au bain marie a 100C° le milieu gélosé TSA et le milieu

Sabourantdéxtrosé-gélose en desserrant legérement les fermetures et maintenir

dans le bain marie en sur fusion a 40-45°C,
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Préparer la solution de 10g du produit & examiner (phanazol) dans 90 ml de la
solution tampon peptone au chlorure de sodium pH 7, ou dans un autre diluant
approprié ex : solution tampon phosphate pH 7.2 (solution A),

Agiter jusqu’a homogénéisation compléte, d’autre taux de dilution peuvent étre
employés si les caractéristiques et la sensibilit¢ du produit I’exigent. Les
dilutions suivantes sont préparéees avec le méme diluant,

Prélever 4 fois 1ml de la solution A préparé et déposé chaque prélevement dans
la boite de pétri de 90mm de diametre,

Couler dans 2 des 4 boites de pétri destiné au DGAT 15ml a 20ml du milieu
gélose TSA, et dans les 2 boites restantes destinées au DMLT 15 a 20ml de
milieu sabourauddéxtrosé-gélosé. -Agiter doucement les boites par un
mouvement circulaire pour assurer un mélange homogene de 1’échantillon et la
gélosé, sans faire les bulles et sans mouiller les couvercles des boites,

Incuber les boites de TSA a 30-35C°pendant 3-5 jours et les boites
sabourauddéxtrosé- gelosé a 20-25C°pendant 5-7 jours.

& Lecture:

Le nombre des germes aérobies totaux (DGAT) est considere comme égale au
nombre d’UFC obtenues avec le milieu TSA : si des colonies moisissures et des
levures sont détectes sur ce milieu elles sont comptabilisées dans le DGAT.

Le nombre total de levure et moisissure (DMLT) est considérée comme égale au
nombre d’UFC obtenues avec le milieu Sabouraud d’extrosé-gélosé, si des
colonies des bactéries sont détectées sur le milieu, elles sont comptabilisées dans
le DMLT. Si I'on prévoit que le DMLT risque de dépasser le critére
d’acceptation du fait de lacroissance bactérienne, du milieu Sabourauddéxtrosé-
gélosé content les antibiotiques peuvent étre utilisés.

Compter le nombre des colonies apparues dans chaque type de boite, faire le
moyenna et déduire le nombre d’unité formant colonie par gramme de produit.
Recherche de psuedomonasaeruginosa et staphylococcus aureus.

& Mode opératiore :

Ensemencer 10ml de milieu de TSB avec 10ml de la solution A préparé comme
décrit dans le dénombrement des DGAT et DMLT, ou la quantité correspondant
a 1g de produit.

Homogénéisé et incuber a30-35 pendant 18-24h.
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Agiter le récipient puis repiquer sur gélose cetrimide 0.1ml de milieu liquide

TSB et incuber a30-35C° pendant 18-72h pour la recherche de

pseudomonasaeruginosa.

Agiter le récipient puis repiquer sur gelose mannitol sel 0.1 ml de milieu liquide

TSB et incuber & 30-35°C pendant 18-72 heures pour la recherche

destaphylococcus aureus.

La croissance des colonies sur gélose cet201rimide indique la présence possible

de psuedomonasaeruginosa a confirmer par des essais d’identification.

La croissance de colonne sur gélose mannitol sel indique la présence possible

de staphylococcus aureus a confirmé par des essais d’identification.

& On peut dire que le produit satisfait a I’essai dans le cas ou on n’observe
aucune colonie ou si les essais de conformation et 1’identification sont
négatifs.

% Témoin négatif

Pour vérifies les conditions opératoire, 1’analyse doit :

Effectuer un contr6le sur témoins négatif préparé en substituant le diluant a la
préparation a examiner.

Exposer les boites ouvertes de milieu gélosé TSA et sabouraud déxtrosél —
gélosé sous hotte a flux laminaire.

Aucune croissance microbienne ne doit observer I’obtention d’un résultat non

conforme nécessite en investigation.

1.2.5. Conditionnement de PHANAZOL 1% creme dermique.

Le mélange crémeux du PHANAZOL est transporté a I’atelier de conditionnement pour

le conditionnement primaire et secondaire.

» Conditionnement primaire.

Le conditionnement primaire consiste en remplissage des tubes, fermeture de tube par

pliage et marquage en relief, les tubes utilisés sont en aluminium les plus utilisees et

recommandés.

Vérifier le vide de ligne et remplir la fiche correspondante,
Vérifier la conformité des matériaux de conditionnements,

Vérifier le N° de lot /Date d’expiration sur le tube.
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» Conditionnement secondaire.
Le conditionnement secondaire consiste par 1’emballage des boites sur lesquels on doit
trouver le non de produit, quelques informations sur sa composition, sa date de

péremption, et I’entreprise fabricante, une notice est aussi incrustée automatiqguement

& e rendement de conditionnement.
Le rendement de conditionnement évalue 1’efficacité de la transformation des matiéres

premiéres en produits finis emballés.

& Formule du calcule le rendement.

nombredetubeobtenu

95% <

x100< 105%......(7)

nombredetubeordonnancé
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CHAPITRE I
RESULTATS ET DISCUSSIONS.

Introduction.

Cette partie présente les résultats de notre étude comparative entre deux méthodes
analytiques HPLC et UV-VS, en vue de valider la conformit¢ de PHANAZOL 1%.
Les résultats incluent I’analyse des matiéres premieres, la fabrication du créme jusqua
conditionnement du créme.
I1.L1. Résultats et interprétations du contrble physico-chimique des matiéres
premieres.
1.1.1. Résultat du contrble physico-chimique du principe actif : Econazole
nitrate.
Le tableau ci-dessous résume les résultats du contrble du principe actif
Econazolenitrate.

Tableaux 11.1 : les résultats du controle du principe actif Econazole nitrate.

Teste Résultats Norme Conformité
Caractérisation
Aspect Poudre cristalline | Poudre cristalline | Conforme
sensiblement blanche ou
Blanche sensiblement blanche
Solubilité Eau : Tres soluble Tres soluble Conforme
Méthanol : Soluble | Soluble Conforme
Chlorure de | Peu soluble Conforme
méthylene :  Peu
soluble
Identification
Point de fusion 164.5 Environ 165 avec | Conforme
décomposition
Spectre Identique Identique a celui de | Conforme
d’absorption IR SCR
Essai
Perte a la 0 <0,5% Conforme
dessiccation
Cendre sulfurigues 0 <0,1 % Conforme
Dosage par titrimétrie
Teneur en|99.0a101.0 99.37 Conforme
C18H16CL3N304
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e Résultat d’identification IR.

Comparaison avec le spectre IR de référence (SCR)
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Figure 11.2 : Spectre IR d Econazole nitrate(SCR)

> Interprétation des résultats.

La comparaison entre les spectres de la matiére premiére et des substances chimiques de
réference SCR confirme leur identité et leur superposition, indiquant que la molécule
analysée est bien le principe actif du nitrate d'éconazole.

49



En se basant sur ces résultats, on peut conclure que la matiere premiére satisfait aux
normes de la pharmacopée européenne, ce qui la rend adéquate pour étre utilisée dans le

processus de fabrication.

11.1.2. Résultat du contrble physico-chimique et microbiologique d’eau purifie.
On a résumé tous les résultats physico-chimiques et microbiologiques dans le tableau

ci-dessus,

Tableaull.2 : résultats de controle physico chimique et microbiologique d’eau purifier

Tests Résultats Normes Conformité
Caracteres organoleptique
Aspect Liquide Liquide Conforme
limpide et incolore limpide, incolore
Essais
PH 6.15 5a7 Conforme
Conductivité a 20 2.12 <43 Conforme
°C (uS/cm)

Substances Couleur Solution Conforme
oxydables légerement rose reste légerement
colorée en rose

Contréles microbiologique

Dénombrement des <10 <102 UFC /ml Conforme
germes aérobies
totaux : par
filtration sur
membrane

> Interprétation des résultats.

L'aspect de l'eau purifiée est liquide limpide et incolore, le pH= 6.15 et la conductivité
2.12 MS/ cm, la couleur rose de la solution correspond a l'absence de substances
oxydables (matiere organique) qui sont considérés comme matieres polluants. Cela
permet daffirmer la qualité organoleptique et la pureté microbienne de [eau

conformément aux normes établies par la pharmacopée européenne.

50




11.2. Reésultats de contrdle physico chimique et microbiologique du produit fini
PHANAZOL 1%.

Dans cette étape présente les résultats détailles dudes tests rigoureux pour vérifier les

caractéristiques organoleptiques, physico-chimiques et microbiologiques du créeme
dermiqgue PHANAZOL 1%.

11.2 .1. Résultats de contrble physico-chimique du creme PHANAZOL 1%.
11.2.1.1. Caracteres organoleptique.

Les résultats des caractéres organoleptiques, de la mesure du pH et la masse moyenne
sont regroupés dans le tableau suivant,

Tableaull.3 : résultats du contrble physico chimique du créme préparé

Tests Résultats Normes Conformité

Caracteres organoleptique

Aspect Creme Creme Conforme
onctueuse blanche onctueuse blanche
Essais
pH 291 28a4.2 Conforme
Masse moyenne (g) 30.69 27 a 33 Conforme

> Interprétation des résultats.
D’apres les résultats de 1’aspect, pH et de masse moyenne on peut dire que ces résultats

sont conformes selon les normes de la pharmacopée européenne
11.2.1.2. Résultats de dosage du principe actif.

Vous trouvez ci-dessous les résultatsd’étude comparative entre HPLC et UV-VS, pour
doser le nitrate Econazole dans la créme dermique PHANAZOL1%.

& La méthode 1 : Par spectrophotométrie d’absorption dans ’UV-VS.
1) Résultats d’analyse par UV de produit finit PHANAZOL1%.

Le tableau ci-dessous présente les résultats d’analyses du produit fini par UV-vis,
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Tableau.114. Résultats d’analyse de créme PHANAZOL1% par UV-vis

Simple ID 271.0
DOT: 0.5846
DOT.; 0.5845
DOTs 0.5828

DOT moy =0.5839

DOE: 0.5824

DOE: 0.5816

DOEwmoy = 0.582

& Calcule de dosage :

=082 o 2012 %100 = 1.00 %

Ti=
0.5839 " 1008

» Interprétation des résultats.
D'apres les résultats obtenus on peut calculer la teneur en éconazole nitrate, elle est 1.00
% qui est conforme a la norme décrite dans la pharmacopée européenne 0.9 al.1 %.
Malgré la conformité de la tenure, les analyses gqualitatives en UV-visible révelent une
absorbance totale a une longueur d’onde spécifique de 271 nm, bien que cela ne dépasse
pas les limites tolérées.

2) Résultats d’analyse par UV de Placebo
Le tableau ci-dessous présente les résultats d’analyses de placebo du créme
PHANAZOL1%par UV-vis.

Tableau I1.5 : résultats d’analyse de placebo du creme PHANAZOL1% par UV

Simple 1D 271 nm
DOT: 0.687
DOT: 0.685
DOTs 0.687
DOT mov =0.687
DOE: 0.163
DOEx 0.153
DOE moy=0.158
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& Calcule de teneure :

Ti=21%8 1013 100 = 0.229 %

0.687 1008

» Interprétation des résultats.
L’absorption observée a la longueur d’onde de 271 nm dans les échantillons de placebo
est significative car elle indique la présence d’une substance dans la créme qui absorbe
la lumiére UV a cette longueur d’onde. Cette absorption pourrait étre due au
conservateur nipagine present dans les placebos, car il est connu pour absorber a des
longueurs d’onde similaires malgré que 271nm ne soit pas son pic principal mais il peut
encore montrer une certaine absorption a cette longueur d’onde.
Cette observation est importante car elle suggere que le nipagine présent dans les
placebos peut interférer avec les mesures de dosage par UV de I’éconazole.
L’absorption du nipagine a la méme longueur d’onde que I’éconazole peut fausser les
mesures et entrainer des résultats variables et imprécis lors du dosage du principe actif
dans les échantillons de créme contenant de I’éconazole.

& La méthode 2 : Dosage par chromatographie haute performance (HPLC).

a) Résultats de dosage de principe actif.

Vous trouvez ci-dessous lesrésultats d’analyses obtenue par HPLC pour calculer la

tenure Teneur en nitrate d’éconazol.
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Figure 11.3 : Chromatogramme de Dosage de I'Econazole Nitrate dans la créme
PHANAZOL1%.
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» Interprétation les résultats.

Le chromatogramme fourni montre les résultats du dosage de l'éconazolenitrate dans la
creme PHANAZOL 1%, avec I'utilisation du miconazole comme standard interne. Voici

une analyse détaillke du chromatogramme:

1. ldentification des Pics.

- Econazole Nitrate : Le pic & un temps de rétention de 7.427 minutes correspond
a léconazole nitrate.

- Miconazole: Le pic a un temps de rétention de 11.555 minutes correspond au
miconazole, utilisé comme standard interne.

2. Reproductibilité.

- Le chromatogramme montre trois injections (Injection 1, Injection 2, Injection
3) du méme échantillon, avec des temps de rétention trés cohérents pour les
deux composes.

- Les pics pour chague injection se superposent presque parfaitement, ce qui
indique une excellente reproductibilité de la méthode.

3. Séparation des Pics.

- Les pics d'éconazole nitrate et de miconazole sont bien séparés, sans
chevauchement, ce qui est crucial pour une quantification précise.

- La bonne résolution entre les deux pics permet de s'assurer qu'il n'y a pas
d'interférence entre les analytes.

4. Forme des Pics.

- Les deux pics sont symétriques et bien définis, indiquant une bonne
performance chromatographique.

- L'absence de queue ou d'élargissement significatif des pics suggere que les
conditions chromatographiques sont bien optimisées et que la colonne HPLC
est en bon état.

5. Aire des Pics.

- Les aires sous les pics peuvent étre utilisées pour calculer la concentration
d'éconazole nitrate dans I'échantillon en comparant ces valeurs a une courbe

d'étalonnage préparée avec des concentrations connues de I'éconazole nitrate.
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6. Sensibilité et Limite de Détection.

- Les hauteurs et les aires des pics indiquent une bonne sensibilité de la méthode,
capable de détecter et de quantifier précisément les concentrations d'éconazole
nitrate et de miconazole.

- Le chromatogramme de dosage de éconazolenitrate montre une méthode HPLC
robuste et fiable. Les pics de I'éconazole nitrate et du miconazole sont bien
séparés, symétriques et consistent entre les injections, ce qui permet une
quantification précise du principe actif dans la creme PHANAZOL1%.
L'utilisation du miconazole comme standard interne contribue a la précision et a
la reproductibilité des résultats, assurant ainsi une méthode analytique de haute
qualité pour le dosage de I'éconazole nitrate.

7. Comparaison avec le pic de la solution témoin (STD PHANZOLE
DOSAGE) : (voire I’annexe 2.3) les temps de rétention de témoin et de créme
PHANAZOL (principe actif) sont presque les mémes ce qui explique que le
produit fini PHANAZOL 1% contient effectivement ’econazole nitrates comme

un principe actif.

& Application.
S ECONAZOLE essais = 2700090
S MECONAZOLE essais = 3507298

S ECONAZOLE standard = 2627633
S MECONAZOLE standard = 3125739

P standard = 0.102

P essais = 0.5

Tpa = 100.37%
D =1/100
- La Teneur en nitrate d’éconazol (calculer par la formule (5)) trouvé est :
T =99.92 %
b) Résultats de dosage de conservateur « Parahydroxybenzoate de méthyle » par
HPLC.
Vous trouvez ci-dessous les résultats d’analyses de conservateur « Parahydroxybenzoate

de méthyle ou le Nipagine obtenus par la méthode HPLC.

55



T
PGy B _ N
mV (2 1 PHANAZOL CONSERVATEUR LOT 2781 INJ004.1cd - Chl
| S 2 PHANAZOL CONSERVATEUR LOT 2781 INJ0OO4.lcd - Ch2
:&; 3 PHANAZOL CONSERVATEUR LOT 2781 INJ00S.lcd - Chl
< 4 PHANAZOL CONSERVATEUR LOT 2781 INJ0OS.lcd - Ch2
500- ‘ |
)
i
250 ] I
1 |
| i
! . H i
Ol = A’vaL__,g — _ N |
S ——
0,0 2,5 5,0 7S 10,0 12,5 15,0 17,5
min

Figure 11.4 : Chromatogramme de dosage de conservateur Nipaginedans la creme
PHANAZOL1%.
> Interprétation des résultats.
Le chromatogramme fourni montre les résultats du dosage de nipagine dans la creme

PHANAZOL 1%, Voici une analyse détaillée du chromatogramme:

1. Echelle des Millivolts (mV): L'axe vertical représente la réponse du détecteur
en millivolts (mV). Chaque pic sur le chromatogramme correspond a une
substance detectée dans I'échantillon.

2. Temps de Rétention (Minutes): L'axe horizontal montre le temps de rétention
en minutes. Il indique le temps nécessaire pour qu'un composé soit eélué de la
colonne HPLC et détecté.

3. Pics Identifiés:

- Nipagine (Parabene): Le pic majeur identifié & environ 3 minutes correspond a
la nipagine (aussi connue sous le nom de méthylparabéne), qui est le
conservateur utilisé dans la creme Phanzole.

- Autres Pics : 1l y a quelques autres petits pics avant et apres le pic de nipagine,
qui peuvent correspondre a des impuretés ou a d'autres compo sés présents dans
I'échantillon.

> Analyse les Résultats.

1.  Quantification du Conservateur :

- Le pic principal de nipagine est bien défini et séparé des autres pics, ce qui
permet une quantification précise.

- La hauteur et la surface du pic sont directement proportionnelles a Ila

concentration de la nipagine dans I'échantillon.
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Teneur en conservateur (%) = 0.098 %
Situe clairement dans la plage spécifiée par les normes (0.090 a 0.110) cela
signifie que la concentration du conservateur dans I’échantillon est adéquate et
respect les exigences de qualité

2. Répétabilité :

Les quatre injections (Chl et Ch2 pour deux échantillons différents) montrent

des pics tres similaires pour la nipagine, indiquant une bonne répétabilité et
reproductibilité de la méthode HPLC utilisée.
3. Qualité du Chromatogramme:

- La résolution est bonne, et les pics sont bien séparés, ce qui minimise le risque
de chevauchement des pics.

- Il n'y a pas de pics significatifs apres 5 minutes, indiquant que les autres
composes présents dans la creme sont soit en tres faible concentration, soit ils
ne sont pas détectés dans les conditions de cette analyse HPLC.

- ldentique a celle de pic de solution témoin (STD CONSERVATEURE) (voir
I'annexe : figure 2.5)

& Le chromatogramme HPLC montre que le dosage du conservateur nipagine dans
la creme PHANAZOL1% a été effectué avec succes. Le pic correspondant a la
nipagine est bien défini a environ 3 minutes de rétention, et les résultats sont
cohérents a travers plusieurs injections, ce qui atteste de la fiabilité de la
méthode. Cela permet une quantification précise de la concentration de nipagine

dans le produit fini.

11.2.1.3. Comparaison entre les deux méthodes analytique UV-visible et HPLC.

La méthode la plus précise dépendrait de plusieurs facteurs, notamment la nature de la
substance d'intérét, la complexité de I'échantillon, et les objectifs de l'analyse.

Le tableau suivant présente les avantages et les limite de chague méthode analytique
pour I'analyse de la creme PHANAZOL1%.
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Tableau 11.6 : les avantages et les limites de HPLC et UV —vis pour PHANAZOL 1%.

Caracteéristique

HPLC

UV-visible

Spécificité

La capacitt a séparer
efficacementet a reduire les
interférences de  principe
actif econazol et e
conservateur nipagine.

Mesure direct de
I’absorbance de la lumiére
par le principe actif
econazol et le conservateur
nipagine dans la creme a
la longueur d’onde 271.

Sensibilité

Peut détecter et quantifier
les composants de la creme
a des niveaux de traces
grace a des detecteurs
sensibles.

La sensibilitée limitée pour
les  composants de la
creme a des niveaux de
traces.

Résolution

Permet une  résolution
élevée des pics facilitant la
distinction entre 1’éconazol
et le nipagine proche sur le
chromatogramme.

Ne permet pas une
résolution élevée, ce qui
peut rendre difficile la
distinction entre les
composés proches
L’¢éconazol et le nipagine.

Temps d'analyse

Relativement  long, en
raison de la nécessité de
préparer les colonnes de
séparation et d'optimiser les
conditions d'analyse
Cependant, cela peut étre
justifié si une séparation
efficace des composants est
nécessaire.

Rapide, mesure direct de
I’absorption.

Colit

Elevé, en raison du matériel
et des réactifs.

Relativement faible.

Facilit¢ d’utilisation

Necessite une expertise
technique pour optimisation
des conditions de
séparation.

Plus simple et moins
couteuse en termes
d’équipement et de
formation

» Interprétation

Ce tableau montre que L’HPLC offre une sensibilité, une sélectivité et une

précision supérieures, cependant elle est couteuse et longue et complexité

d’utilisation peut étre justifiée par la séparation efficace des composants de créeme

PHANAZOL1%.

58




La méthode UV-visible, quant a elle, est plus rapide et moins couteuse et plus
simple, mais elle est moins sensible et élective et nos spécifiques, ce qui peut
limiter son efficacité pour I'analyse de la créme PHANAZOL 1%.

Conclusion.

On conclure qu’il est donc recommandé de privilégier les résultats obtenus par HPLC
pour quantifier la teneur en substance d'intérét, car cette méthode offre une meilleure
spécificité et sélectivité envers la substance cible, en tenant compte des interférences

potentielles d'autres composés présents dans l'échantillon.

1.2 .2. Résultats de contrble microbiologique du produit fini PHANAZOL
Les résultats de contr6le microbiologique sont résumés dans le tableau suivant,
Tableau I1.7 : Résultats d’analyses microbiologiques de PHANAZOL 1%

Test Lecture Normes Conformite

DGTA <10 UFC/g < 100 Conforme
(UFClg) UFC/g

DLMT < 10UFC/g < 10UFC/g Conforme
(UFClg)
Staphylococcus Absence Absence Conforme
aureus
Pseudomona- - Absence Absence Conforme
saeruginosa

> Interprétation des résultats.
D’aprés les résultats d’analyse microbiologique obtenus on remarque que les résultats
de dénombrements de DLMT et DGTA (<10 UFC/g) sont conformes aux normes, ainsi
que l’absence totale des germes pathogenes recherché (Staphylococcus aureus,
Pseudomona saeruginosa).
Le produit fini est donc conforme et présente une trés bonne qualité microbiologique et

répond aux normes. Et peut étre envoyé pour le conditionnement.

11.3. Résultats de rendement (conditionnement).

Les résultats suivants présents le rendement de conditionnement de PHANAZOL 1%.
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& Calcule :

95% <9936
~10000

Alors :95% < 99.36 %< 105%

» Interprétation de résultat.

x100< 105%

D’apres les résultats, On conclut que le rendement de conditionnement de PHANAZOL
1% est de 99.36%, donc il appartient a la norme de pharmacopée, ce qui montre que le

LOT abien été suivi au cours du conditionne ment.
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CONCLUSION GENERALE.

Au cours de ce stage, l'étude effectuée a permis de suivre le processus de préparation de
la creme antifongique PHANAZOL 1%, fabriquée par lindustrie pharmaceutique
SAIDAL de DAR EL BEIDA.

Diverses analyses physico-chimiques ont été réalisées sur les matieres premieres
(principe actif, excipients) ainsi que sur le produit fini. Deux méthodes analytiques,
HPLC et UV-VS, ont été utilisées pour confirmer la validité de la méthode la plus précise
et garantir la conformité du médicament aux normes de la pharmacopée européenne,

assurant ainsi sa qualité et son efficacité thérapeutique.

Les résultats obtenus par ces deux méthodes ont été soigneusement analysés et comparés,

révélant que chaque méthode présente ses avantages et ses limites.

LUV est rapide et abordable pour mesurer la concentration du principe actif, mais il n'est
pas trés fiable. D'un autre coté, la HPLC offre une meilleure sensibilité et sélectivité,
permettant une analyse plus précise méme en présente d’impuretés mais elle peut étre

colteuse et prendre plus de temps.

En conclusion, aprés avoir validé la conformité de méthode HPLC pour évaluer la qualité
du PHANAZOL 1%, cette étude approfondie confirme également sa capacité a fournir
des données fiables et significatives, renforcant ainsi la confiance dans la qualité et

l'efficacité thérapeutique du médicament
En perspective, il serait intéressant de :

» Remplacement du conservateur nipagine, qui est absorbé simultanément avec le
principe actif Econazol, par des conservateurs ayant des propriétés d’absorption
UV alongueur d’onde différentes de celles du principe actif.

» Choisir une nouvelle longueur d’onde, si la longueur d’onde maximale 271 nm
présente des interférences, donc chercher une autre longueur d’onde ou
I’éconazol nitrate a une forte absorbance, vérifier les spectres UV pour identifier

d’autre maxima d’absorbance par exemple a 265 ,280 nm.
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ANNEXE 1

Figure 1.1 : Cuve de 200kg Figure 1.2 : Cuve FRYMA

Figure 1.3 : Préparation de placébo Figurel.4 : placébo PHANAZOL1%



ANNEXE 2

PO (Mmely )

dﬁr- Imprimé Référence : IMP01(PR.SP-DEB.LCQ.001)
<% Bulletin d'analyse Version : 05
... Matiére premiére Page - 1sur2
Jésignation ECONAZOLE NITRATE Code 11000089  N° Lot : 230411
“ournisseur  EST PHARMACEUTICAL N°réception 0 Date réception 13/11/2023
Jate fabrication :11/04/2023 Date péremption  11/04/2026 N° controle - MP23L028
Jate d'analyse © 03/04/2024 Date réanalyse © % -\ Z&  Quantité totale recue 400.0 KILO
GRAMME
l'ype de contenant SAC DE 25 KG Nombre de contenant 16 Quantité préleve - 30g

Référence bibliographique - Pharmacopée Européenne 2020 (10.0)

=

B

Aspect Poudr.e.cv:nstalhne,rblanche o:x sensnb;e‘nmen!

[l blanche 2 L L SEs
Sotubilité 3 f
E;u— T ; Trés peu soluble C;nf;)mve A & :I
‘l\_llgkhénol Soluble | Epnfonne i
Er;;u:e dé >m:hyléne Assez éoluble Conforme
7Ethanol_a-§6°7o 3 7Peu soluble Conforme
;?‘oinl d(-;fusion (‘E) Environ 165 avec décomposition 164 5 B
= 1

IDENTIFICATION 5 :

S \
Spectrophotométrie d'absorption  |dentique au spectre de référence SCR™ < Conforme
dans IR ‘ A

= = —

Essai . — v\ Y
- e L oA = — 2 = - L
Substance apparentées: par | \ f\) N =

HPLC >

Impuretés—A,B.‘C Pour chaque impureté, au maximum la surface du A 0.0062/ B 0.024/C o_oos; i
pic principal du chromatogramme obtenu avec la

| SO‘U‘IOT! témoin (b) (0,2%)
Impuretés non spécifiées Pour chaque impureté, au maximum 0,5 fois la 00
surface du pic principal du chromatogramme
obtenu avec Ia solution témoin (b) (0,10%)
Total Au maximum 1.5 fois la surface du pic principal du g
chromatogramme obtenu avec la solution témoin |
(b) (0.3%)

'

Perte & Ia déssication (%) <=05 0

Cend;sulfunques ("/;) == 0,1 0 'S
DSS-AGE; par P;;len&ibmélrie

Teneur en C18H16CL3N304 990 a 1010 9937

salculée par rapport 2 la surface
Jesséchée (%)

Figure 2.1 : bulletin d’analyse de principe actif (matiére premiére)



7" Bulletin d'analyse
~ PRODUIT FINI

Code - 342241 Désignation - PHANAZOL® 1% Tube de
N° Lot : 2781 DCI ECONAZOLE NAZOLE sous forme e nitr
z !

abrication ‘1
L

2L

Figure 2.2 : bulletin d’analyse de produit fini



S den

Peak ouiiinary ixep~::

050
~
Vo)
3 8
P -
040 e ) =
z =
=y =z |
(e} =
030 2 o)
z < ‘
Q z |
(0] e} !
S i
< y
020
LY
0.10-
‘ Al
l =
0,00 == =T
T i ot ) e At
000 200 400 600 800 1000 12.00 14.00
Minutes
Sample Name: phanazol std dosage , Date Acquired: 2/13/2024 5:50:17 PMCET,; Vial: 98; In‘ecu:on: 1
Sample Name: phanazol std dosage . Date Acquired: 2/13/2024 6:06:02 PM CET, Vial: 98, Injection: 2
——— Sample Name: phanazol std dosage ; Date Acquired 2/13/2024 6:22:01 PMCET, Vial 98; Injection: 3
Peak Summary with Statistics
Name: ECONAZOL NIT
Retent 4
Vial | Inj Name T.;:r(‘mon:) Area Height | Amount JP Plate Count KPrime Symmetry Factor
1 98 | 3|ECONAZOLNIT 7.421 | 2626220.73 | 205489 | 101103 000 | 8.405626e+003 | 9.601946€+000 | 1.030479e+000
2 |98 | 2|EconazoLNIT 7418 [ 262663576 [ 205464 | 101103.000 | 8 440075e+003 | 9.597195€+000 | 1.033636e+000
3 |98 [ 1|econazoLnm 7427 2630041 19 | 205606 | 101103 000 | 8.415962e+003 | 9.609895e+000 | 1.036416e+000
Mean 7422 | 2627633 101103 000
Std Dev. 0004
% RSD [ 006{01
Peak Summary with Statistics
Name: MICONAZOL NIT
Retenti
Vial | In Name .n;:'('mo.:) Area Height [ Amount | JP Plate Count KPrime Symmetry Factor
1 98 | 2 |MICONAZOL NIT 11.547 | 312580188 | 168737 | 1000 | 9.688196e+003 | 1549575e+001 | 9.976801e-001
2 |98 | 1|MICONAZOL NIT 11.556 | 3126059.63 | 168994 | 1000 | 9714699e+003 | 1,550698e+001 [ 1.001117e+000
3 |98 | 3|MICONAZOL NIT 11.554 | 3125355.70 | 168764 | 1.000 | 9.671089e+003 | 1.550519e+001 [ 9.950138e-001
Mean 11.552 | 3125739 1000
Std Dev. 0.004
% RSD 004 {00
Reported by User System Project Name: PHANZOL
Report Method: Peak Summary Report Date Printed:
Report Method ID 2825 2/1312024
Page. 10f 1 8:48.43 PM Europe/Madrid

Figure 2.3 : chromatogramme standard de dosage



Figure 2.4 : chromatogramme d’essais de dosage
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£ 3 PHANAZOL CONSERVATEUR LOT 2781 INJ005.lcd - Chl!
< 4 PHANAZOL CONSERVATEUR LOT 2781 INJ0OS.lcd - Cth
500
I |
| |
I
|
| |
‘v
250 | ':
| |
i
‘l‘ ]
R | A
|
‘[-—1——“7—'—"'*#' o L (e S B B —rr—— T 1
0,0 2,5 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5

min
<< Detector A >>
ID#1 Compound Name: NIPAGINE . _ o
| Title Ret. Ti Area

_;Ret.Time - Viall
[PHANAZOL CONSERVATEUR LG 3,597~ 4696226| 13
PHANAZOL CONSERVATEUR LG~ 3,596| 4724350
3,597, 4710288 X
-0,026 0,422 0422 _

" Theoretical Plates/meter(USP)

Analyste & Chef departement physico chimie :

Figure 2.5 : Chromatogramme de dosage de conservateur Nipagine



LABORATOIRE CONTROLE QUALITE SITE DE PRODUCTION DAR EL BEIDA

REPORT ANALYSIS

Sample Information
Sample Name : STD CONSERVATEUR INJ 002
Data File : STD CONSERVATEUR INJ 003.lcd
Tray# 2
Vial# 1]
Date Acquired : 08/08/2254 01:19:52
Date Processed : 08/08/2254 13:50:35
Time Acquired £0119:52
Dilution Factor |
Sample Amount 31

Summary(Compound)
Detector A o

my 600- " "L 1 STD CONSERVATEUR INJ 003.led - Chl
2 STD CONSERVATEUR INJ 003.lcd - Ch2

3 STD CONSERVATEUR INJ 004.lcd - Chl!

500 ‘ 4 STD CONSERVATEUR INJ 004.lcd - Ch2

5 STD CONSERVATEUR INJ 005.lcd - Chl

6 STD CONSERVATEUR INJ 005.lcd - Ch2

BHT BHT BHT

0,0 2,5 5,0 TS 10,0 12,5 15,0 » 17,5

min
<< Detectoy A >>

ID#1 Compound Name: BHT

. Tidle | Ret.Time Area
,STD CONSERV/ _ 32659
!STD CONSERVATEUR INJ | © 52872
| STD CONSERVATEUR INJ 7
|Average (14971 53434
'%RSD 1 0,107 2,174
) Theoretical Plates/meter(USP) o
1090096
1066083
. 1046263
R . 1067481
R 2,056

Analyste :

Chef departement physico chimie :

Figure 2.6 : Chromatogramme standard de dosage de conservateur Nipagine





