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Résumé

Ce travail a pour objectif d’effectuer un contréle physico-chimique et microbiologique sur le
principe actif et les différents excipients du KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel. Ce contréle qualité
a pour but de garantir la conformité du médicament par rapport aux normes prescrites par la
pharmacopée européenne 9°™ édition, au cours de sa fabrication et avant sa commercialisation. Le
contrble physico-chimique consiste a vérifier 1’aspect et la solubilit¢é du produit ainsi que son
identification par des méthodes spectrales (spectroscopie IR et UV/VIS), sa quantification par
HPLC, la perte a la dessiccation et les cendres sulfuriques...etc. Par ailleurs, le contrdle
microbiologique réalisé sur le principe actif et le produit fini consiste a la recherche et le
dénombrement des DGAT, DMLT, Escherichia coli, salmonella, Entérobactéria, Staphylococcus
aureus et Pseudomonas aeruginosa. Les résultats physico-chimiques montrent la pureté et certifient
I’identité du principe actif et des excipients. Ainsi, les spectres IR révélent la pureté du principe
actif et confirment son identité. Et les chromatogrammes obtenus par HPLC confirment son bon
dosage dans le produit. L’analyse microbiologique révele 1’absence totale de germes spécifiés dans
le médicament. Le produit étudié est de bonne qualité pharmaceutique et répond aux criteres de

qualité, d’efficacité et de sécurité.

Mots clés : Contrdle qualitt, KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel, contrdle physico-chimique,

contréle microbiologique, pharmacopée européenne 9™ édition.



Abstract

This work aims to perform physic-chemical and microbiological control of the active
ingredient and excipients of KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel. The purpose of this control is to
guarantee the conformity of the drug to the European pharmacopeia standards 9'" edition, during its
manufacturing and before commercialization. Physic-chemical control consists of examining the
appearance and solubility of the product, as well as its identification by spectral methods (infrared
and UV/Vis spectroscopy), its quantification via HPLC, loss on drying, sulfated ash...etc. However,
the microbiological control that was made on the active ingredient and the finished product includes
research and enumeration of total aerobic microbial count, total yeasts and molds count,
Escherichia coli, salmonella, Enterobacteria, Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa. The physic-chemical results indicate the purity and assure the identity of the raw
materials of which, IR spectra reveals the purity and identity of the active ingredients, and
chromatograms obtained from HPLC affirm its correct dosage in the product. Microbiological assay
reveals the total absence of specified microorganisms. The studied product is therefore considered
to have a good pharmaceutical quality and meets the criteria of quality, efficiency, and safety.

Keywords: Quality control, KETOPROFENE LDM® 25% Gel, physic-chemical control,

microbiological control, European pharmacopeia standards 9" edition.
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Introduction générale

La santé est notre héritage, notre droit, c’est I’'union totale et profonde entre I’ame, I’esprit et
le corps et on doit la protéger (Bach, 1994).

Auparavant, I’homme s’est servi de plantes, de minéraux et de glandes animales pour
constituer des remeédes. Ces substances naturelles sont devenues inefficaces avec 1’apparition
de maladies plus graves, ce qui a permis de développer de nouveaux médicaments d’origines,
de formes et de spécificités différentes (Boucenane, 2018).

Les médicaments sont des substances pharmacologiques introduites dans un organisme vivant
animal, ou appliquées sur cet organisme. lls sont administrés dans le but de prévenir ou
corriger les différentes fonctions anormales de 1’organisme causées par une maladie
(Boucenane, 2018), ou simplement pour atténuer certaines de ses manifestations, ou encore
d’établir un diagnostic (Anonyme 1, 2020).

L’industrie pharmaceutique occupe a présent une place tres importante dans le systeme de la
sante, son activité et ses produits sont soumis aux lois, et aux réglements qui s’appliquent a
leur mise au point, fabrication, et au controle qualité (Anonyme 5, 2019).

Les produits pharmaceutiques, indépendamment de leur forme galénique, leur processus de
fabrication, leur formulation et leur voie d'administration, doivent respecter les exigences de
base pour assurer la sécurité, 1’efficacité, la stabilité et la qualité du produit (Larabi, 2019).
L’absence d’un systeme de controle qualité dans une entreprise de production pharmaceutique
peut conduire a la fabrication d’un produit défectuecux, non conforme et potentiellement
dangereux. Ainsi, les conseéquences financiéres, commerciales et publicitaires seraient
néfastes et porteraient préjudice a la prospérité et a I’image de 1’entreprise.

Au cours des 60 dernieres années, plus de 500 patients dans le monde sont décédés par
intoxications dues a 1’ingestion de médicaments défectueux, ce qui a incité 1'Organisation
Mondial de la Santé (OMS) a convoquer une consultation sur la production de produits
pharmaceutiques de bonne qualité, et le maintien de cette qualité tout au long de la chaine de
distribution (Anonyme 7, 2005) par 1’évaluation des risques microbiologiques et physico-
chimiques dans les médicaments (Lanet, 1991).

L’importance occupée par le marché pharmaceutique dans le secteur industriel est la raison
pour laquelle nous avons effectué notre stage de fin d’étude au sein de la sociét¢ LDM,
groupe contribuant a la production de diverses formes médicamenteuses.

Les anti-inflammatoires figurent parmi une panoplie de médicaments connus et ayant prouvé

leur efficacité thérapeutique. C’est la raison pour laquelle nous avons opté pour un
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anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) topique utilisé par voie cutanée sous forme d’un
Gel commercialisé sous le nom de « KETOPROFENE LDM® 2.5% ».

L’intérét de ce travail est d’estimer si cet AINS répond aux normes de la 9¢me édition de la

Pharmacopée Européenne 2019 ainsi que 1’autorisation de mise sur le marché (AMM).

Pour réussir a répondre a cette problématique, nous avons tracé nos objectifs qui consistent a :

La mise en évidence et 1’acquisition des connaissances pratiques ainsi qu’une
connaissance approfondie du secteur d’activité de I’entreprise d’accueil sans oublier le
développement de nos compétences.

Durant la période du stage, de nombreuses tdches nous ont été confiées, la plus
importante était de faire le contrdle physico-chimique et microbiologique de
KETOPROFENE LDM® 2.5% en passant par la matiére premiére et jusqu’au produit

fini ; pour déterminer sa conformité aux normes en vigueur et donc sa qualité.

Notre travail s’organise donc en trois parties :

La premiére consiste en une présentation de I’industric pharmaceutique LDM, des
géneralités sur les meédicaments et plus précisement les anti-inflammatoires, les
difféerents concepts de la qualité pharmaceutique. Ainsi, nous nous sommes intéresses
en particulier a la description d’un médicament non obligatoirement stérile
« KETOPROFENE LDM® 2.5% » et des différentes étapes de sa fabrication.

La seconde partie est consacrée au contrdle physico-chimique et microbiologique
réalisé sur ce médicament en partant de sa matiere premiere et jusqu’au produit fini.

La troisieme est réservée aux resultats obtenus, leur discussion et leur comparaison

aux normes de la Pharmacopée Européenne 9™ édition (2019).
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1- Présentation de I’organisme d’accueil « LDM Groupe »

1.1- Présentation de I’enterprise

Le LABORATOIRES DE DIAGNOSTIC MAGHREBINS « LDM » est une entreprise
familiale a régime privé, fondée en 1997 par le directeur général Mohamed EI AMMOUCHI
avec ses fréres Ahmed et Mouloud. Son activité consiste a la production, I’exportation, et
I’importation de produits pharmaceutiques a usage humain.
L’industrie pharmaceutique LDM assure :

e La fabrication, le conditionnement et la commercialisation des produits LDM

(génériques) et des produits princeps,

e L’importation et la distribution de produits pharmaceutiques et parapharmaceutiques,

e Laformulation et développement.
Les coordonnées du LDM sont les suivants :

e Raison sociale : LDM groupe

e Forme juridique : Société a Responsabilité Limité (S.A.R.L)

e Adresse : Zone industrielle Oued Hamimime — EI Khroub 25100 — Constantine —

ALGERIE.

T

Figure 1 Carte représentative du site géographique de l'industrie pharmaceutique LDM
(Google Maps par satellite).

e Tél:031955303/04
e Fax:031955182
e Site internet : www.ldmgroupe.com

e Email : contact@ldmgroupe.com
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1.2- Classes thérapeutiques fabriquées par LDM
LDM a un permis d’exploitation valide délivré par le ministeére de la santé pour la fabrication
des produits pharmaceutiques présentés sous deux formes :

e « Formes séches » : gélules, comprimés, poudre pour suspension buvable,

e « Formes semi-solides » des gels, créme et pommades, qui appartiennent a des classes
thérapeutiques différentes tel que, les Anti-inflammatoires Non Stéroidiens
(KETOPROFENE LDM®2.5% Gel)

1.3- Compartiments de I'industrie pharmaceutique LDM

L’entreprise « LDM groupe » est répartie en plusieurs espaces comme le montre la figure 2.

LDM GROUPE
La Maintenance La Production . Le Stock et e dépot
le Laboratoire
' Contrdle Qualité '
Station d'épuration d'eau La fabrication Matiére premiere
) + Article de conditionnement
Le conditionnement
La microbiologie  La physico-chimie  Inprocess control Produit fini
— —~ _

Le service qui nous intéresse ici

Figure 2 Organigramme de répartition des espaces du LDM groupe

Le Laboratoire Contrdle Qualité s’organise en trois compartiments :

e Un premier compartiment réservé aux analyses microbiologiques des matieres
premiéres et les produits finis et a la rédaction des comptes rendus d’analyses de
contréle microbiologique.

e Un deuxiéme compartiment pour les analyses physico-chimiques des matiéres

premiéres et du produit fini ainsi que la rédaction des comptes rendus.
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e Un service de controle en cours de fabrication IPC «In Process Control » pour
I’assurance de la conformité des substances actives selon les spécifications et la
vérification des procédés pendant la production et ajustement des procédés si

nécessaire.

1.4- Validation et audit

Le laboratoire contr6le qualité a une décision de validation par le Laboratoire Nationale de
Controle des produits pharmaceutiques LNCPP renouvelable chaque 2 ans (suite a un audit
réalisé par le LNCPP) afin d’effectuer le controle physico-chimique et microbiologiques de

ses produits.
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2- Anti-inflammatoires et présentation de KETOPROFENE LDM® 2.5%
Gel

2.1- Inflammation et réaction inflammatoire

2.1.1- Définition

La réaction inflammatoire est un processus physiologique de défense de I’organisme contre
une agression qui entraine une altération tissulaire, elle consiste a éliminer ou a isoler 1’agent
agresseur (bactérie, virus, parasite, tissu 1ésé) du reste de I’organisme et a permettre la
réparation des tissus et le retour a 1’état normal (Gazengel and orecchioni, 2009).
L’inflammation est habituellement bénéfique mais elle peut étre néfaste parfois et peut
entrainer de multiples effets biologiques et cliniques généraux qui sont d’intensité plus
importante du fait de 1’agressivité de I’agent pathogene, de sa persistance, et du siege de

I’inflammation (Rousselet et al., 2005).

2.1.2-Types d’inflammation

Il existe deux types principaux d’inflammation :

Inflammation aigué

Il s’agit de la réponse immédiate & un agent agresseur, d’une durée courte (quelques jours a quelques
semaines), d’installation souvent brutale et caractérisée par des phénoménes vasculo-exsudatifs
intenses. Les inflammations aigués gueérissent spontanément ou avec un traitement, mais peuvent
laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante (Rousselet et al., 2005).

Inflammation chronique

Une réaction inflammatoire de manifestation chronique est définie par une réponse prolongée a un
agent agresseur qui dure quelques semaines a quelques mois et qui peut mettre en jeu des moyens de
défense spécifiques et non spécifiques (Rouleau, 2007). Il s’agit des inflammations n’ayant aucune
tendance a la guérison spontanée et qui évoluent en persistant ou en s’aggravant pendant plusieurs
mois ou plusieurs années (Rousselet et al., 2005).

2.2- Anti-inflammatoires

2.2.1- Définition d’un medicament

Le médicament évoque toute matiére ou structure présentée comme disposant des propriétes
thérapeutiques ou prophylactique vis-a-vis des maladies humaines ou animales, afin d’établir
un diagnostic médical ou d’améliorer, de réparer ou réformer leurs fonctions corporelles en
exercant une action métabolique, immunologique ou pharmacologique (Aiache et al., 2008).
Les médicaments existent sous plusieurs classes thérapeutiques, mais on se focalise sur les

anti-inflammatoires.
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2.2.2-Définition des anti-inflammatoires

Les anti- inflammatoires (Al) font partiec d’un groupe de médicaments appartenant a des
classes chimiques tres variées destinés a traiter -de fagon purement symptomatique- une
réaction inflammatoire non spécifique des tissus a un agent agresseur et réduire la douleur,
I’inflammation, et dans certains cas, la fiévre (Garnier and Delamare, 2017 ; Muster, 2005).
IIs sont utilisés lorsque la réaction inflammatoire est exagérée et chronique ou associée a des

phénomenes immunologiques (Gazengel and Orecchioni, 2009).

2.2.3-Types d’anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoire se subdivisent en deux grandes familles :

2.2.3.1- Anti-inflammatoires stéroidiens ou corticoides (AIS)

Egalement appelés corticostéroides, ces produits sont dérivés des corticostéroides naturels,
hormones secrétées par les glandes surrénales. Ils sont tres puissants et permettent de
controler I'inflammation quand elle devient sévere ou qu’elle se déclenche sans raison
apparente, comme dans le cas des maladies dites inflammatoires (polyarthrite rhumatoide,
allergie sévére...). L’altération de la peau, la fragilit¢ osseuse, I’apparition d’un état
diabétique fait partie des effets indésirables des AIS (Caron, 2006).

2.2.3.2- Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) font partie des médicaments les plus
freqguemment prescrits dans le monde (4.5% de la consommation médicamenteuse des pays
industrialisés) (Anonyme 6, 2000). Les AINS sont des médicaments symptomatiques destines
a traiter la réaction inflammatoire et les maladies rhumatismales, quelle qu’en soit la cause
(physique, chimique, infectieuse, tumorale...etc.). lls agissent sur les signes locaux de
I’inflammation (rougeurs, chaleur, douleur et cedéme) (Bannwarth, 1992). Ils sont surtout
efficaces dans les phases aigués de I’inflammation et sont utilisés en rhumatologie, en
urologie (colique néphrétique) et en gynécologie (Caron, 2006). Les AINS sont utilisés
lorsque la réaction inflammatoire devient chronique (la fiévre...), exagérée ou associée a des
phénomenes immunologiques (Elghozi and Duval, 1987).

2.2.4-Mode d’action des anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires sont des inhibiteurs de la cyclo-oxygénase (Cox), une enzyme qui
intervient au sommet d’une cascade, aboutissant a la formation de substances impliquées dans
I’inflammation, la fiévre, 1’agrégation des plaquettes sanguines (Gazengel and Orecchioni,

2009). Les anti-inflammatoires bloquent la transformation de I'acide arachidonique en
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prostaglandines, prostacyclines ou thromboxanes entrainant par la suite une diminution des

effets de I’inflammation (anonyme 9, 2020) comme le montre la figure 3.

L Phospholipides J

Salicylés g - .
\ Acide arachidonique J

*l_ipo-ox)g(‘-nnse
-
AINS
Cyclooxygénase

LThromoboxane J L Leucotriénes J \ ProsuﬂandinesJ L Prostacyclines J

—

v
Agrégation plaquettaire

Figure 3 Mécanisme d’action des anti-inflammatoires (Gazengel and Orecchioni, 2009).

2.3- Présentation du KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel

2.3.1- Dénomination

v" Nom de la spécialité/ commercial : KETOPROFENE LDM

Il est conféré a une molécule par I’industrie pharmaceutique qui la produit. A la différence de
la DCI, il pourra différer d’un pays a I’autre.

v'Dénomination Commune Internationale « DCI » : Kétoproféne

Il s’agit du nom abrégé de la molécule chimique contenue dans le médicament. Elle permet
d’éviter tout risque de confusion, et elle sert de langage commun a I’ensemble des
professionnels de santé et des patients, quel que soit leur pays (Le Bail, 2017).

v"Nom chimique : Acide benzoylphényl propanoique

Cette désignation est ’interprétation exacte de la molécule chimique de I’ingrédient actif du
médicament. Il est surtout utilisé par les chercheurs (Leclerc et al., 2016).

Le produit est présenté dans la figure 4.

Nom — —

commercial G
g [KETOPROFENE L
fene " tubede
pcr L 25% e

0

«<
oM

Figure 4 Emballage de KETOPROFENE LDM®2.5% Gel.
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2.3.2-Définition et forme

ANTALGIQUES ANTI RHUMATISMAUX EXTERNES BAUMES REPULSIFS.

Le KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel est un médicament générique fabriqué par le
laboratoire LDM group, c’est-a-dire qu’il répond aux mémes critéres de qualité, d’efficacité,
de sécurité et d’innocuité que le produit de référence (princeps) (Nouhoum, 2009). Le gel
KETOPROFENE LDM® 2.5% est un anti-inflammatoire non stéroidien utilisé dans le
traitement local des douleurs des petites articulations dues a l'arthrose, des tendinites, des
entorses et contusions, des lombalgies aigués. Il est réservé a 1’adulte (plus de 15 ans) et
destiné a une application locale par voie cutanée sur la région douloureuse ou inflammatoire
(annexe 1). La formule chimique brute du Ketoprofenum est de CisH14Os. Sa structure
chimique est présentée dans la figure 5.

KI} 0
H

Figure 5 Représentation de la structure chimique du kétoprofene en 2D et en 3D
(Anonyme 10,2020)

2.3.3-Composition

Selon la Pharmacopée Européenne, le KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel est composé d’un :
Principe actif : Kétoprofene « ketoprofenum »

Le principe actif est une molécule minérale ou organique, naturelle ou synthétique, de
structure chimique le plus souvent connue qui, grace ses propriétés pharmacologique, elle

confere au médicament son activité thérapeutique (Katzung, 2006).

Excipients : Carbomere 980, éthanol 96%, methylparaben, propylparaben, tri éthanolamine,
huile essentielle de lavande.

L’excipient est une substance d’origine chimique ou naturelle autre que le principe actif et ne
présente pas d’effet curatif ou préventif (anonyme 2, 2020). Les excipients doivent faciliter

I’administration des principes actifs au niveau de 1’organisme, améliorer leur efficacité et
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éventuellement permettre une libération modifiée (flash ou retardée) des principes actifs et

contribuer ainsi a certaines propriétés du médicament telles que ’aspect, la stabilité, et la

facilité de fabrication (Le Hir et al., 2009).

2.3.4-Propriétés

Le tableau suivant donne les différentes propriétés du produit qui sont inscrites sur la notice

qui accompagne le médicament (annexe 1).

Tableau 1 Propriétés du KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel.

Propriétés du KETOPROFENE
LDM® 2.5%

Descriptions

Classe pharmaco-thérapeutique

Anti-inflammatoire non stéroidien en topique

Indications thérapeutiques

Tendinites superficielles.

Traumatologie bénigne : entorses, contusion.

Arthroses des petites articulations.

Lombalgie aigue.

Traitement des veinites post-sclérothérapie en cas de réaction
inflammatoire intenses.

Contre-indication

Réactions de photosensibilité.

Allergie cutanée au kétoproféne, a I’acide tiaprofénique, au
fénofibrate, aux écrans anti-UV ou aux parfums.

Allergie a I’un des excipients

Peau lésée. Quelle que soit la Iésion.

Posologie

Entorses, contusions, veinites, post-sclérothérapie : 2
applications par jour.

Tendinites : 2 applications par jour.

Arthrose : 3 applications par jour.

Lombalgie aigue : 3 applications par jour les 3 premiers jours,
puis 2 applications par jour les 4 jours suivants.

Mode d’administration

Faire pénétrer le gel par un massage doux et prolongé, sur la
région douloureuse ou inflammatoire.

Se laver soigneusement et de fagon prolongée les mains aprés
utilisation.

En cas de surdosage

Rincer abondamment a I’eau.

2.3.5-Mode d’action

Le kétoprofene est un dérivé d'acide propionique et un AINS ayant des effets anti-

inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques. Ses effets anti-inflammatoires sont dus a

I'inhibition de la cyclooxygénase-2 (COX-2) entrainant une diminution des taux de

10
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prostaglandines par la prostaglandine-synthase et la synthese du thromboxane A2 par la
thromboxane-synthase, qui atténuent la douleur, la fievre et l'inflammation (anonyme
10,2020).

2.3.6-Critéres de choix
Les critéres de sélection du KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel sont les suivants :

- Toute personne peut étre exposée a des pathogenes (infections bactériennes ou
virales), ou des lésions physiques (blessure ou pigdre d'insectes) pouvant provoquer
une inflammation potentiellement néfaste pour I'organisme et qui doit étre contrélée
par des traitements anti-inflammatoires (anonyme 11,2020),

- Par ailleurs, ce médicament est destiné aux malades qui souffrent d’arthrose souvent
liés au mode de vie de la population méditerranéenne (anonyme 12,2020),

- La maitrise de son processus de fabrication par le groupe LDM.

2.4- Processus de fabrication

La production médicamenteuse regroupe l'ensemble des opérations de transformation des
matieres premieres en produits finis. Elle répond a des normes de qualité nationales et
internationales trés strictes, et garantit le respect de I’hygiéne, de I’environnement et de la
sécurité. Tous les établissements fabriquant des produits pharmaceutiques doivent se
soumettre aux Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF). Ces derniéres sont destinées a assurer
la qualité des médicaments selon les normes exigées par I’AMM. Elles concernent les locaux,
le matériel de fabrication, le personnel et les conditions de fabrication a tous les stades
(Rebiere et al., 2007).

Ci-dessous un modele de différentes étapes de production du KETOPROFENE LDM® 2.5%
sous forme d’un gel dans un tube de 60 g (figure 6).

11
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La pesée des matiéres
premieéres

v
Mélange 1 Mélange 2
v v
Fraction 2 Eau purifice + Carbomer 980
+ Triethanolamine

h 4

Ethanol 96% Propylparaben
+
Methylparaben
+

+ Ketoprofen Dans le

mélangeur
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ketoprofen
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mélangeur

Verificafion Aspect + pH

Dans le mélangeur

Y

Meélange final : Mélange 1 +Mélange 2

A 4
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Transfert du gel dans des cuves du stockage
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<
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Figure 6 Flux d’opération de fabrication d¢ KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel.
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3- Parametres a maitriser dans I’industrie Pharmaceutique

3.1- Qualité

L’OMS, détermine la qualité d’un médicament, par son efficacité et son innocuité, en accord
avec les indications sur 1’étiquette ou ce qui a été promu ou annoncé, et par conformité aux

spécifications concernant son identité, sa pureté et d’autres caractéristiques (WHO, 2000).

3.2- Assurance qualité

L’assurance qualité est un large concept qui couvre tout ce qui, individuellement et
collectivement, peut influencer la qualit¢ d’un produit. Elle englobe toutes les bonnes
pratiques (BPL, BPF, BPD...) ainsi que le contréle qualité (Keravec, 2004 ; BPF, 2011).

La norme ISO 8402 définit I’assurance qualité comme un ensemble d’activités préétablies et
systématiquement mises en ceuvre dans le cadre du systéme qualité et démontrées en tant que
besoins pour donner la confiance appropriée en ce qu’une entité répond aux exigences pour la
qualité (Giesen, 2008).

3.2.1-Bonnes Pratiques de Laboratoire (BPL)

Depuis 1978, les « Bonnes Pratiques de Laboratoire » réglementent 1’assurance qualité dans la
recherche et le développement de produits pharmaceutiques les exigences en matiére de
personnel, d’espace et d’appareils ainsi que les responsabilités lors du contrdle. Ces régles
visent ainsi a éviter les scandales sanitaires dans 1’industrie pharmaceutique. L’autorisation
d’opérations liées aux BPL ne peut étre donnée que si tous les controles ont été effectués et

entierement documentés (anonyme 8,2020).

3.2.2-Bonnes Pratiques de Fabrication des produits pharmaceutiques (BPF)

Les bonnes pratiques de fabrication des médicaments constituent 1’un des éléments de
I’assurance qualité ; elles garantissent une fabrication selon les normes de qualité adaptées a
leur emploi et requises par ’AMM (BPF, 2011). Elles comportent des directives relatives au
personnel, aux installations, a I'équipement, aux matériaux, aux opeérations de fabrication, a
I'étiquetage, au conditionnement et au contréle de qualité. Dans la plupart des cas, ces B.P.F.
incluent, également, des tests de stabilité qui varient d'un pays a un autre (Wehrlé, 2012).

Les BPF s’appliquent aux étapes du cycle de vie, depuis la fabrication des médicaments
expérimentaux, le transfert de technologies, la fabrication commerciale jusqu’a I’arrét du
produit (Daikh and Dafri, 2017).
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3.2.3-Contréle qualité
Le controle qualité se base sur des tests de contrbles obligatoires dans les laboratoires qui
répondant aux bonnes pratiques de laboratoires (BPL) (WHO, 2006). Il vise a Vérifier,
mesurer le degré de conformité des caractéristiques d’un produit aux spécifications
préétablies, ainsi 1’acceptation ou le refus des produits (Le Hir et al., 2009)
Les controles se font :

e Enamont de la production : les matieres premieres.

e Au cours de fabrication : étapes intermédiaires (le sirop avant 1’étape de stockage).

e En fin de fabrication : sur produit fini, ainsi que les articles de conditionnement

(Mathieu et al., 1996).

Toute matiere premiere ou produit non contr6lé demeure en quarantaine. Si les analyses sont
conformes, les matieres ou les produits sont libérés. Dans le cas contraire, ils sont rejetés, et
souvent détruits (Le Hir et al., 2009).
Pour que le contrble puisse étre exercé efficacement il faut que la conjugaison de laboratoire
soit bien equipée, aminée par des pharmaciens analystes dans au moins deux département de
base :

— Département des essais physico-chimique.

— Département des essais microbiologiques.

3.2.3.1- Contrdle physico-chimique
Les contrbles physico-chimiques permettent de Vérifier la qualité pharmaceutique des
médicaments commercialisés (Ph. Eur, 2016). Ils servent a vérifier la conformité aux normes
du meédicament par plusieurs méethodes analytiques qualitatives et quantitatives au cours de la
chaine de production en I’occurrence, controle des mati¢res premicres (substances active(s) et
excipients), IPC des produits semi-finis et finis (Bonnet, 2007).
Le contrdle physico-chimique vise a :
— Déterminer les caractéristiques organoleptiques des différentes  formes
pharmaceutiques (aspect, couleur.),
— Identifier et doser le ou les principes actifs,
— Déterminer la présence d’éventuelles impuretés et les quantifier,
— Déterminer les caractéeres pharmaco-techniques en relation avec la forme
pharmaceutique (désintégration, dissolution sécabilité, pH, osmolarité, taille des
particules...) (Bouchard, 2009).
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3.2.3.2- Contrdle microbiologique

La qualité microbiologique des médicaments demeure une source de préoccupations pour les
organismes réglementaires, les fabricants et les professionnels des services de santé et des
patients. Ainsi, la présence de certains microorganismes dans des préparations non-stérile peut
réduire voire annuler I’activité thérapeutique du produit, et constitue un danger pour la santé
du patient (Ph. Eur ,2007).

Les contrb6les microbiologiques doivent assurer une bonne qualité hygiénique et marchande
du produit fabriqué pour garantir un bon rendement, minimiser les pertes dues aux mauvaises
conditions de fabrication et a la non-conformité du produit (Scriban, 1999).

Ces analyses microbiologiques se font sur les matiéres premieres, les lots destinés au produit
fini, ainsi que le controle de 1’eau purifiée/potable utilisé dans le nettoyage du matériel de
production. lls portent sur le dénombrement des germes aérobies viables totaux (les bactéries,
les levures et les moisissures) et la recherche des microorganismes spécifiques (Escherichia
coli, Pseudomoas aeroginosa et Staphylococcus aureus, les salmonelles et les entérobacteéries)
(Bonnet, 2007).

3.3- Référentiel

Un référentiel est un ensemble des critéres regroupes et publiés sous forme de monographies
auxquelles doivent se référer les fabricants et/ou importateurs de medicaments. Ces
pharmacopées traitent de différentes substances chimiques, formes pharmaceutiques et
préparations (Koissi joel, 2008).

3.3.1- Pharmacopée

La pharmacopée représente un ouvrage réglementaire destiné aux professionnels de la santé.
Elle regroupe, sous forme de monographies spécifiques ou générales, les criteres liés a la
pureté des matieéres premieres ou préparations permettant d’assurer une qualité optimale lors
de la fabrication des médicaments, ainsi que les méthodes d’analyse et contréle.

Selon 1’état qui publie la pharmacopée, il existe plusieurs éditons : pharmacopée Americaine
(USP), pharmacopée Japonaise (JP), pharmacopée Européenne (PE) ainsi que la pharmacopée
Britannique (BP), Brésilienne, Indienne...etc. (Ph. Eur, 2014).

La pharmacopée appliquée sur le territoire de 1’ Algérie est 1’édition Européenne.
Pharmacopée européenne :

Cette pharmacopée est une norme pharmaceutique largement utilisée a 1’échelle internationale
qui uniformise la composition qualitative et quantitative des médicaments grace a un recueil

de monographies. Ce recueil comprend, selon ’article R5001 du Code de la Santé Publique :
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- Lanomenclature des drogues et des médicaments,

- Une liste des dénominations communes des médicaments,

- Les caracteres et les moyens d’identification des médicaments,

- Les méthodes d’essai et d’analyse a utiliser pour assurer leur controle.
La premiére version de la pharmacopée européenne a vu le jour en 1964 et a permis de
standardiser la qualité des produits pharmaceutiques au niveau communautaire (Ph. Eur,
2007).

3.3.2-Autorisation de mise sur le marché (AMM)

La notion d’autorisation de mise sur le marché, émise par 1’autorité compétente de
réglementation pharmaceutique, est nécessaire pour la commercialisation de la spécialité
pharmaceutique sur le marché européen aprés évaluation de son innocuité, son efficacité et sa
qualité (OMS, 2000 ; Sébastien et al., 2014). Le non-respect de cette obligation est puni de
deux ans d’emprisonnement et de 30000 € d’amende (Sébastien et al., 2014).

Le dossier doit contenir le nom du produit, la forme galénique, la formule (avec les
excipients), les quantités par dose unitaire (en se servant des dénominations communes
internationales ou des noms génériques dans les pays lorsqu’ils existent), la durée de vie, les
conditions de stockage et les caractéristiques du conditionnement. Cette autorisation comporte
également des informations agrées destinées aux professionnels de la santé et au public, la
catégorie de vente, le nom et 1’adresse du détenteur de I’autorisation et la durée de validité de

celle-ci (Komguep, 2005).

3.3.3-Monographie générale
Une monographie est un ensemble de spécifications définissant des caractéristiques
qualitatives et quantitatives des matiéres premieres ou produits finis pharmaceutiques en vue
d’assurer une qualité optimale (Ounas ,2016). Toutes les substances actives et tous les
excipients décrits dans la Pharmacopée Européenne sont soumis aux dispositions de la
monographie générale.
Les monographies se composent de plusieurs rubriques :

e Titre, e Dosage,

e Définition, e Impuretés.

e Caracteres,

e Identification,

e Essai,
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3.3.4- Approche des 5 M (Diagramme d’Ishikawa)
Chaque industrie pharmaceutique se doit de concevoir et de mettre en ceuvre une politique de
qualité pour éviter les risques de non-qualité qui peuvent survenir en cours de fabrication et de
conditionnement. Afin d’atteindre cet objectif il est mis en place selon les BPF la régle des
5M dont la qualification fait partie intégrante (Ernoul, 2013).
Les 5M donc représentent les cing parametres clés qui vont influer sur la qualité des produits
et services. Définis par Ishikawa, ils sont tres souvent cités, repérés comme des éléments de
maitrise d’une activité ou d’un processus.
Les 5 questions a se poser sont les suivantes :

— La main d’ceuvre (le personnel) : est-il compétent, formé ?

— Les matériaux sont-ils adaptés, entretenus ?

— Les méthodes de travail sont-elles définies, validés ?

— Le milieu (environnement de travail) est-il adapté ?

— Les matiéres premiéres sont-elles satisfaisantes ?

On représente ces parametres a 1’aide du diagramme des 5SM (qui prend la forme d’un

diagramme cause effet, dit aussi en aréte de poisson) (Margerand et al., 2006).
Main d'muvre] [ Milieu | Matiéres premiéres‘

3 ( Qualité
4 . A < 4 > du prod'uit )
: \ou service /

| Moyen.; ’ Métho‘de

Figure 7 Diagramme d’Ishikawa (régles des 5M) (Margerand et al., 2006).

3.4- Validation et qualification

Selon les BPF, la validation est une approche systématique obligatoire pour la vérification du
respect des normes de qualité¢ et de conformité d’un produit pharmaceutique en temps réel
(Simpson, 2016). La validation concerne les procédés de fabrication, de nettoyage, les
systemes informatisés et les méthodes analytiques. Cependant, la qualification s’applique,
principalement aux équipements et aux installations utilisées pour la fabrication, le
conditionnement et I’efficacité du produit (WHO, 2006).
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4- Materiel et méthodes

4.1- Controle physico-chimique du KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel

Dans ce chapitre sont présentés les méthodes employées et le matériel nécessaire pour
effectuer le contréle qualité physico-chimique de la matiére premiére et du produit fini du
KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel. Le médicament suit un processus extrémement
réglementé ou le contrdle qualité et le respect des bonnes pratiques de fabrication sont

primordiaux.

4.1.1-Contrdle physico-chimique de la matiére premiere
Le contrdle physico-chimique de la matiere premiere est nécessaire pour assurer la qualité et
la conformité du principe actif et des différents excipients aux normes dictées par la
pharmacopée européenne 9éme édition.
4.1.1.1- Contrdle du principe actif
Le contrble du principe actif, I’acide benzoylphényl propanoique (C16H1403), est effectué par
des essais afin d’évaluer le degré de pureté. Il s’agit de tests d’identification par
spectrophotométrie Infra Rouge (IR), des tests du dosage par Chromatographie Liquide a
Haute Performance (HPLC), ainsi que d’autres essais tel que la solubilité, les substances
apparentées, cendres sulfuriques, la perte a la dessiccation, etc.

+ Caractéres
Aspect et solubilité
L’aspect du principe actif (Acide benzoylphényl propanoique) est examiné visuellement pour
confirmer que c’est une poudre cristalline, blanche ou sensiblement blanche. Sa solubilité,
c’est-a-dire, sa capacité a se dissoudre dans différents solvants organiques, cités dans le

tableau 2, est également étudiée.

Tableau 2 Différents solvants utilisés pour tester la solubilité du principe actif.

Solvants Masse du kétoproféne (mg) Quantité (ml)
Eau 10 100
Ethanol 96% 100 100
Chlorure de méthyléne 10 100

+ Identification de la substance

Le test d’identification est effectué¢ par des techniques d’analyse spectrales, afin de confirmer

I’identité de I’ Acide benzoylphényl propanoique.
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Spectrophotométrie infrarouge (IR)

e Principe : C’est une technique d’analyse qualitative permettant de révéler les groupes
fonctionnels présents dans les molécules par rayonnement infrarouge. Le rayonnement
infrarouge dispense suffisamment d’énergie pour stimuler les vibrations moléculaires
a des niveaux d’énergies supérieures, une résonnance électromagnétique. La
diminution de I’intensité du rayonnement qui traverse un échantillon en fonction de la
longueur d’onde, c’est-a-dire, 1’énergie est absorbé par la molécule, et elle est révélée
par un spectre de bandes étroites caractéristique de la substance analysée (Wojtkowiak
and Chabanel, 1977).

e Mode opératoire : Une quantité suffisante du principe actif est placée dans le
compartiment d’échantillon sur lequel une pression est exercée afin d’enregistrer les
spectres infrarouges.

e Norme : Le spectre est comparé¢ avec celui d’une Substance Chimique de Référence

(SCR) fournie par la pharmacopée européenne.

Figure 8 IR de la marque PARKIELMER

+ Essai
Aspect de la solution : Techniquement, 1 g de kétoproféne est dissout dans 10 ml d’acétone
pur (R) puis I’aspect et la couleur de cette solution sont comparés avec une solution témoin Jg
(6éme dégradation de la couleur jaune : jaune pale) (annexe 7).
e Norme : Comparaison avec la solution témoin Js (6éme dégradation du jaune : jaune
pale).
Substances apparentées
Ce test est réalisé par la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) et sert a

identifier la molécule du principe actif par comparaison a la molécule de référence
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(kétoproféne SCR). C’est une technique d’analyse a la fois qualitative et quantitative
fréquemment utilisée en chimie analytique. Elle permet la séparation des composants d’un
mélange non volatile, thermosensible, de polarités différentes par affinité a une phase
stationnaire. La phase stationnaire est représentée par une colonne au gel de silice (Burgot and
burgot 2011 ; Rouessac and rouessac 2004). Par contre, la phase mobile est constituée d’un
solvant pomp¢ a travers la colonne. La séparation est réalisée par principe d’affinité de chaque
composant a I’une des deux phases. Les composés ayant une grande affinité envers la phase
mobile ne sont pas retenus et migrent plus rapidement vers le bas de la colonne. Par contre,
ceux qui ont une grande affinité envers la phase stationnaire sont retenus et migrent plus
lentement (Shen and Smith, 2008).

Figure 9 Appareil HPLC

e Mode opératoire
La solution & examiner : 20mg de KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel sont dissouts dans 20
ml de la phase mobile (tableau 3) en complétant avec le méme solvant.
La solution témoin a : 1ml est prélevé de la solution a examiner et est complété a 50 ml avec
la phase mobile, ensuite 1ml de ce dernier mélange est mis dans 10 ml de la phase mobile.
La solution témoin b : 5mg d’impureté A (benzoylphenyl éthanone) de kétoproféne SCR
sont dissouts dans 50ml de la phase mobile, puis 1ml de cette solution est transféré dans 50ml
de la phase mobile.
La solution témoin ¢ : 5mg d’impureté C (acide carboxyéthyl benzoique) du kétoproféne
sont dissouts dans 50 ml de la phase mobile, puis 1ml de cette solution est mise dans 50 ml du

méme solvant.
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La solution témoin d : 1ml est prélevé de la solution a examiner et complété a 100ml de la

phase mobile. Puis 1 ml de la solution témoin b est ajouté a 1 ml de cette solution.

Ces solutions témoins sont préparées et filtrées a I’aide d’un filtre de 0.45um dans les vials
puis placées dans le carrousel d’HPLC afin d’étre analysées. Les conditions
chromatographiques sont les résumées dans le tableau 3.

Tableau 3 Conditions chromatographiques pour substances apparentées.

Colonne Colonne analytique (0,15m de longueur et 4,6 mm de diamétre).

Phase stationnaire en gel de silice octylsilylé pour chromatographie (Sum).
Phase mobile Solution tampon phosphate pH 3.5 : I’acétonitrile : I’eau (43 :55 v/v)
Débit 1 ml/min
Volume d’injection 20 uL.
Longueur d’onde 233 nm

Perte a la dessiccation
La perte a la dessiccation est la perte de masse aprés évaporation de 1’eau libre contenue dans
le produit. Elle est exprimée en pourcentage.
e Mode opératoire
Soit (W1), le poids sec d’un creuset vide aprés séchage dans 1’étuve a 60°C pendant 30
min et (W2), le poids humide du creuset sec dans lequel est introduit 1g de kétoproféne.
Enfin le (W3) correspond au poids obtenu aprés séchage a 1’étuve a 60°C pendant 3h suivi
d’un refroidissement dans un dessiccateur sous une pression P <0.67 kPa.
La perte a la dessiccation est calculée comme suit :
LOD % = (W2 -W3/W2-W1) *100
e Norme: LOD % <0.5%.
Cendres sulfuriques
Les cendres sulfuriques sont des indicateurs d’impuretés minérales. Ils sont obtenus par
simple calcination au four a moufle jusqu’a I’obtention d’un poids constant. Ce four
généralement est utilisé pour la stérilisation, le séchage ou le chauffage et peut aller de +5°C a
250°C (Anonyme 3, 2005).
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Figure 10 Four a moufle de la marque NUVE.

e Mode opératoire

(W1) constitue le poids d’un creuset vide chauffé pendant 30 min, puis refroidi dans un

dessiccateur sous vide. Le (W2) correspond au poids de la prise d'essai placée dans le

creuset. Par la suite, 1 ml d’acide sulfurique y est ajouté et le creuset est chauffé jusqu'a

évaporation et disparition des fumées blanches. Aprés refroidissement dans le

dessiccateur, le creuset est mis dans un four a moufle pour la calcination jusqu'a

I’obtention d’un poids constant (\W3).

Le pourcentage des Cendres Sulfuriques (Cs) est calculé selon la formule suivante:
Cs=[(W2-W3)/(W2-W21)]* 100

e Norme: <0.1%.

Dosage par potentiométrie (titrimétrie)
La mesure des potentiels au cours d’une réaction permet de doser les solutions et de calculer
la concentration des espéces.
e Mode opératoire : 0.2g de kétoproféne est dissout dans 25 ml d’éthanol 96% auquel
est ajouté 25 ml d’eau. Ce mélange est titré par I’hydroxyde de sodium (NaOH) 0.1 M
a I’aide d’un potentiometre.

e Norme:1mldeNaOH 0.1 M =» 25.43 mg de C16H140s.
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4.1.1.2- Controle des excipients
Le KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel comporte six excipients en 1’occurrence, Carbomere
980, éthanol a 96%, Methylparaben, Propylparaben, Triéthanolamine, huile essentielle de

lavande.

4.1.1.2.1- Carbomeére 980 (CO,H)

+ Caracteres
L’aspect du carbomere 980 ainsi que sa solubilité sont vérifiés a 1’ceil nu. Différents solvants
organiques polaires (I’eau et d’autre solvant) ont été mis en contact avec 1’excipient aprées
dispersion et neutralisation avec une solution NaOH.

+ Identification
Un test d’identification est effectué par spectrophotométrie IR afin de confirmer I’identité du
Carbomere 980 avec le spectre de référence du carbomere 980 SCR.

+ Essai
Perte & la dessiccation
Elle est déterminée sous vide a 80°C pendant 60 min sur 1g de carbomeére 980. Les différentes
étapes de ce test sont identiques a celles décrites dans la section « voir 4.1.1.1 Contrdle du
principe actif : essai ».

e Norme : maximum 3.0%.

Cendres sulfuriques
Les cendres sulfuriques de 1g de carbomere 980 sont déterminées comme décrit
précedemment « voir 4.1.1.1 Contrdle du principe actif : essai ».

e Norme: maximum 4.0 %

4.1.1.2.2- Ethanol a 96% (C,HsO)
+ Caracteres
L’aspect de I’éthanol & 96%, est vérifié a I’ceil nu, et sa solubilité est étudiée dans 1’eau et le
chlorure de méthylene. Le caractére inflammable est également testé sous une flamme bleue.
+ Identification
L’éthanol a 96% est identifié par spectrophotométrie infrarouge par comparaison avec le
spectre de référence de I'éthanol a 96 % (éthanole a 96% SCR) de la Pharmacopée

européenne.
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+ Essais
Differents essais exiges par la Pharmacopée européenne 9eme édition ont été effectués afin
d’évaluer le degré de pureté de cet excipient.
Aspect de la solution
Iml d’éthanol a 96% est dilué¢ dans 20 ml d’eau pure (R).
e Norme : L’aspect est comparé a 1’eau purifiée.
Densité
La densité consiste a vérifier si la masse volumique d'une matiere premiére varie. Elle est
indicatrice d’un changement pouvant affecter I’efficacité ou la qualité du produit fini.

e Mode opératoire : Une fiole vide est pesée (vide). Elle est ensuite additionnée
d’éthanol 96% jusqu’au trait de jauge et est pesée a nouveau (matiere). L’alcool est
remplacé par 1’eau et la fiole est pesée une troisiéme fois (eau). La densité est calculée
selon la formule suivante : Densité = (Matiére- vide) / (eau-vide)

e Norme:0.8054a0.812.

Acidité ou alcalinite
L’acidité d’une substance est révélée par un indicateur coloré dont le virage de la couleur
initiale détermine I’acidité ou I’alcalinité de la solution.

e Préparation des solutions
Solution 1: Pour obtenir une eau exempte de dioxyde de carbone (CO,), il faut porter a
¢bullition de I’eau purifiée pendant quelques minutes, puis laisser refroidir et conserver a
’abri de I’air.
Solution 2 : Pour la solution de phénolphtaléine, 0.1g de phénolphtaléine est dissout dans
80ml d’éthanol a 96% en complétant le volume a 100ml avec de 1’eau purifiée.

e Mode opératoire : Le test se fait en mélangeant 20 ml de la solution 1, 0,1 ml de la

solution 2 avec 20 ml d’éthanol et 1,0 ml d'hydroxyde de sodium (NaOH) 0,01 M.

e Norme : Le virage de couleur vers le rose (30 ppm, exprimé en acide acétique).

Spectrophotométrie Ultra-Violet / Visible

C’est une méthode analytique a la fois quantitative et qualitative qui consiste a mesurer
I'absorbance ou la densité optique d'une substance chimique (donnée en solution) dans le
domaine ultraviolet (UV), allant de 185 a 380 nm environ, et visible (VIS), allant de 380 a
800 nm. Elle est basée sur la loi de Beer-Lambert qui indique que I'absorbance d'une solution
est proportionnelle a sa concentration et a 1’épaisseur de I'échantillon (Ben Bouabdellah and

Saidi, 2017).
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Cette identification est effectuée en examinant 1’éthanol a 96% de 235nm a 340 nm sous une
¢paisseur de 5 cm et en utilisant 1’eau purifiée comme témoin. Un flux lumineux d’une
intensité Iy traverse les solutions, et va étre absorbée par un électron a 1’état fondamental pour
provoquer une transition €lectronique et donc s’¢lever a un niveau d’énergie supérieur, 1’état
excité (Nafti, 2008). L’intensité | de la lumiéere transmise est donc inférieure a lo. On définit

I’absorbance de la solution comme : A = log (l1o/1)

Figure 11 UV/Vis de la marque SHIMADZU

e Norme :<0.43a240 nm, 0.30 de 250 nm a 260 nm et 0.1 de 270 nm a 340 nm.

4.1.1.2.3- Méthylparaben (Hydroxybenzoate de méthyle CgHgO3)

+ Caracteres
L’aspect de I’Hydroxybenzoate de méthyle est vérifié a I’ceil nu. Sa solubilité est étudi¢e dans
différents solvants organiques tels que, 1’eau, 1’éthanol a 96% et le méthanol.

+ |dentification

Point de fusion

La détermination du point de fusion d’une espéce chimique permet de vérifier 1’absence de
substances étrangeres. Elle est basée sur la détermination de la température exprimée en degré
Celsius a laquelle la phase solide et la phase liquide sont en équilibre (Pradeau, 1992).

e Mode opératoire : Le tube capillaire a point de fusion est introduit dans un flacon
contenant le méthylparaben a 1’état solide pour remplissage jusqu’a environ 4mm de
sa hauteur. Le tube est introduit dans le fusiométre en augmentant progressivement la
température. L expression des résultats consiste a la détermination de la T° a laquelle
le méthylparaben passe de 1’état solide a 1’état liquide c’est-a-dire la T° de début de
fusion.

e Norme: 125°Ca 128 °C.
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Spectrophotométrie IR
Ce test est réalisé de la méme maniere abordée dans la section « voir 4.1.1.1 Controle du
principe actif : identification ».

e Norme : comparaison avec spectre de référence de Hydroxybenzoate de méthyle.

+ Essais
Aspect de la solution
e Mode opératoire : 1g de parahydroxybenzoate de méthyle est dissout dans 1’éthanol a
96% R pour atteindre 10 ml de volume (solution S).
e Norme : Comparaison avec la solution témoin JBs (6éme dégradation de la couleur
jaune brun) (annexe 7).
Acidité ou alcalinité
e Mode opératoire : 3ml d'éthanol a 96% R, 5ml d'eau exempte de CO, R et 0,1ml de
solution de vert de bromocrésol R, sont ajoutés a 2 ml de solution S.
La détermination de I’acidité nécessite I’ajout de 0,1 ml de NaOH 0,1 M.
e Norme : Le virage du couleur de la solution au bleu.
NB : La solution de vert de bromocrésol est préparée avec 0.1g de bromocrésol dissout dans
80ml d’éthanol a 96% et en complétant le volume a 100ml avec de I’eau purifiée.
Cendres sulfuriques
e Mode opératoire : le controle est effectué sur 1g de parahydroxybenzoate de méthyle
et les étapes sont identiques a celles décrites dans la section « voir 4.1.1.1 Contr6le du
principe actif : Essai ».

e Norme : maximum 0,1%.

4.1.1.2.4- Propylparaben (Hydroxybenzoate de propyle C19H1,03)
+ Caracteres
L’aspect du propylparaben est vérifie¢ a D’ceil nu. Sa solubilité dans différents solvants
organiques (I’eau, I'éthanol a 96%, et le méthanol) est également étudiée.
+ Identification
Point de fusion
e Mode opératoire : ce test est réalisé selon les étapes de la section « voir la section
4.1.1.2.3 méthylparaben : identification ».
e Norme: 96 °Ca99 °C.
Spectrophotométrie IR
Voir section « 4.1.1.1 Contrdéle du principe actif : identification ».
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e Norme: comparaison du spectre obtenu avec le spectre de référence de

Hydroxybenzoate de propyle.

+ Essai
Aspect de la solution
e Mode opératoire : 1g de parahydroxybenzoate de propyle est dissout dans 1’éthanol a
96% R et en complétant le volume a 10 ml avec le méme solvant (solution S”).
e Norme : L’aspect est comparé avec la solution témoin JBg (6éme dégradation du jaune
brun) (annexe 7).
Acidité ou alcalinité
e Mode opératoire : 3ml d'éthanol a 96% R, 5ml d'eau exempte de CO, R et 0,1ml de
solution de vert de bromocrésol R, sont ajoutés a 2 ml de solution S’. La détermination
du milieu nécessite 1’ajout de 0,1 ml de NaOH 0,1M.
e Norme : Le virage de la couleur de la solution au bleu.
Cendres sulfuriques
e Mode opératoire : Le test est réalise sur 1g de parahydroxybenzoate de propyle et les
étapes sont identiques a celles décrites dans la section «voir 4.1.1.1 Contr6le du
principe actif : Essai ».

e Norme : maximum 0,1%.

4.1.1.2.5- Triéthanolamin ou trolamine (CsH1sNO3)
+ Conservation
Le Nitrilotriéthanol se conserve dans un récipient étanche, a I'abri de la lumiére.
+ Caracteres
L’aspect de trolamine est vérifié a 1’ceil nu. Sa solubilité est étudiée dans différents solvants
organiques, tels que: I’eau, I’éthanol a 96% et le chlorure de méthylene.
+ Identification
Reaction de coloration
e Mode opératoire : 0,3 ml de solution de sulfate de cuivre R est ajouté a 1 ml de
trolamine ce qui développe une coloration bleue. Ainsi, 2,5 ml de solution diluée de
NaOH R sont transférés a la solution précédente qui est portée a ébullition.

e Norme : Persistance de la coloration bleue.
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+ Essai
Aspect de la solution
e Mode opératoire : 12 g de trolamine sont dissouts dans I'eau R tout en complétant le
volume a 20 ml avec le méme solvant (solution S°”).
e Norme: L’aspect est comparé avec la solution témoin Bg (6éme dégradation du
couleur brune) (annexe 7).
Densité
e Mode opératoire : les étapes de ce test sont les mémes de celui de la section « voir
4.1.1.2.2 éthanol 96% : Essai ».
e Norme: 1.120a 1.130.

Teneur en eau

Elle est déterminée par la méthode de Karl Fischer (KF) qui convient pour les échantillons
ayant un taux élevé d’humidité. Cet appareil, présenté dans (la figure 12), a été développé a
I’origine pour les liquides non aqueux mais on peut l’utiliser pour les solides solubles

(Anonyme 13, 2011)

Figure 12 KF de la marque HTDS METLER TOLEDO

e Mode opératoire : 1g de trolamine et 30ml de méthanol sont melangés dans le bécher
du Karl Fischer. L’appareil titre le mélange automatiquement et a affiché la teneur en
eau instantanément.

e Norme : maximum 1%.

Cendres sulfuriques
Le protocole suivi pour déterminer les cendres sulfuriques de 1g de trolamine est le méme que

celui de la section « 4.1.1.1 Contr6le du principe actif : essai ».
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e Norme : maximum 0.1%

4.1.1.2.6- L ’huile essentielle de lavande

+ Caracteéres
L’aspect de I’huile essentielle de lavande est vérifié a 1’ceil nu.

+ Identification
Chromatographie sur couche mince (CCM)
La CCM est une méthode de séparation physico-chimique qui repose sur les mécanismes
d’adsorption, de partage ou d’échange d’ions ou sur des combinaisons de ces mécanismes. La
séparation s’cffectue par migration (développement) d’un soluté dans la phase mobile
constituée d’un solvant, ou d’un mélange de solvants a travers la phase stationnaire fixée sur
une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide en plastique ou d'aluminium, (Hadj Salem,
2009 ; Ph. Eur, 2014).

e Préparation des solutions
La solution & examiner est composée de 20uL d’huile dissoute dans 1ml de toluéne R.
La solution témoin est composée de 10uL de linalole R, 10puL de cinéole et 10uL d’acétate de
linalyle dissouts dans 1ml de toluéne R.

e Mode opératoire :

Tableau4 Conditions chromatographiques pour CCM

Plaque Une plague au gel de silice pour CCM R (5-40um) ou (2-10um).
Phase mobile Acétate d'éthyle R, toluéne R (5 : 95 V/V).
Dép6t 10 pL (ou 2 pL) de solution a examiner et de solution témoin en bandes de 10

mm (ou 6 mm).
Développement Sur un parcours de 10 cm (ou 8cm)
Séchage A lair

e Détection : la solution d'aldéhyde anisique R est pulvérisée sur la plaque qui est par la
suite chauffée a 100-105 °C pendant 5-10 min. La plaque est examinée
immédiatement a la lumiére du jour.

e Norme : Les spots obtenus dans le chromatogramme sont comparés avec ceux de la
solution témoin et la solution a examiner.

+ Essai

Densité

e Mode opératoire : les étapes de ce test sont les mémes que celle de la section « voir
4.1.1.2.2 éthanol 96% : Essai ».

e Norme : de 0,878 4 0,892.
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Indice d'acide
Pour déterminer I’indice des acides gras, une quantité de la substance a examiner (ms) est
dissoute dans un mélange de solvants (généralement des alcools) en présence d’indicateur
coloré. Le titrage est effectué avec un réactif titrant (r) jusqu’au virage de la couleur. L’indice
d’acide est calculé selon la formule suivante :
IA = (5.611 * V(r)) / ms
e Mode opératoire : 5g dhuile essentielle de lavande sont dissouts dans 50ml du
mélange de solvants prescrit comme suit : Ethanol 96% et éther de pétrole (50:50,
VIV) et 0.5ml de phénolphtaléine est ensuite ajouté. Le titrage est effectué par le KOH
jusqu’a au virage de la couleur.

e Norme : maximum 1,0

4.1.2-Contréle physico-chimique du produit fini

A la fin du processus de fabrication, le produit final de KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel,
subi une série de tests pour I’évaluation de certaines qualités, a savoir I’aspect, I’uniformité de
masse, I’uniformité de teneur en PA, ainsi que le dosage du PA et les substances apparentées.
Le contrdle est fait sur trois lots respectivement 9103, 9104, 9105.
4.1.2.1- Aspect
Le caractere du gel est examiné visuellement pour vérifier qu’il est transparent, homogene,
non graisseux, hydrophile avec odeur de lavande et d‘alcool.
4.1.2.2- ldentification
Ce test est réalisé par HPLC afin de confirmer que le temps de rétention du pic principal est
compatible avec celui du standard.
4.1.2.3- PH
Le pH d’une solution est déterminé a 1’aide d’un pH métre (METTLER TOLEDO) et doit étre
compris entre 5.0a 7.5.
4.1.2.4- Contenu moyen ou Uniformité du contenu
Le principe consiste a peser, séparément et dans 1’ordre, 10 tubes remplies et vides a I’aide de
la balance analytique de trés grande précision (environ au 1/1000 de gramme) pour déterminer
leur contenu moyen par soustraction.

e Norme : Masse moyenne : 60 g + 3% ou [58.2 g —61.8 g]

Masse individuelle : 60 g + 5% [57 g — 63 ¢]
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4.1.2.5- Dosage du principe actif

Le dosage du principe actif (Dos) contenu dans le gel KETOPROFENE LDM® 2.5% (Tube
de 60 g) est realisé par HPLC avec une phase mobile, une solution standard et une solution
essai. Ces derniéres sont filtrées, introduites dans les vials puis placées dans le carrousel

d’HPLC. Les conditions chromatographiques sont résumées dans le tableau 5.

Tableau 5 Conditions chromatographiques pour dosage.

Colonne ODS ; 250*4.6mm ; 5 pm

Débit 2.0 ml/min

Longueur d’onde 254 nm

Volume d’injection 20 pm

Température Ambiante (25°C)

Diluant (Acétonitrile : solution acétate d’ammonium 0.5% m/v) (270 :550)

e Mode opératoire
La phase mobile est composée de 450 ml de la solution A + 550ml de la solution B. Le pH est
ajusté a 5.9 avec I’acide nitrique 10% m/m.
- La solution A est un mélange de 400 ml de méthanol et 600 ml d’acétonitrile.

- La solution B est la dissolution de 0.5g d’acétate d’ammonium dans 100 ml d’eau purifiée.

La solution standard : est préparée avec 50 mg du Kétoproféne standard dissous dans 50ml
de méthanol. 5ml de la solution précédente sont transférés dans 19ml de méthanol et le
volume est complété a 100ml avec le diluant.

La solution essai : 400mg du gel est agité avec 50 ml de méthanol pendant 15 min, puis 25ml
de surnageant est dilué dans 100ml de diluant.

e Le pourcentage du ketoproféne est calculé selon la formule suivante :

. Ae Cs ts 100—-LOD 100
Ketoproféne% = — X — X X X x 100
As Ce 100 100 2.5

Ou:

Ae : Aire moyenne du pic de kétoproféne dans la solution Essai
As : Aire moyenne du pic de kétoproféne dans la solution standard
Cs : Concentration de la solution standard

Ce : Concentration de la solution essai

Ts : Teneur du standard (%)

e Norme : La teneur de Ketoproféne doit étre dans 1’intervalle [92.5 % - 107.5 %]
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4.1.2.6- Substances apparentées

Les substances apparentées (Sub App) du principe actif présentes dans le gel du
KETOPROFENE LDM® 2.5%, sont indiquées par HPLC dont les détails sont indiqués dans
le tableau 6.

Tableau 6 Conditions chromatographiques pour substances apparentées.

Phase mobile Acétonitrile : eau purifiée : tampon phosphate pH 3.5 (40 :58 :2)
Colonne Supelco discovery C18 ;(125*4.0) mm; 5um

Débit 1.0 ml/min

Longueur d’onde 233 nm

Volume d’injection 10 pl

Température Ambiante (25°C)

e Mode opératoire
La solution tampon : 68g de phosphate monopotassique est dissous dans 1000ml d’eau
purifiée. Le pH est ajusté a 3.5 avec de 1’acide phosphorique.
La solution standard : composée de 20 ml d’acétonitrile ajoutés a 12.5mg de Ketoproféne
standard, 0.34mg de méthylparaben et 0.16mg de propylparaben. Le mélange est mis dans le
bain ultrason pendant 5 min pour le dissoudre complétement. Le volume de 50ml est complété
avec de I’acétonitrile. La solution préparée est filtrée a travers un filtre 0.45um.
La solution essai, composée de 0.5g du gel (mélange de 10 tubes) transféré dans une fiole de
50ml d’acétonitrile. La fiole est mise dans le bain ultrason pendant 15min pour dissoudre le
gel. Le surnageant est filtré et analysé par HPLC.

e Conformité du systeme: RSD < 2%
Les pics qui correspondent au solvant sont éliminés et le pourcentage de chaque impureté est

calculé selon la formule suivante :

Pourcentage de chaque impureté% = % x 100

Avec :
ri : aire du pic de chaque impureté
rs : la somme des aires de tous les pics
e Norme : Les impuretés individuelles < 0.1 %

Total des impuretés < 1.0%
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4.2- Controle microbiologique du KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel

Dans le but de faciliter le controle microbiologique, d’assurer une bonne qualité hygiénique,
et d’éviter le risque de contaminations microbiennes, les pharmacopées ont préconisé des
protocoles d’analyse destinés aux matiéres premiéres et produits finis et adaptés a différents
types de médicaments. Dans le cas du KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel, les pharmacopées
recommandent d’effectuer un dénombrement microbien ainsi que la recherche des micro-

organismes spécifiés.

4.2.1-Contréle microbiologique de la matiere premiére

Contrairement au contr6le physico-chimique de la matiére premiére, le contrdle
microbiologique est effectué exclusivement sur le PA « kétoproféne ». Ainsi, tous les
excipients du produit KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel sont exemptés de ce contrdle du fait

de leur nature aisément inflammable.

4.2.1.1- Contréle du principe actif : Acide benzoylphényl propanoique

4.2.1.1.1- Préparation de la solution mére de I’échantillon

L’analyse microbiologique du PA nécessite la préparation d’une solution mére de
I’échantillon par dissolution de 10g de poudre de 1’ Acide benzoylphényl propanoique obtenus
aseptiqguement dans 90 ml du tampon peptoné au chlorure de sodium (TSE) (annexe 2) avec
0.5% de tween (pH=7). Le rapport de dilution obtenu est de I’ordre de 1/10. La solution,
homogénéisée soigneusement au vortex pendant 30 secondes, sera utilisé pour le
dénombrement des germes aérobies mésophiles viables totaux (DGAT), dénombrement de
moisissures et levures (DMLT) ainsi que la recherche d’Escherichia coli.

4.2.1.1.2- Dénombrement microbien

Le dénombrement sur milieu gélosé des bactéries viables et susceptibles de se proliférer dans
un échantillon donné est effectué¢ selon deux techniques, I’étalement en surface et celle de
I’ensemencement en profondeur (Prescott et al., 2010).

Dans ce travail, la technique utilisée est celle de I’ensemencement en profondeur.

A- Dénombrement des Germes Aérobies Viables Totaux (DGAT)

Il s’agit du dénombrement de bactéries aérobies mésophiles, viables et revivifiables
(Gazengel and Orecchioni, 2009). Le principe consiste a préparer une série de dilutions
décimales a partir de la solution mére et a ensemencer en profondeur 1ml de chaque dilution
sur un milieu gélosé a la peptone de caséine et de soja (TSA) (annexe 2) avant solidification.

Un temoin négatif est préparé a partir de gélose non ensemenceée.
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Les boites sont mélangées soigneusement en effectuant des mouvements en forme de « C » et
de « 8 ». L’incubation des boites retournées est faite a 33°C pendant 3-5 jours et les éléments
comptés sont exprimés en UFC/g

e Norme : < 10° UFC/g

B- Dénombrement des Levures et Moisissures (DMLT)
L’exposition aux moisissures peut causer des effets immunosuppresseurs chez 1’homme
permettant ainsi ’apparition de multiples infections. D’autant plus que leur caractére
ubiquiste et la sporulation leur permettent de résister aux conditions environnementales
défavorables (Anonyme 4, 2000 ; Ainsworth et al.,2001 ; Develoux and Bretagne, 2014).
Le dénombrement est effectué sur milieu Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (annexe 2) et la
lecture se fait aprés 5-7 jours d’incubation a 23°C.

e Norme: < 10' UFC/g

4.2.1.1.3- Recherche des microorganismes spécifiés

Ces essais permettent de contréler I’absence ou la présence limitée de microorganismes
spécifiés pouvant réduire le taux d’efficacité des principes actifs et provoquer des problémes
de santé.

A-  Escherichia coli

Bien qu’elle constitue 80 % de notre flore intestinale, cette entérobactérie Gram négatif peut

parfois provoquer diverses infections (Ghorri, 2019).

e Mode opératoire

Préparation des échantillons et pré-incubation : le volume de 10 ml de la solution mere de
I’échantillon préparé précédemment sont inoculés dans 100 ml du milieu liquide aux peptones
de caséine et de soja (TSB) (annexe 2). Apres homogénéisation, le flacon (1) est incubé a
33°C pendent 24h.

Sélection et subculture : 1ml du contenu du flacon (1) est inoculé dans 100 ml de milieu
liquide de MacConkey (MCB) (annexe 2) et pré-incubé a 43°C pendant 48h. L’échantillon
pré incubé est repiqué sur milieu gélosé de MacConkey (MCA) (annexe 2) et incubé a 33°C
pendant 72h, les boites sont retournées en plus du témoin négatif.

e Norme: Absence/g

34




Chapitre 4 Matériel et méthodes

B- Salmonella
Les entérobactéries du genre Salmonella provoquent chez I'nomme des fiévres typhoides et
des toxi-infections alimentaires collectives aux salmonelles (Bornert, 2000).

e Mode opératoire:
Préparation de I'échantillon pour Salmonelle : I'échantillon est préparé selon la méthode
décrite dans la partie «4.2.1.1.1- préparation de la solution mére de I'échantillon » en
utilisant le milieu TSB+0.1% Tween 80 comme diluant. L’échantillon est incubé a 33°C
pendant 24 heures.
Sélection et subculture : 0.1ml du bouillon TSB est inoculé dans 10ml de RVB (milieu
liquide Rappaport-Vassiliadis) (annexe 2) et est incubé a 33°C pendant 24 heures.
Aprés incubation, 1’inoculat est ensemencée sur gélose XLD (Xylose-Lysine-désoxycholate)
(annexe 2) et les boites sont retournées et incubées a 33°C pendant 48 heures, toujours avec la
préparation d’un témoin négatif.

e Norme: Absence/10g

4.2.2-Contréle microbiologique du produit fini
Le contrle microbiologique du produit fini consiste en un dénombrement des germes

aérobies totaux et la vérification de I’absence de germes spécifiés dans 1’échantillon.

4.2.2.1- Préparation de la solution meére de I’échantillon

La solution mere est obtenue selon la méthode employée lors de la préparation de
I’échantillon du principe actif, en substituant le principe actif par 10g du gel KETOPROFENE
LDM® 2.5%. Le dénombrement DGAT, DMLT, ainsi que la recherche d’Escherichia coli et
Salmonella sont effectuées selon les mémes protocoles utilisés pour 1’analyse
microbiologique du principe actif kétoprofene : Acide benzoylphényl propanoique « 4.2.1.1-

contrdle du principe actif ».

4.2.2.2- Recherche des microorganismes spécifiés

4.2.2.2.1- Entérobactéria et bactéries Gram-négatives résistants aux sels biliaires

Les entérobactéries sont des bacilles a Gram négatif, majoritairement présentes au niveau du
tube digestif, de la cavité buccale, des voies aériennes supérieures et sur les organes génitaux
des animaux et des humains. Ils sont de ce fait indicateurs de contamination fécale (Joly and
Reynaud 2007 ; avril et al., 1999).
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e Mode opératoire :
Préparation de I’échantillon et pré-incubation
L’équivalent a la dilution 1/10 de I’échantillon est préparé comme décrit précédemment dans
la partie «4.2.2.1 : préparation de la solution mére de [’échantillon » mais en substituant le
diluant par une solution de peptones de caséine et de soja TSB a 0.1% de Tween 80.
L’incubation se fait a 23°C pendant un temps suffisant pour assurer la revivification des
bactéries, mais insuffisant pour permettre leur prolifération (généralement 2 a 5 heures).
Une série de dilutions décimales allant jusqu’a la 10 est préparée, en transférant 10ml de la
solution mere dans 90ml de diluant (TSB+0.1% Tween 80).
% Absence d’entérobacteries
v' Sélection et subculture
e Le volume de 10ml de I’échantillon est préparé a partir de 1g de produit puis inoculé
dans 100ml du milieu d’enrichissement pour les entérobactéries (EE-Mossel) (annexe
2).
e Apres 48h d’incubation a 33°C, un ensemencement est effectué sur gélose VRBG
(Bile-violet-rouge avec glucose) (annexe 2).
e Lalecture est réalisée apres 24h d’incubation a 33°C.
% Essai quantitatif
v' Sélection et subculture
e Un volume de 10ml de chaque dilution (1/10, 1/100 et 1/1000) est ensemencé dans
100ml du milieu d’enrichissement pour les entérobactéries (EE-Mossel).
e Apres 48h d’incubation a 25°C, un ensemencement est effectué sur gélose VRBG
e Un repiquage de chacune des cultures est fait sur milieu VRBG.
e Lalecture est réalisée apres 24h d’incubation a 30°C.

e Norme: < 10' UFC/g

4.2.2.2.2- Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif, groupés en amas. Ces bactéries
ubiquitaires, commensales de la peau et des muqueuses de I’homme (Clotilde, 2015 ; Bergon,
2016). Elles sont a I’origine d’infections cutanéo-muqueuses comme des folliculites, panaris,
impétigos, ou des infections invasives comme les dermo-hypodermites nécrosantes,

bactériémies ou infections ostéo-articulaires (Bergon, 2016).
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e Mode opératoire
Préparation de I'échantillon et pré-incubation
10 ml de la solution mere « 4.2.2.1 : préparation de la solution mére de I’échantillon » sont
ensemencés dans 100ml du bouillon TSB
L’incubation se fait a 33°C pendant 24 heures.
Sélection et subculture
Un repiquage sur gélose Chapman (annexe 2) est réalisé. L’incubation des boites
ensemenceées et le témoin négatif est effectuée pendant 72 heures a 33°C.

e Norme : Absence/g

4.2.2.2.3- Pseudomonas aeruginosa
P. aeruginosa est un bacille Gram négatif aérobie stricte saprophyte des cavités naturelles de
I’homme mais qui peut devenir un pathogéne opportuniste chez les patients fragilisés
(Montalegre, 2016).

e Mode opératoire :
Préparation de I'échantillon et pré-incubation
10 ml de la dilution «4.2.2.1 : préparation de la solution mére de [’échantillon » sont
ensemencés dans 100ml du bouillon TSB

e [’incubation se fait a 33°C pendant 24 heures.
Sélection et subculture
Un repiquage sur gélose Cétrimide (annexe 2) est effectué. L’incubation des boites
ensemencées et le témoin négatif est effectuée pendant 72 heures a 33°C

e Norme: Absence/g
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5- Résultats et discussion

5.1- Controle physico-chimique du KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel

Dans ce chapitre sont présentés les résultats obtenus lors du contréle qualité du produit afin de
déterminer sa conformité par rapport aux normes de la pharmacopée européenne 9éme
édition.

PS : a cause de la pandémie de covid-19, nous n’avons pas pu continuer le stage et donc il y
avait un manque dans nos résultats.

5.1.1-Contréle physico-chimique de la matiere premiere

5.1.1.1- Controle du principe actif

Les résultats de ’analyse physico-chimiques du KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel (PA) sont

regroupés dans le tableau 7.

Tableau 7 Résultats du contrdle physico-chimique du PA.

Test Norme Résultats
n Aspect Poudre cristalline, blanche ou sensiblement Poudre cristalline,
£ blanche blanche.
g Solubilité Pratiquement insoluble dans 1’eau, facilement
L.
8 soluble dans I’acétone, dans I’éthanol a 96% et Conforme.
dans le chlorure de méthyléne.
I IR Le spectre de kétoprofene est comparé avec Les deux spectres sont
[&] R , N . .
b= < celui de kétoproféne SCR identiques
S &
=)
Aspectdela | La solution est limpide et n’est pas plus Conforme
solution fortement colorée gue la solution témoin Js
Perte a la <0.5% 0.13%
dessiccation
Cendres <0.1% 0.02%
sulfurigues
Dosage par [99% - 100.5%] 100.17%
potentiométrie
Substances
= apparentées
E Impureté A <0.20% <0.20%
Impureté B <0.20% < 0.20%
Impureté C <0.20% < 0.20%
Impureté D <0.20% < 0.20%
Impureté E <0.20% < 0.20%
Impureté F <0.20% < 0.20%
Impuretes <0.10% ND
inconnues
Sommes des <0.40% < 0.40%
Impuretés
(B.D.E.F)

38




Chapitre 5 Résultats et discussion

5.1.1.2- Contréle des excipients

Les excipients sont analysés pour déterminer leur conformité par rapport aux normes de la Ph.

Eur 9eme edition. Les tableaux 8, 9, 10, 11 et 12 présentent, respectivement, les résultats

d’analyses effectuées sur le carbomére 980, 1I’éthanol 96%, parahydroxybenzoate de méthyle

et du parahydroxybenzoate de propyle, la triéthanolamine et enfin 1’huile essentielle de

lavande.

Tableau 8 Résultats du contréle physico-chimique du carbomere 980.

Test Norme Résultat
Aspect
@ Poudre hygroscopique, blanche ou Poudre hygroscopique, blanche et
S . s 7 oz
3 sensiblement blanche, aérée. aeree.
g Solubilité Gonfle au contact de I'eau aprés
@) dispersion et neutralisation avec une Conforme
solution de NaOH.
o IR
=5 Le spectre IR du carbomeére est Similarité des spectres
é = comparé avec celui du carbomére SCR
Perte a la < 3.0%. Conforme
2 dessiccation
(72}
0 Cendres < 4.0%. Conforme
sulfurigues
Tableau 9 Reésultats de contrdle physico-chimique de 1’éthanol 96%.
Test Norme Résultat
Aspect Liquide incolore, limpide, volatil et Conforme
B inflammable, hygroscopique.
g Solubilité Miscible & I'eau et au chlorure de Conforme
g méthyléne.
O Brille avec une flamme bleue, sans
fumée.
c IR
'% Le spectre IR de 1’éthanol est comparé Similarité des spectres
£ avec celui de 1’éthanol SCR
=
D
=
Aspect de la | Limpide et incolore en comparant avec Conforme
solution I’eau R
Densité [0.805 —0.812] Conforme
©
E Acidité Virage du couleur vers le rose Conforme
UV / Vis <0.4a240nm Conforme
0.3 & [250nm — 260nm]
0.1 a[270nm — 340nm]

39




Chapitre 5 Résultats et discussion

Tableau 10 Résultats du contréle physico-chimique de méthylparaben et propylparaben.

Test Excipient Norme Résultat
Aspect Meéthylparaben et Poudre cristalline et blanche. Conforme
Propylparaben
[72]
(3]
% Solubilité Méthylparaben et Trés peu soluble dans I’eau Conforme
s Propylparaben Facilement soluble dans 1’éthanol 96%
S et dans le méthanol
Point Méthylparaben [125° - 128°] Conforme
de fusion . -
c Propylparaben [96°C- 99°C]
o
= IR Méthylparaben et | Les spectres IR relatifs aux deux Conforme
= Propylparaben | composés présentent des  allures
€ similaires avec celui de la substance
2 chimiqgue de  références  SCR
(parahydroxybenzoate de méthyle
SCR)
Aspect de Méthylparaben et | La solution est limpide et n’est pas Conforme
la solution Propylparaben plus fortement coloré que la solution
_ temoin JBs
[19]
ﬁ Acidité Méthylparaben et | Virage du couleur vers le bleu Conforme
Propylparaben
Cendres Méthylparaben et <0.1% Conforme
sulfurigues Propylparaben
Tableau 11 Résultats de contrdle physico-chimique de Triéthanolamine.
Test Norme Résultat
2 Aspect Liquide limpide, visqueux, incolore, trés
'% hygroscopique. Conforme
© T ..
S Solubilité Miscible a I’eau et a 1’éthanol a 96% Soluble dans
© le chlorure de méthyléne.
- Réaction de Persistance de la coloration bleue Conforme
2 coloration
[1]
S
=
c
D
=
Aspect de la Solution (S’”) est limpide et n’est pas plus
solution fortement colorée que la solution témoin
— Bs
a Densité [1.120 - 1.130] Conforme
W | Teneur en eau <1%
Cendres <0.1%
sulfurigues
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Tableau 12 Résultats de contréle physico-chimique de I’huile essentielle de lavande.

Test Norme Résultat
8 Aspect Liquide limpide, incolore Conforme
<
447
o
c Les spots obtenus dans le chromatogramme sont
2 CCM compareés avec ceux de la solution témoin et la solution Conforme
8 a examiner.
=
)
c
(3]
=
_ Densité [0.878 —0.892] Conforme
[19]
ﬁ Indice d’acide <1

+ Interprétation globale des résultats
Aspect et solubilité
Les caractéristiques macroscopiques, dont I’aspect et la solubilité, de la matiere premiére (PA,
excipients) correspondent aux normes de la Pharmacopée Européenne 2019 et confirment la
pureté de chaque matiére étudiée.
Identification par IR
La spectrophotométrie infrarouge révele que les spectres relatifs a chaque substance
présentent des allures similaires a ceux des substances chimiques de reférence SCR
respectives.
Point de fusion
D’apres le tableau 10 les T° a laquelle le méthylparaben et le propylparaben passent de 1’état
solide a I’état liquide (c’est-a-dire la T° de début de fusion) se situent respectivement dans les
intervalles [125° - 128°], [96°C- 99°C]. Cela signifie que le parahydroxybenzoate de methyle
et de propyle sont purs.
Aspect de la solution
Les tableaux (7, 9, 10, 11) montrent que les solutions préparées sont limpides et leurs
colorations ne sont pas plus intenses que celles des solutions témoins respectives (Js, eau R,
JBs et Bs). L’ensemble de ces résultats indique 1’absence d’impuretés insolubles ou colorées.
Perte a la dessication
L’étude de la perte a la dessiccation permet d’étudier les conditions d’élimination de la
totalité d’eau libre, sans toucher a la structure fine de la matiére, nos résultats obtenus pour le
PA et le carbomeére 980 sont inférieurs aux limites recommandées par la Ph. Eur 2019 et

témoignent d’une bonne déshydratation.
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Cendres sulfuriques
D’apreés les tableaux (7, 8, 10 ,11), les taux des cendres sulfuriques sont inférieurs aux normes
prescrites par la Ph. Eur, ce qui affirme I’absence des impuretés inorganiques.
Densité
La densité de I’huile essentielle de lavande et de I’éthanol a 96% se situe dans I’intervalle
exigé par la Pharmacopée Européenne 9°™ édition.
Acidité / alcalinité
Le virage de la couleur des solutions d’éthanol 96%, le méthylparaben et le propylparaben
vers le rose et le bleu, respectivement révele leur acidité et confirme leur pureté.
Substances apparentées
En ce qui concerne les substances apparentées dans le PA et d’apres les chromatogrammes
obtenus on peut déduire que :
v' La valeur de I’aire du pic principal du chromatogramme obtenu de I’impureté A
(annexe 6) avec la solution témoin (b) est <0.2%, conformément a la norme (< 0.2%).
v' Pour chaque impuret¢ B, D, E, F (annexe 6), I'aire du pic principal du
chromatogramme obtenu avec la solution témoin (a) est <0.2% et donc conforme a la
norme (<0.2%).
v L’aire du pic principal du chromatogramme obtenu de I’impureté A avec la solution
témoin (c) est <0.2%, conforme a la norme.
v’ Les impuretés inconnues n’ont pas été détectées, ce qui signifie qu’il n’y a pas eu de
dégradation du principe actif.
Dosage par potentiométrie
Le pourcentage du principe actif se trouve dans I’intervalle exigé, ce qui indique que le
dosage est conforme et n’affecte pas le produit fini.
Réaction de coloration
D’aprés le tableau 11, I’ajout de la solution diluée du NaOH ne change rien a la solution, ce
qui signifie que le trolamine ne réagit pas avec le NaOH, et donc 1’absence d’un autre produit
dans le milieu. Ces résultats indiquent la présence de triéthanolmine et affirme sa conformité.
Chromatographie sur couche mince (CCM)
D’aprés le tableau 12, les rapports frontaux des spots obtenus dans le chromatogramme de la
solution a examiner correspondent a celui du témoin, cela affirme la conformité de 1’huile de

lavande.
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Identification par UV
En calculant I’absorbance (A) nous pouvons conclure qu’elle se trouve dans les intervalles
exigés. Donc 1’absorbance de 1’éthanol est nettement acceptable.
Teneur en eau
Le résultat du tableau 9 montrent que la teneur en eau est comprise dans ’intervalle décrit par
la Pharmacopée Européenne 9°™ ¢gdition. D’aprés ces résultats, le nitrilotriéthanol est
conforme aux normes d’acceptation et destiné a la fabrication.
Indice d’acide
Concernant I’indice d’acide, le taux des acides gras présents dans I’huile essentiel de lavande
est < 1.

v'Nos résultats expérimentaux révelent que la matiére premiére qui entre dans la

préparation du KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel est d’une qualité satisfaisante et

répond aux normes de la Pharmacopée Européenne 9™ édition.

5.1.2-Controle physico-chimique du KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel Tube de 60 g
(produit fini)

5.1.2.1- Aspect
Le résultat de 1’aspect de KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel, présenté dans le tableau 13,

indique que 1’aspect du gel répond aux exigences de la pharmacopée européenne 9°™ édition.

Tableaul3 Résultats d’aspect de KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel.

Test Norme Résultat

Aspect Transparent, homogéne, non graisseux, hydrophile avec Conforme
odeur de lavande et d“alcool.

5.1.2.2- lIdentification par HPLC

Les résultats de I’identification du KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel de 3 lots différents,
illustrés dans le tableau 14 indiguent que le temps de rétention du pic principal de 1’essai est
compatible avec celui du standard pour les 3 lots, ce qui confirme I’identité du
KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel et sa conformité par rapport aux normes de la

Pharmacopée Européenne 9°™ édition (annexe 5).
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Tableaul4 Identification de KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel.

Test N° de lot Norme Résultats
9103 Identique ou proche du temps de rétention de la 5.481 min

Identification 9104 solution standard 5.481 min
9105 (5.528 min) 5.480 min

5.1.2.3- pH

Le pH de 3 lots différents (tableau 15) présente des valeurs acceptables car en concordance

avec la norme décrite par la pharmacopée européenne 2019.

Tableaul5 Résultats de pH de KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel.

Test N° de lot Norme Résultats
9103 5.97

pH 9104 [5.0 - 7.5] 5.99
9105 5.95

5.1.2.4- Contenu moyen / Uniformité de masse

Les résultats obtenus concernant I’uniformité de masse sont illustrés dans le tableau 16. Ces
résultats ont été obtenus aprés avoir pesé 10 tubes de chaque lot et montrent que la masse
moyenne des tubes testés est homogéne et donc est conforme a la norme prescrite par la

Pharmacopée Européenne 2019 (annexe 5).

Tableaul6 Résultats d’uniformité de masse de KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel.

Test N° de lot Norme Résultat

9103 60g+ 3% 59.64 g

Uniformité de masse 9104 [58.29-61.8g] 59.53 ¢
9105 60.11¢9

5.1.2.5- Dosage
Les chromatogrammes obtenus du dosage du principe actif a partir de tubes de kétoproféne
prélevés de 3 lots différents sont présentés dans les figures 13-16 et les résultats du dosage

sont résumes dans le tableau 17 (annexe 5).
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Tableaul7 Résultats de dosage de KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel.

N° de lot Résultat Norme
9103 RSD: 0.1 % <2%
Temps de rétention: 5.481 min Identique ou proche du TR du standard
(5.528 min)
Le pourcentage de kétoproféne: 96.54% [92.5 % - 107.5 %]
9104 RSD: 0.1 % <2%
Temps de rétention: 5.481 min Identique ou proche du TR du standard (5.528
min)
Le pourcentage de kétoproféne: 102.53% [92.5 % - 107.5 %]
9105 RSD: 0.1 % <2%
Temps de rétention: 5.480 min Identique ou proche du TR du standard
(5.528 min)
Le pourcentage de kétoprofene: 99.97% [92.5 % - 107.5 %]

e La valeur de I'écart-type relatif (RSD : Relative Standard Deviation) correspond aux
normes de la pharmacopée et cela signifie que le systtme d’HPLC est conforme.

e Les temps de rétention des solutions essais sont proches de celle de la solution
standard (figures A, B, C, D) (5.528 min pour le standard, 5.481 min, 5.481 min,
5.480 min pour les solutions essais respectivement), ce qui confirme I’identité du
principe actif.

e Selon les résultats obtenus, la teneur du PA de I’échantillon se trouve dans les limites

de concentration exigées par la Ph.Eur 2019 pour obtenir ’effet thérapeutique

escompté.

5.1.2.6- Substances apparentées
Les résultats du dosage des substances apparentées du KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel

sont résumés dans le tableaul8 et dans I’annexe 5.
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Tableau18 Dosage des substances apparentées de KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel.

N° delot | RSD | Tempsde rétention | Impuretés inconnues | X Impuretés %

9103 3.685 min 3840 3770668 0.10
9104 0.3 3.685 min 4119 3741976 0.11
9105 % 3.685 min 4214 3796237 0.11

D’aprés le tableau, le RSD est inférieur a 2% ce qui affirme la conformité du systeme HPLC.

Le pourcentage de chaque impureté est calculé comme 1’exemple (annexe 5) :

3849 100 = 0.10
3770668

Impureté % =
Le temps de rétention de la solution standard (3.673 min) est proche a celui des 3 solutions
essais de KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel, ce qui confirme 1’identité du principe actif.
D’autant plus que les chromatogrammes présentés dans la figure 17 certifient 1’absence
d’impuretés inconnues ou de dégradation du principe actif.
En conséquence, ce médicament répond aux normes d’acceptation décrites par la

pharmacopée européenne 9°™ édition et prét a la commercialisation.
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Figure 20 Pic de la solution essai Sub App du lot 9105.

5.2- Contrdle microbiologique du KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel

Le dénombrement des germes recherchés a été effectué par un calcul a ’aide du compteur de
colonies ou par un examen visuel suivi d’'une comparaison avec la référence normative de la
pharmacopée européenne 2019. Les résultats obtenus sont exprimés en unité formant colonie
par gramme de KETOPROFENE LDM® 2.5% (UFC/g).

5.2.1-Contréle microbiologique de la matiére premiere

5.2.1.1- Contr6le du principe actif

Les résultats du dénombrement des germes DGAT et DMLT dans I’Acide benzoylphényl
propanoique, résumés dans le tableau 19, expriment une absence totale des colonies sur le
milieu TSA et le milieu SDA. L’absence totale des colonies rouges indique 1’absence
d’Escherichia coli et des Salmonelles dans 1’Acide benzoylphényl propanoique. Ainsi, le
contr6le microbiologique relatif au principe actif d¢ KETOPROFENE LDM® 2.5% présente

des résultats conformes aux normes du fait de la stérilité du PA.
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Tableau 19 Résultats du contrdle microbiologique de 1’ Acide benzoylphényl propanoique.

Tests Lecture Normes
DGAT Aucune colonie < 10 UFC/g
DMLT Aucune colonie < 10 UFC/g
Recherche d’Escherichia coli Aucune colonie Absence /g
Recherche de Salmonella Aucune colonie Absence /10g

5.2.2-Contrdle microbiologique du produit fini

Les résultats de ’analyse microbiologique du produit fini KETOPROFENE LDM® 2,5% Gel,
présentés ci-dessous, permettent de vérifier sa conformité. La stérilité du produit traduite par
I’absence de contamination microbiologique signifie qu’il est conforme et de bonne qualité

hygiénique.

5.2.2.1- Dénombrement microbien
Le dénombrement des germes DGAT et DMLT, effectué a 1’ceil nu (figures 21 et 22), indique
une absence totale de colonies sur le milieu TSA et le milieu SDA.

TSA S0q
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Figure 21 Cultures sur le milieu TSA. Figure 22 Cultures sur le milieu SDA.

5.2.2.2- Recherche des microorganismes spécifiés
L’absence de colonies bien développées dans le milieu VRBG (figure23) est interprétée par

un résultat négatif et une absence d’entérobactéries dans I’échantillon analysé.
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Figure 23 Culture sur le milieu VRBG

Les résultats de la recherche d’Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella et de
Pseudomonas aéroginosa sont présentés respectivement dans les figures 24, 25, 26 et 27.

Figure 24 Culture sur le milieu MCA Figure 25 Culture sur le milieu Chapman

Figure 26 Culture sur le milieu XLD Figure 27 Culture sur le milieu Cétrimide
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On remarque 1’absence totale de colonies rouges et des colonies blanches jaunatres entourées
d’un halo doré sur milieu Chapman, ainsi que des colonies rouges bien développées sur gélose
XLD, indique I’absence totale d’Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Salmonella
respectivement. Tandis que de I’absence de colonies verdatres et fluorescentes sur la gélose

cétrimide signifie I’absence de Pseudomonas aéroginosa dans le produit fini.

Ces reésultats répondent aux exigences de la pharmacopée européenne 9éme édition, ceci
confirme que le produit fini KETOPROFENE LDM® 25% Gel est de bonne qualité
microbiologique et apte a la consommation humaine. Cette qualité microbiologique s'explique
par D’efficacité de la désinfection du matériel et des locaux, le controle des régles d’hygiene,
les bonnes conditions qui assurent la conservation des produits finis, et le respect total des
Bonnes pratiques de fabrication (BPF).
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Chapitre 6 Conclusion et perspectives

6-  Conclusion et perspectives

Le controle qualité est obligatoire et permet d’assurer la sécurité des patients et amener le
médicament au méme niveau que les exigences satisfaisantes. Il consiste en une succession

d’étapes qui doivent étre parfaitement maitrisées.

Cette étude a permis d’évaluer la qualit¢ du médicament commercialis¢ KETOPROFENE
LDM® 2.5% Gel par des analyses physicochimiques et microbiologiques de sa matiére
premiere, ses excipients et du produit fini au sein du laboratoire LDM groupe. Sur le plan
physico-chimique, les analyses réalisées permettent de vérifier I’identité, la qualité et la pureté
du KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel. Par ailleurs, sur le plan microbiologique, le produit

s’avere étre exempt de tout microorganisme pouvant nuire a la santé des consommateurs.

D’apres les résultats obtenus, nous pouvons déduire que les mati€res premicres utilisées pour
la préparation de KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel sont, d’une part, pures, grice & la mise
en ceuvre des méthodes performantes de fabrication, de conditionnement et de conservation
qui, d’autre part, conferent la conformité¢ du produit fini par rapport aux normes de la

pharmacopée européenne 20109.

Ce travail a permis d’explorer et de réunir les principaux procédés de contrdle qualité d’un
produit pharmaceutique, a chaque étape de sa fabrication, de développer une vision propre
nécessaire sur la vie professionnelle et d’acquérir une expérience dans le domaine de
I’industrie pharmaceutique. Ainsi, il est important de clarifier, par la lumiere de ce travail que
I’unit¢ LDM produit des médicaments dans le respect des exigences de la pharmacopée
européenne et les normes internationales. Cependant, quelques perspectives découlent de cette
recherche qui représente une porte entrouverte sur ce qui peut étre fait dans le domaine du
contréle qualité, a savoir :

e Evaluation de la stabilité du KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel,

e Evaluation de biodisponibilité in vivo qui permet de déterminer avec précision

I’efficacité thérapeutique d’un générique par rapport a son princeps.
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Annexe 1. Notice de KETOPROFENE LDM® 2.5% Gel
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Annexe 2. Préparation des milieux de culture

Solution tampon peptonée au chlorure de sodium pH 7,0 « TSE »

Phosphate monopotassique 3,60
Phosphate disodique dihydraté 7,2 g équivalant a 0,067 M de phosphate
Chlorure de sodium 4,399
Peptone de viande ou de caséine 109
Eau purifiée 1000 ml

Stérilisez a l'autoclave selon un cycle validé.

Milieu liquide aux peptones de caséine et de soja « TSB »

Peptone pancréatique de caséine 17,09
Peptone papaique de soja 300
Chlorure de sodium 5049
Phosphate dipotassique Glucose monohydraté 25¢
Eau purifiée 1000 ml

Ajustez le pH pour qu'il soit de 7,3 +0,2 & 25 °C apres stérilisation. Stérilisez a l'autoclave selon un cycle

validé.

Milieu gélosé aux peptones de caseine et de soja « TSA »

Peptone pancréatique de caséine 1509
Peptone papaique de soja 50¢g
Chlorure de sodium 500
Gélose 1509
Eau purifiée 1000 ml

Ajustez le pH pour qu'il soit de 7,3 +0,2 a 25 °C apres stérilisation. Stérilisez a I'autoclave selon un cycle

validé.

Milieu Sabouraud dextrosé-gélosé « SDA »

Dextrose 40,09
Mélange de peptone peptique de tissu animal et de 10,0 ¢
peptone pancréatique de caséine (1:1)

Gélose 1509
Eau purifiée 1000 ml

Milieu d'enrichissement pour les entérobactéries-Mossel « EE-Mossel »

Hydrolysat pancreatique de gélatine 10,09
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Glucose monohydraté 5049
Bile de beeuf déshydratée 20,0g
Phosphate monopotassique 204g
Phosphate disodique dihydraté 8,04¢
Vert brillant 15 mg
Eau purifiée 1000 ml

Ajustez le pH pour qu'il soit de 7,2 +0,2 & 25 °C aprés chauffage. Chauffez a 100 °C pendant 30 min et

refroidissez immédiatement.

Milieu gélosé a la bile-violet-rouge avec glucose « VRBG »

Extrait de levure 30g
Hydrolysat pancréatique de gélatine 7049
Sels biliaires 159
Chlorure de sodium 50g
Glucose monohydraté 10,0 ¢
Gélose 1509
Rouge neutre 30 mg
Violet cristallisé 2 mg
Eau purifiée 1000 ml

Ajustez le pH pour qu'il soit de 7,4 +0,2 a 25 °C apres chauffage. Chauffez a ébullition ; ne chauffez pas en

autoclave.

Milieu liquide de MacConkey « MCB »

Hydrolysat pancréatique de gélatine 20,0¢g
Lactose monohydrate 10,0 ¢
Bile de beeuf déshydratée 50¢9
Pourpre de bromocrésol 10 mg
Eau purifiée 1000 ml

Ajustez le pH pour qu'il soit de 7,3 + 0,2 a 25 °C apres stérilisation. Stérilisez a I'autoclave selon un cycle

validé.

Milieu gélosé de MacConkey « MCA »

Hydrolysat pancréatique de gélatine

170g

Peptones de viande et de caséine

30g

Lactose monohydrate

10,0 g
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Chlorure de sodium 500
Sels biliaires 159
Gélose 13,59
Rouge neutre 1359
Violet cristallisé 1 mg
Eau purifiée 1000 ml

Ajustez le pH pour qu'il soit de 7,1 0,2 & 25 °C apres stérilisation. Portez a ébullition pendant 1 min en

agitant constamment, puis stérilisez a l'autoclave selon un cycle validé.

Milieu liquide d*enrichissement pour les salmonelles Rappaport-Vassiliadis « RVB »

Peptone de soja 459
Chlorure de magnésium hexahydraté 29,09
Chlorure de sodium 8,0g
Phosphate dipotassique 049
Phosphate monopotassique 0,69
Vert malachite 0,036 g
Eau purifiée 1000 ml

Dissolvez en chauffant doucement. Stérilisez a I'autoclave selon un cycle validé, a une température ne

dépassant pas 115 °C. Le pH doit étre de 5,2 0,2 a 25 °C aprés chauffage et passage a l'autoclave.

Milieu gélosé Xylose-Lysine-Désoxycholate « XLD »

Xylose 3,59
L-Lysine 500
Lactose monohydrate 754
Saccharose 754
Chlorure de sodium 5,09
Extrait de levure 3,09
Rouge de phénol 80 mg
Gélose 135¢g
Désoxycholate sodique 25¢g
Thiosulfate de sodium 6,8 ¢
Citrate ferrique et d'ammonium 08¢
Eau purifiée 1000 ml

Ajustez le pH pour qu'il soit de 7,4 +0,2 a 25 °C aprés chauffage. Chauffez a ébullition, refroidissez a 50 °C

et répartissez en boites de Pétri. Ne chauffez pas en autoclave.
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Milieu gélosé-cétrimide

Hydrolysat pancréatique de gélatine 20,09
Chlorure de magnésium 1,49
Sulfate dipotassique 10,0 ¢
Cétrimide 0,39
Gélose 13,69
Eau purifiée 1000 ml
Glycérol 10,0 ml

Chauffez a ébullition pendant 1 min en agitant. Ajustez le pH pour qu'il soit de 7,2 — 0,2 a 25 °C aprés

stérilisation. Stérilisez a lI'autoclave selon un cycle validé.

Milieu gélosé mannitol-sel « Chapman »

Peptone pancréatique de caséine 5049
Peptone peptique de tissu animal 504
Extrait de viande de beeuf 109
D-Mannitol 10,0g
Chlorure de sodium 7509
Gélose 1509
Rouge de phénol 0,025¢g
Eau purifiée 1000 ml

Chauffez a ebullition pendant 1 min en agitant. Ajustez le pH pour qu'il soit de 7,4 +0,2 a 25°C apreés

stérilisation. Stérilisez a I'autoclave selon un cycle validé.
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Annexe 3. Parametre dans le laboratoire physico-chimique

Matériel consommable physico-chimique

>

YV V. V V V V V V

Eprouvette en verre graduée.

Spatule en inox.

Burette.

Fioles jaugées en verre (50ml, 100ml et 150ml).
Béchers.

Vials.

Seringues.

Plaque CCM.

Creusets.

Appareillage physico-chimique

>

YV V.V V V V V V V VYV V VYV V

Hotte a flux laminaire.
Bain Marie.
Distillateur.

Balance a précision.
Spectrophotometre IR.
Spectrophotometre d’absorption UV /VIS
Agitateur magnétique.
Etuves.

pH metre.

Four a moufle

Bain ultrason.

HPLC

KF.

Potentiomeétre.
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Annexe 4. Parametre dans le laboratoire microbiologique

Matériel consommable microbiologique

>

YV V.V V V V V V V V V V V

Boites de pétri stériles.

Tubes a essais.

Portoirs.

Gants stériles.

Parafilm.

Seringues stériles.

Flacons vides avec bouchons stériles.
Pipettes Pasteur stériles.

Pipettes graduées stériles.

Poire ou propipettes.

Erlenmeyers avec bouchons stériles.
Bécher.

Eprouvette en verre graduée.

Spatule en inox.

Appareillage microbiologique

>

YV V. V V V V

Balance analytique.

Bec Bunsen.

Incubateurs a : 23°C, 33°C, 43°C.
Agitateur vortex.

Hotte a flux laminaire.

Autoclave

Bain marie
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Annexe 5. Résultats et calculs

1-

*Résultats de solution standard

Résultats d’identification par HPLC

Peak Name | RT Area | % Area| Height
1 | Peak1 1435| 72444 392| 4130
2 | Kétoproféne | 5,528 | 1777833 | 96,08 | 163388

*Résultats de solution essai du lot 9104

* Résultats de solution essai du lot 9103

Peak Name | RT Area |% Area| Height
1 1,275| 63098 326| 3828
2 | Peak1 1,436
3 3,139 78686 406| 11724
4 | Kétoproféne | 5,481 | 1796492 | 92,69 175180

* Résultats de solution essai du lot 9105

Peak Name | RT Area  |% Area | Height Peak Name | RT Area | % Area| Meight
1 DOBE| 5509| o027 s 1 1275| 70014| 346| 3924
2 | Peaki 1433 7aBBs| 367| 4187 2 | Peak1 1435
3 3138 B2104| 403| 12256 3 3139| B1183| 402| 12043
4 | Kétoproféne | 5,481 | 1874551 9203 [181737 4 [ Kétoproféne | 5,480 [ 1870508 | 92.52 | 179624
2-  Résultats d’uniformité de masse
ot tpein | tvide | contesu X min max

68,7061 | 92483 | 5946
68,7032 | 53231 | 59,38 o tpen | twide | contenu | X min mas
68,8693 | 9,1596 | 59,71 a6032 | 92817 | 5932
SEal s s Tomsc |
858 %19 | s | 5918
e ) s "m0 3 o cadi b o :m. sasm | 59.02
68,8714 | 90616 | 59.81 S201 | 8.8462 | 59,67
68,9734 | 9.1863 | 59,79 9104 —:5”—“ S s ] D] W | %
68,8389 | 91715 | 59,67 69,1738 | 88425 | 6033
69,013 | 93155 | S,70 £ 684251 | 92033 | ss22
61| s7s7 | S982
e | aner | Sae
ot t pein tvide | contenu X min max
69,192 | 92023 | 59,99
69,1609 | 88429 | 60,32
69,0643 | 94438 | 59,62
69.0953| 8967 | 0,13
69,1493 | 878 | 60,3
- 69,016 | 88417 | 60,17 G | 88 | s
69,0615 | 89368 | 60,12
69,1438 | 88554 | 60,2
69,073 | 82365 | 60,24
69,0254 | 9,164 | 5986
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3- Résultats du dosage du PA

*Conformité du systéme:

Component Summary For Area | &ﬂ
Channel: W2489 ChA A

Sample Name | ij[ Channel | Vial | Peak1 | Kétoproféne
1[W2480ChA |49 | 75148 1783559
2| W2489 ChA [ 49 1780848
3 [W2489 ChA (49 | 72444 1777833
4
5

W2489ChA (40 | 75971 1770859
W2489ChA |49 81144 1780304
Mean 76178 | (_ 1780480

Std. Dev. 3838
% RSD 48 (0.1 I)
= -

. Ae Cs _ ts _ 100—LOD _ 100
Ketoproféne% = — X — X X X x 100
As ~ ce " 100 100 2.5

gla|z(g|2

*Formule de calcul :

*Exemple de calcule :

1796492 50 5 50 100 9938 100-0.11 100
0= ———X—X X X X X X x 100 = 96.549%
1780480~ 50~ 100~ 4153 ° 25 ~ 100 100 2.5
lot As Ae Ws | We Ts LOD % X
& 1780480 | 1796492 | 50 | 4153 | 9938 0,11 %47 | o6 s
" 1780480 | 1798996 | 50 | 4153 | 9938 0,11 96,61
0232
sisi 1780480 | 1866829 | S0 | 4069 | 9938 0,11 1023 102.53
1780480 | 1874551 | 50 | 4069 | 9938 0,1 102,74
a 1780480 | 1873500 | 50 | 4176 | 9938 0,11 100,05 9997 )
" 1780480 | 1870508 | 50 | 4176 | 9938 0,11 99,89

4-  Résultats du Sub App

*Conformité du systeme :

Component Summary For Area LBOQ A

Channel: W2489 ChA

r Propy! | Kétoproféne | Peak10 [ Peak11 | Peak12 | Peak13 | Peak14 Peak1s | Peak16 | Peaki?

{1 |easss| 3s27773| 3sse| 214 29 47 39| ess| s3] 23

1’ 2 |42255| 3504743 3e17| 11s| 119 0| 747| 243] 121

3 |e6355| 23s508432| 3s08| 4| 30 L =

4 |45050| 3s0ese3] 3332 39| 47| 948 298 ;:e

s |edsoa| as22082| 3e49] 92 & e

—=Tans| asieis] ] wy| 87| | ] 769] W 54

Std Dev.| 1615 ygste| ee| es| 47| 24 1) 110 7‘20; JEX
wrsD | 38| S 04 1| sse| s3] 13z0] 27 158 74

*Formule de calcul :

Pourcentage de chaque impureté % = % x 100
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*Exemple de calcule :

% =—2%0_ 4 100=0.10%
3770668
SUB Ketoprofene 2,5
LOT ketoprofene imp inc Yimp %
9103 3770668 3840 3770668 0,10
9104 3741976 4119 3741976 0,11
9105 3796237 4214 3796237 0,11




ANnnexes

Annexe 6. Impuretés spécifiées
Impureté A : 1-(3-benzoylphényl) éthanone

S

Impureté C : acide 3-[(1RS)-1-carboxyéthyl]

benzoique
H CH,

CO,H
et énantiomére

CO,H

Impureté E : (2RS)-2-(3-benzoylphényl)

propanoique

H CH,

NH,

et énantiomeére

Impureté B : acide (3-benzoylphényla) acétique

‘ CO,H
(J

Impureté D : acide (2RS)-2-[3-(4-méthylbenzoyl)

phényl] propanoique
H CHy
CO,H

el énantiomére

H,C

Impureté F : (2RS)-2-(3-benzoylphényl)

propanenitrile

H CHy

CN

el énantiomeére
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Annexe 7. Préparation des solutions témoins

Solutions primaires

Solution jaune.

Dissolvez 46 g de chlorure ferrique R dans 900 mL environ d’un mélange de 25 mL d’acide
chlorhydrique R et de 975 mL d’eau R, puis complétez & 1000,0 mL avec le méme mélange. Titrez
et ajustez la solution a 45,0 mg de FeCls,6H.0 par millilitre, par addition du méme mélange acide.
Conservez a I’abri de la lumiére.

Titrage. Dans une fiole conique de 250 mL & bouchon rodé, introduisez 10,0 mL de la solution,

15 mL d’eau R, 5 mL d’acide chlorhydrique R et 4 g d’iodure de potassium R. Fermez la fiole,
laissez reposer a 1I’obscurité pendant 15 min, puis ajoutez 100 mL d’eau R. Titrez I’iode libéré par
le thiosulfate de sodium 0,1 M en présence de 0,5 mL de solution d’amidon R ajouté en fin de
titrage.

1 mL de thiosulfate de sodium 0,1 M correspond a 27,03 mg de FeCls,6H-0.

Solution rouge.

Dissolvez 60 g de chlorure de cobalt R dans 900 mL environ d’un mélange de 25 mL d’acide
chlorhydrique R et de 975 mL d’eau R, puis complétez a 1000,0 mL avec le méme mélange. Titrez
et ajustez la solution a 59,5 mg de CoCl»,6H20 par millilitre, par addition du méme mélange acide.
Titrage. Dans une fiole conique de 250 mL a bouchon rodg, introduisez 5,0 mL de la solution, 5 mL
de solution diluée de peroxyde d’hydrogene R et 10 mL de solution d’hydroxyde de sodium R a
300 g/L. Faites bouillir doucement pendant 10 min, laissez refroidir, puis ajoutez 60 mL d’acide
sulfurique dilué R et 2 g d’iodure de potassium R. Fermez la fiole et dissolvez le précipité en agitant
doucement. Titrez I’iode libéré par le thiosulfate de sodium 0,1 M jusqu’a coloration rose, en
présence de 0,5 mL de solution d’amidon R ajouté en fin de titrage.

1 mL de thiosulfate de sodium 0,1 M correspond a 23,79 mg de CoCl2,6H-0.

Solution bleue.

Dissolvez 63 g de sulfate de cuivre pentahydraté R dans 900 mL environ d’un mélange de 25 mL
d’acide chlorhydrique R et de 975 mL d’eau R, puis complétez a 1000,0 mL avec le méme mélange.
Titrez et ajustez la solution a 62,4 mg de CuSQO4,5H20 par millilitre, par addition du méme mélange
acide.

Titrage. Dans une fiole conique de 250 mL a bouchon rodé, introduisez 10,0 mL de la solution,

50 mL d’eau R, 12 mL d’acide acétique dilué R et 3 g d’iodure de potassium R. Titrez I’iode libéré
par le thiosulfate de sodium 0,1 M jusqu’a faible coloration brun clair en présence de 0,5 mL

de solution d’amidon R ajouté en fin de titrage.

1 mL de thiosulfate de sodium 0,1 M correspond a 24,97 mg de CuSO.,5H.0.
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Solutions étalons
A partir des 3 solutions primaires, préparez solutions étalons comme suit :

Tableau : préparation des solutions étalons
Volumes en millilitres

Solution étalon Solution jaune | Solution rouge | Solution bleue Acide chlorhydrique
a10 g/L de HCI
B (brun) 3,0 3,0 2,4 1,6
JB (jaune-brun) 2,4 1,0 0,4 6,2
J (jaune) 2,4 0,6 0,0 7,0

Tableau - Solution témoin J

Solution témoin Solution étalon J (ml) Acide chlorhydrique
a 10 g/L de HCI (ml)

Js 5,0 95,0

Tableau - Solution témoin JB

Solution témoin Solution étalon JB (ml) Acide chlorhydrique
a 10 g/L de HCI (ml)

JBs 5,0 95,0

Tableau - Solution témoin B

Solution témoin Solution étalon B (ml) Acide chlorhydrique
a 10 g/L de HCI (ml)

Be 5,0 95,0



