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Introduction

L’industrie pharmaceutique se présente comme un secteur soumis a une forte contrainte
réglementaire. Celle-ci serait la garantie de la sécurité des médicaments, ces produits « pas
comme les autres » qui en retour sont situés sur un marché protégé. L’encadrement étatique
de la production pharmaceutique est historiquement fort car il est lié & la fonction régalienne
de préservation des populations [01].

L’industrie pharmaceutique algérienne, est confortée a la nécessit¢ de se mettre au
diapason de I’évolution des exigences internationales en matiére de recherche et de
développement de leurs objectifs. La fabrication de médicament de derniére génération
capable de prendre en charge les pathologies les plus fréquentes et ce a moindre cout, tout en
respectant les critéres d’efficacité et de qualité, de sécurité et de tolérance [02].

La qualité des médicaments est un des soucis majeurs des professionnels des services de
santé et des patients, elle se définit par la maitrise de I’ensemble de paramétres et propriétés
qui permettent d’assurer la sécurité des patients et amener le médicament & un niveau
d’exigences satisfaisantes. Afin d’atteindre cette qualité, il faut évaluer les risques
microbiologiques (liés a la présence de pathogenes) et physico-chimiques (liés aux
modifications des caractéres physico-chimiques spécifiques) dans les médicaments. En effet,
ceci constitue un grand risque pour les patients et un défi pour les responsables de la sécurité
sanitaire [03].

Les industries pharmaceutiques doivent maitriser les propriétés physico-chimiques de
leurs produits et les bio-contaminations dans le contexte général de la sécurité et de
I’efficacité des médicaments. Le controle microbiologique et physico-chimique a évolué avec
I’évolution de la biotechnologie. Il est présent tout au long de la chaine de production et au
niveau du produit fini pour répondre aux exigences réglementaires aux normes observées par
I’industrie [04].

Tout ce qui rentre et tout ce qui sort d’'une industrie pharmaceutique est prélevé pour
analyse dans un travail de contrdle énorme et impératif. Vérifier la conformité des matiéeres
premiéres achetées par rapport aux normes convenues avec le fournisseur et la conformité des

compositions vendues de fagon a assurer aux clients la continuité d’un produit dans le temps.

Cette recherche a ¢laboré I’étude des parametres physico-chimiques et microbiologiques
de PIMAG ampoules buvables 10 ml pour déterminer sa conformité avec les normes en

vigueur et donc sa qualite.




Introduction

Pour ce faire, des genéralités sur les médicaments, ainsi que le contrdle de la qualité
dans 1’industrie pharmaceutique ont été deéveloppées. L’étude expérimentale et la partie
résultats sont scindées en deux grandes parties: la premiere est consacrée au contrble
physico-chimique de principe actif (Pidolate de magnésium) et de produit fini (PIMAG
ampoules buvables 10 ml) et la deuxiéme partie est consacrée pour le contrble
microbiologique de produit fini. Les résultats ont fait 1’objet d’une confirmation de la qualité
du produit testé qui a le mérite de comparer nos resultats a ceux déja développés par la

pharmacopée européenne 8éme édition.

-



Chapitre | Les médicaments

Le médicament est un produit de consommation dont I’utilisation a pour objectif de
traiter ou de prévenir une maladie. En France le médicament est défini officiellement par le
code de la santé publique par « On entend par médicament toute substance ou composition
présentée comme possedant des propriétés curatives ou préventives a I'égard des maladies
humaines ou animales, ainsi que toute substance ou composition pouvant étre utilisée chez
I'nomme ou chez I'animal ou pouvant leur étre administrée, en vue d'établir un diagnostic
médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions physiologiques en exercant une

action pharmacologique, immunologique ou métabolique »[05].

|.1.La formulation d’un médicament

La formulation d’un médicament correspond a 1’ensemble des substances qui entrent
dans sa composition. Dans la formulation, on distingue deux sortes de composeés, le principe
actif qui correspond a 1’ensemble des espéces chimiques qui sont responsables de 1’action de
ce médicament sur I’organisme, et les excipients qui sont généralement inactifs sur la maladie
et qui permettent de faciliter I’emploi du médicament et de fabriquer la forme galénique
souhaitée. IIs n’ont pas de propriétés pharmacologiques et ne doivent pas interagir avec le
principe actif [06].Sur une boite de médicaments, on trouve toujours des informations
essentielles pour identifier le principe actif du médicament, ses excipients mais aussi les

conditions d’utilisation du médicament.
1.2.Dénomination du médicament

1.2.1. Le nom chimique d'un médicament

Le nom chimique (ou scientifique) correspond a celui de la substance qui compose le
médicament. Il est surtout utilisé par les chercheurs [07].

1.2.2.Dénomination commune internationale

Celle-ci est attribuée par I'Organisation mondiale de la santé (OMS), et non choisie par
le fabricant. Elle n'est pas le fruit du hasard. Elle est composée a partir de segments-clés qui
renseignent notamment sur l'origine et le mode d'action pharmacologique du produit. La DCI
n'appartient a personne. Elle doit étre prononcable dans toutes les langues, et c'est elle qui

permet d'identifier une substance dans tous les pays [08].

-


https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-oms-4321/
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1.2.3.Le nom de marque d'un médicament
Le nom de marque (qualifié aussi de commercial ou de pharmaceutique) en revanche,
est choisi par le producteur du médicament. Cette appellation est généralement courte et facile
a mémoriser. Mais a la différence du nom commercial, elle pourra différer d'un pays a 1’autre
[07].
1.3.Les différentes formes médicamenteuses

La forme pharmaceutique, d’'un médicament, correspond a la manic¢re dont il se
présente, La mise en forme pharmaceutique de 1’ensemble principe actif et excipient est le

domaine de la pharmacie galénique. [9] On trouve principalement :
I.3.1.Formes pharmaceutiques destinées a la voie orale

Les formes pharmaceutiques destinées a la voie orale sont multiples et ont des
caractéristiques variées. La vitesse de libération du principe actif & partir de sa forme
galénique est accélérée, ralentie (ou différée) ou prolongée grace a des procedés
technologiques ou une formulation particuliére. Ces formes galéniques particuliéres sont

souvent caractérisées par la présence d’une abréviation aprés le nom de la spécialité [09].
1.3.2.Formes pharmaceutiques destinées a la voie parentérale

Le médicament est administré au moyen d'une injection. Ce mode d'administration
nécessite une aiguille hypodermique ou un cathéter mis en place par effraction plus ou moins
profonde du revétement externe du corps, c'est-a-dire la peau le plus souvent. L’action des

médicaments pris par voie parentérale est générale systémique [10].
1.3.3.Formes pharmaceutiques destinées a la voir rectale

Elles permettent une action locale ou systémique du principe actif. On trouve
principalement les suppositoires qui sont des préparations solides contenant une unité de prise

du principe actif [09].
1.3.4.Formes pharmaceutiques destinées a la voie vaginale

La voie vaginale ou voie gynécologique est une voie d'administration de médicament au
niveau du vagin. L’action de ces médicaments est généralement locale, Difféerentes formes

galéniques sont possibles, les cremes, les capsules, gels... [10]

-


https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9dicament
https://fr.wikipedia.org/wiki/Injection_(m%C3%A9decine)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Aiguille_hypodermique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cath%C3%A9ter
https://fr.wikipedia.org/wiki/Corps_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peau
https://fr.wikipedia.org/wiki/Voie_d%27administration
https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9dicament
https://fr.wikipedia.org/wiki/Forme_gal%C3%A9nique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Forme_gal%C3%A9nique
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1.3.5.Formes pharmaceutiques destinées a la voie oculaire

Ce sont des préparations destinées a étre appliquées sur le globeoculaire et les

conjonctives ou a étre introduite dans le cul de sac conjonctif de 1’ceil [10].
1.3.6.Formes pharmaceutiques destinées a la voie respiratoire

Ce sont des préparations solides ou liquides destinées a étre administrées sous forme de
vapeur, d’aérosol ou de poudre dans la partie inférieure des voies respiratoires en vue d’une

action locale ou systemique [11 ].
1.3.7.Formes pharmaceutiques destinées a la voie cutanée

Elles sont appliquées sur la peau ou certaines muqueuses afin d’exercer une action
locale ou de réaliser la pénétration percutanée des principes actifs. Ce sont principalement les

pommades les créemes et les gels [11].
|.4.Principales étapes de la fabrication d’un médicament

La genése d’un médicament se déroule en deux phases : la conception et la production.
1.4.1. La phase de conception

Une équipe de recherche est chargée de réaliser une formule de médicament, La phase
de conception du médicament est résumée dans le tableau | [12].

1.4.2.La phase de production

Durant cette phase, 1’objectif est de reproduire en quantité industrielle des médicaments
conformes a la qualité du produit qui a servi aux essais cliniques. Lors de leur fabrication, les
médicaments suivent un cycle industriel qui les fait passer des matieres premiéres au produit
fini. Ce cycle n'est pas exactement le méme en fonction de la forme galénique qu'aura le

médicament au final [13].Les principale étape d’un cycle de production sont :

*Réception des ingrédients de base : principe actif, excipients, articles de conditionnement,

matiere premiere.
*Pesée et mélange de la substance active avec les excipients.
*Sechage : cette etape a lieu pour les médicaments autre que liquides.

«Compression : cette étape a lieu seulement pour les comprimés.

V|
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*Enrobage et dragéification : cette étape a lieu pour les gélules.
«Conditionnement primaire.

«Conditionnement secondaire.

*Mise en palette.

Stockage.

Tableau I : Les différents stades de la conception d’un médicament [12].

Recherches documentaires Etude préclinique
Screening pharmacologique

Molécule active

Pharmacologie expérimentale Etude chez les animaux
Pharmacocinétique et métabolisme du médicament

Mise en forme galénique

Essais sur I’homme Etude chez I"homme
phases | - Il - 11

Essais expérimentaux

Recherche de processus

Dossier ’AMM AMM
Autorisation de mise sur le marché Commercialisation
Production - Industrialisation Essai IV
Commercialisation pharmacovigilance

La production doit étre effectuée dans le respect des bonnes pratiques de fabrication et
étre conforme aux instructions et procédures préétablies. Les médicaments sont désormais
prét a la vente mais ils le seront seulement si les tests effectués tout au long de leur fabrication

sont concluant, c'est a dire : Le contrdle qualité puis apres le stockage, la libération des lots.

Lors de I'évaluation des produits finis avec leur libération pour la vente ou la
distribution, le département de contréle de la qualité doit notamment tenir compte des
conditions de production, des résultats des contr6les en cours de fabrication, de I'examen des

documents de fabrication et de la conformité des produits aux spécifications.
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L’industrie pharmaceutique doit fabriquer et fournir des médicaments adaptés a
I’emploi, répondant aux exigences du dossier d’autorisation de mise sur le marché et
n’exposant les utilisateurs a aucun risque li¢ a des carences en maticre de sécurité, de qualité,
ou d’efficacité. La réalisation de cet objectif de qualit¢ engage la responsabilité¢ de
I’entreprise. Elle requiert la participation et I’engagement du personnel dans les différents
départements et a tous les niveaux de 1’entreprise, de ses fournisseurs et des distributeurs [14].
Pour atteindre plus surement cet objectif, I’entreprise doit posséder un systéme d’assurance de
la qualité, bien congu, correctement mis en ceuvre et effectivement controlé, systéme qui
inclut le concept des domaines de fabrication et ses regles de fonctionnement constitue le
moteur de la qualité dans I’industrie pharmaceutique [14].

11.1.Définition du contréle de la qualité

Selon 1I’'ISO8402, la qualité est « L’ensemble des propriétés et caractéristiques d’un
produit ou service qui lui conférent I’aptitude a satisfaire des besoins explicites ou implicites
d’un client » [15].

A partir de la définition précédente, le contrble de la qualité est une procédure ou une
série de procédures visant a s'assurer qu'un produit manufacturé ou un service satisfait un
ensemble défini de criteres de qualité ou répond aux exigences du client [15].

11.2.Aspect réglementaire

En Algérie le ministere de la santé, de la population et de la reforme hospitaliére s’est

assigné comme objectifs:
e Le rationalisation de I’offre par le biais de la nomenclature nationale tenant compte de
la notion de médicaments essentiels.
e La disponibilit¢é de médicament de qualité, de sécurité, d’efficacité et d’accessibilité
acceptables.
e [’encouragement d’une industrie pharmaceutique nationale performante [16].
11.2.1.Réglementation
Le ministére chargé de la santé par le biais de la direction de la pharmacie et du
médicament est 1’administration chargée du contréle dans un cadre réglementaire, régissant
I’utilisation, la distribution et la production des médicaments. Elle est chargée en coordination
avec Laboratoire Nationale de Contréle des Produits Pharmaceutiques (LNCPP) de:
I’évaluation et controle des médicaments, 1’homologation et de I’enregistrement

(médicaments), la révision et le renouvellement de la décision d’enregistrement, suivi du
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contr6le de la qualité (contr6le de chaque lot de produit pharmaceutique avant sa
commercialisation) et inspection [16].
11.3. But du contr6le de la qualité

L'objectif principal du contrdle de qualité est d'étudier les normes pour les propriétés du
produit, d'évaluer les résultats et de rejeter les produits qui ne répondent pas aux normes.
[17].

Le contrdle de la qualité a pour but de certifier que chaque produit est satisfait aux
exigences de qualité. Il doit étre effectué sur les équipements et les opérations, garantir un
contrOle analytique des mati¢res premiéres, ainsi qu’un échantillonnage caractéristique de
chaque lot .De plus, il doit comporter des comptes rendus sur les essais permettant la
libération de chaque lot. Ceux-ci doivent étre conservés au moins un an aprés la date limite
d’utilisation des matiéres premiéres et au moins un an apres la date de péremption des
produits finis [18].

11.4. Contrdle de la qualité d’un médicament

Le guide des Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) définit le contrdle de la qualité
comme étant la vérification ou le controle de la conformité aux spécifications. L’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) le définit de facon plus détaillée, comme étant toute mesure
prise incluant la mise au point de spécifications, 1’échantillonnage, I’analyse et le traitement
des données analytiques, afin de confirmer que les matiéres premiéres, les produits
intermédiaires, les articles de conditionnement et le produit pharmaceutique final pour assurer
la conformité de ces substances aux spécifications établies [19].

11.4.1. Controle microbiologique :

Les contrbles microbiologiques doivent permettre de garantir une bonne qualité
hygiénique et marchande du produit fabriqué. De plus, ils doivent permettre de minimiser les
pertes dues aux mauvaises conditions de fabrication et donc d’avoir le moins possible de
produits non conformes et de garantir un bon rendement [04] .

Les essais microbiologiques ont été concus pour le dénombrement des bactéries, des
moisissures et des levures capables de croitre en aérobiose. Ces essais sont en premier lieu
destinés a déterminer, si un produit faisant I’objet d’une monographie de la pharmacopée
satisfait aux exigences microbiologiques spécifiées dans cette monographie. Le choix de la
méthode est déterminé par des facteurs, tels que la nature du produit et le nombre de
microorganismes présumé. Quelle que soit la méthode choisie, elle doit étre convenablement
validée [04].
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11.4.2. Controle physico-chimique :

Le contrble physico-chimique sert a vérifier la structure de la molécule et d’établir les
propriétés physiques et chimiques. Il permet ainsi de vérifier et de s’assurer du bon usage de
la substance annoncée (analyses qualitatives, réactions d’identification les plus sélectives
possibles) [20].

La conformité du médicament aux normes et sa validité sont examinées par plusieurs
méthodes analytiques qualitatives et quantitatives, telles que les dosages volumétriques, les
dosages par spectrophotométrie UV/visible et 1’analyse par différentes méthodes
chromatographiques en I’occurrence, la technique de chromatographie liquide & haute

performance (HPLC) ... etc. [20].

I1.5.Les référence de qualité pour I’industrie pharmaceutique
11.5.1.La pharmacopée européenne

C’est un recueil de normes communes, a 1’échelle européenne, destinées au controle de
la qualité des médicaments a usage humain ou vétérinaire et des substances qui entrent dans
leur composition [21] .

On appelle également pharmacopée européenne ’institution qui, dans le cadre de la
direction européenne de la qualité du médicament et soins de santé¢ du conseil de 1I’Europe,
assure 1’¢laboration et la publication des normes de la pharmacopée européenne. Cette
institution a pour objectif et mission la protection de la santé publique [21].

11.5.1.1.Description

La pharmacopée européenne est ¢€laborée sous 1’¢gide du conseil de 1I’Europe en
application de la convention relative a 1’élaboration d’une pharmacopée européenne. Cette
convention a été signée par 37 pays membres de 1’Union Européenne. Le siege de la
pharmacopée européenne se trouve a Strasbourg [21] .

11.5.1.2.Le role de la Pharmacopée Européenne

Elle participe a la protection de la santé publique en élaborant des monographies
générales et spécifiques, ainsi que d’autres textes réglementaires. Ces derniers permettent de
réglementer la fabrication des produits de santé et d’assurer leur contrdle de qualité. Ils sont
applicables sur le territoire des pays membres. lls répondent aux besoins des autorités
réglementaires, des fabricants de matiéres premieres et de médicaments, et des services
chargés des contr6les de qualité des médicaments et de leurs constituants. Cela concerne les

substances chimiques, biologiques et les biosimilaires [21].
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Il est important de noter que le référentiel du contrdle de la qualité des médicaments du

laboratoire GlaxoSmithKline (GSK) est la pharmacopée européenne 8éme édition.
11.5.2. Les bonnes pratiques de fabrication

Les bonnes pratiques de fabrication (BPF) font partie de 1’assurance qualité, ces
pratiques garantissent que les médicaments sont continuellement produit selon les standards
de qualité adéquats, I’usage auquel ils sont destinés, et tels que 1’exige 1’autorisation officielle
de leur mise sur le marché, ils visent a minimiser les risques impliqués dans toute la
production pharmaceutique, lesquels ne peuvent étre évités qu’en testant le produit fini [22]. Il
s’agit d’un guide qui doit étre obligatoirement suivi, qui est organisé en différents chapitres
traitant de la gestion de la qualité, du personnel, des locaux et équipements, de la
documentation, de la production, du contrdle de qualité, de la sous-traitance et I’analyse de la
fabrication, des réclamations et retrait des produits, de 1’auto-inspection .Ces bonnes pratiques
de fabrication garantissent que les médicaments soient fabriqués selon des normes de qualité
et que leur fabrication est documentée et contrdlée [23] .

Les BPF sont nécessaire méme s’il ya un laboratoire de contrdle, ils ont pour objectifs
de diminuer les risques inhérents a toute production pharmaceutique, qui ne peuvent étre
entierement prévenus par I’analyse du produit fini. Sans les BPF, on ne peut étre sur que
chaque médicament fabriqué a la méme qualité que les autres [24].

11.5.3. Directives environnementales, hygiene et sécuritaires

Les Directives environnementales, hygiene et sécuritaires (EHS) sont des documents de

références techniques qui présentent des exemples de bonnes pratiques internationalesl, de

portée générale ou concernant une branche d’activité particuliére [25].

Les Directives EHS pour la fabrication de produits pharmaceutiques et
biotechnologiques présentent des informations pertinentes pour les installations fabriquant ces
produits, elles couvrent la production des ingrédients pharmaceutiques actifs et le traitement
secondaire, y compris les produits intermédiaires, la formulation, le mélange, et le
conditionnement, et les activités connexes de recherche, dont la recherche et la production
biotechnologiques [25].

11.5.3.1. Description et gestion des impacts propres aux activités considérées
Les questions EHS associées a la fabrication des produits pharmaceutiques et

biotechnologiques sont :
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» Environnement

Les questions environnementales ci-apres doivent étre examinées dans le cadre d'un
programme global d'évaluation et de gestion portant sur les risques spécifiques au projet et ses
impacts potentiels. Les problémes environnementaux qui peuvent étre associés aux projets de
fabrication de produits pharmaceutiques et biotechnologiques rentrent dans les catégories
suivantes :

e Emissions atmosphériques
e Eaux usées
e Déchets solides et dangereux
e Matiéres dangereuses
e Risques pour la biodiversité
e Bioéthique [25].
» Hygiéne et sécurité au travail

Les risques qui peuvent se poser dans le domaine de I'hygiene et de la sécurité au travail
propres a l'installation doivent étre identifiés dans le cadre d'une analyse de la sécurité au
travail ou d'une évaluation globale des dangers et des risques effectuées par des méthodes
éprouvées [25].

De maniére générale, la planification des mesures de gestion de la santé et de la sécurité
doit suivre une démarche systématique et structurée visant a prévenir et a maitriser les risques
physiques, chimiques, biologique et radiologiques pour la santé et la sécurité [25].

Les problemes d'hygiene et de sécurité au travail susceptibles de se poser durant la
construction et le démantélement des installations de fabrication de produits pharmaceutiques
et biotechnologiques sont semblables a ceux rencontrés dans d'autres installations
industrielles, et les mesures a prendre pour gérer ces problemes sont décrites dans les
directives EHS générales. Les risques les plus significatifs dans le domaine de 1’hygiéne et de
la sécurité au travail sont associés & 1’exploitation des installations pharmaceutiques et
biotechnologiques et rentrent principalement dans les catégories suivantes :

e Risques liés a la chaleur

e Risques chimiques y compris les incendies et les explosions
¢ Risques pathogénes et biologiques

¢ Risques radiologiques

e Bruit[25].
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I11.1. Présentation de I’entreprise d’accueil

Notre stage a été effectué dans les différentes unités du laboratoire de GlaxoSmithKline
(GSK), Boudouaou, wilaya de Boumerdes a partir du 21/03/2018 jusqu’au 10/05/2018 dans le
but de déterminé le controle de qualité d’un produit pharmaceutique (PIMAG ampoules

buvables 10 ml) a partir de matiére premiére jusqu’a le produit fini.

Dans le cadre de notre travail nous avons choisi le PIMAG ampoule buvable 10 ml
pour faire le controle de qualité, en raison de production de ce médicament par 1’unité GSK

au cours de la période de stage.

I11.2.Présentation de PIMAG ampoules buvables 10 ml

Ampoules buvables (Pidolate de magnésium) fabriqué par le laboratoire
pharmaceutique GSK est le médicament choisit pour notre étude pour faire I’ensemble des
analyses de contrble qualité a partir de principe actif jusqu'a produit fini. C’est un médicament
prescrit généralement pour le traitement des carences en magnésium. Ce médicament est
réservé a l'adulte et a I'enfant de plus de 15 ans, le traitement ne doit pas étre prolongé au-dela
d'un mois.

L'utilisation de ce médicament est déconseillée chez les patients présentant une
intolérance au fructose, un syndrome de malabsorption du glucose et du galactose (Maladies

héréditaires rares).

Ce médicament ne sera utilisé pendant la grossesse que sur les conseils de médecin. Le
médicament passe dans le lait maternel, en conséquence I'allaitement est a éviter pendant le

traitement.

Figure 01 : PIMAG ampoule buvable 10 ml (Pidolate de magnésium)
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Tableau I1: Composition chimique du PIMAG ampoule buvable 10 ml

Dénomination commun internationale Pidolate de magnésium.

Nom Commercial PIMAG (Le laboratoire pharmaceutique GSK)
Forme Solution buvable.

Présentations Ampoules buvables de 10 ml. Boite de 20.
Principe actif Pidolate de magnesium.

Excipients Saccharose.

Arome orange douce.
Parahydroxybenzoate de methyle
(conservateur).

Parahydroxybenzoate de propyle

(conservateur).
Mode d'administration Voie orale.
Classe pharmaco thérapeutique Supplément minéral

111.3.Controle physico-chimique
111.3.1. Pidolate de magnésium (principe actif)
Tout le matériel et les réactifs utilisés dans cette partie sont présentés dans I’annexe 02.

111.3.1.1. Echantillonnage

Les prélévements du principe actif Pidolate de magnésium (sous forme d’une poudre)
destiné au contrdle ont été effectués par le technicien du laboratoire. Le principe actif porte
un numéro de lot 171908.Tous les prélevements ont été effectués dans des conditions stériles
et a température ambiante. L’étude a eu lieu du 28mars au 05avril 2018,

La méthode de contrdle du principe actif comporte quatre étapes qui sont le caractere
de principe actif, la confirmation de I’identité de la substance, dosage, et essais qui visent
essentiellement a limiter les impuretés dans le principe actif.

111.3.1.2.Caractéres du Pidolate de magnésium

» Aspect et couleur
L’observation de ’aspect et la couleur de Pidolate de magnéesium ont été effectues

directement par 1’01l nu [26].

F
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Figure 02 : Aspect de la poudre Pidolate de magnésium

» Solubilité

Les observations de solubilité ont été effectués par mise des prises d’essais de Pidolate
de magnésium dans trois tubes a essais contenant successivement du méthanol, eau et
chlorure de méthyléne, a I’aide d’un agitateur a tube (vortex) ,on arrive aux observation de
solubilité[26].

111.3.1.3. Identification du Pidolate de magnésium

» Chromatographie sur couche mince

Cette méthode d’identification requiert I’emploi de substance de référence elle est
utilisée principalement dans un but analytique qualitatif. La chromatographie sur couche
mince (CCM) est basée essentiellement sur des phénomenes d’adsorption et sur le principe de
la capillarité. Lorsque la plaque sur laquelle on a déposé I’échantillon est placée dans la cuve
chromatographique, 1’éluant monte a travers la phase stationnaire. Mais, en fonction de sa
densité, de sa solubilité¢ dans la phase mobile et des forces électrostatiques retenant le
composant sur la phase stationnaire, chaque composant de 1’échantillon se déplace a sa propre
vitesse dans 1’absorbant.

La chromatographie sur couche mince (CCM) est constituée principalement par trois
éléments bien définis : la phase mobile (un solvant ou un mélange de solvants), la phase
stationnaire (une couche de gel de silice qui est fixée sur une plaque de verre) et I’échantillon
qui est mis en solution (2 a 5 %) dans un solvant volatile. La solution est déposée sur la

plaque, a environ 1 cm de la partie inférieure.

La préparation des solutions utilisées dans cette partie est présentée dans 1’annexe 01.
La cuve chromatographique a été remplie par un mélange de solvant (22.5ml de
méthanol, 30 ml d’acide acétique glacial et 97.5ml chlorure de méthyléne), puis recouvert afin

que I’atmosphére reste saturée en vapeurs d’éluant (phase mobile) [26].

=
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La plaque chromatographique a été séchée a 1’aide d’un seche-cheveux, puis déposé
verticalement dans la cuve et sortie de la cuve lorsque le solvant a atteint les 2/3 environ de la
hauteur. La plaque a été pulvérisée par la solution concentrée d’hypochlorite de sodium, une
deuxieme pulvérisation aprés 10min par 1’acide acétique glacial. La plaque a été séchée
pendant 2min puis une troisiéme pulvérisation a été reéalisée par la solution amidonnée

d’iodure de potassium jusqu'a apparition des taches [26].

» Reéaction du magnésium
Un test d’identification d’ion, permet de vérifier la présence d’un ion donné en solution
aqueuse, Il met en jeu une réaction de précipitation impliquant I’ion testé et un autre ion avec
lequel il forme un composé de faible solubilité.
La préparation des solutions utilisées dans ce test est présentée dans I’annexe 01.
Pour identifier le magnésium ,a I’aide de micropipette un volume de 0.15ml de solution
S déja préparé a été prélevé et mis dans un tube a essai, puis un volume de 1.8ml d’eau distillé
avec 1 ml d’ammoniac dilué mesuré a I’aide de pipette ont été ajoutés , une formation d’un
précipite blanc qui se dissout par addition de Iml de solution de chlorure d’ammonium a été
remarqué et pour terminer ce test un volume de 1ml de solution phosphate disodique a été
ajouté[26].
111.3.1.4. Essais du Pidolate de magnésium
» pH de la solution S
Le pH de la solution S (annexe 01) a ét€¢ mesuré dans un bécher de 10 ml a I’aide d’un

pH meétre de modéle (inoLab7310) [26].

> Pouvoir rotatoire spécifique
Le pouvoir rotatoire est une propriété typique de composés chimiques possédant une
structure asymeétrique. La mesure du pouvoir rotatoire est a la base d’une méthode d’analyse

physico-chimique, la polarimétrie [27].

Le polarimeétre est un appareil qui permet la mesure de 1’angle de rotation du plan de
polarisation d’un faisceau lumineux traversant une substance optiquement active (figure 3). Il

est ainsi possible de déterminer le pouvoir rotatoire spécifique d’une substance.
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Figure 03 : Appareil du polarimetre (ATAGO/POLAX-D)

Le pouvoir rotatoire spécifique est déterminé avec la solution S (annexe 01), et pour
cela nous avons utilisé un polarimétre de modéle (ATAGO/POLAX-D) pour déterminé
I’angle de rotation (o) de I’échantillon. Pour trouver le pouvoir rotatoire spécifique, en
appliquant la relation suivante :

PR= (a*volume)/ (masse*2)
La masse corrigée =masse — (masse*teneur en eau)
» Substances apparentées : Chromatographie liquide a haute performance

La chromatographie liquide a haute performance est basé sur le principe suivant, Les
composés a séparer (solutés) sont mis en solution d’abord, puis elle sera introduite dans la
phase mobile liquide (éluant).Grace a la répartition sélective des solutés entre la phase
mobile et la phase stationnaire, chaque soluté est donc soumis a une force de rétention
exercée par la phase stationnaire, et une force de mobilité due a la phase mobile. Suivant la
nature des molécules, elles interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube

appelé colonne chromatographique [28].

La phase mobile, poussée par une pompe sous forte pression, parcourt le systéeme
chromatographique. Le mélange a analyser est injecté puis transporté a travers le systeme
chromatographique. Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre
la phase mobile et la phase stationnaire. En sortie de colonne, grace a un détecteur
approprié, les différents solutés sont représentés par des pics. L’ensemble des pics enregistrés

est appelé chromatogramme [29].

Le mécanisme de la séparation chromatographique s’explique par les différences de
répartition des molécules des composés d’un mélange entre deux phases non-miscibles : ['une

mobile et 1’autre stationnaire [29].
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L’appareillage se compose d’un réservoir contenant la phase mobile, d’un systéme de
pompage, d’un injecteur, d’'une colonne chromatographique, d’un détecteur et d’un systéme

d’acquisition des données (avec un logiciel pour traiter les signaux).

Afin de préparer la phase mobile, 1.56g de phosphate monosodique dihydraté a été
dissous par agitation dans 1000ml d’eau, puis nous avons ajusté le pH a 2.5 avec une solution
d’acide phosphorique a 10 pour cent v/v.la phase mobile a été filtré a travers un filtre de
membrane de 0,45 pm sous vide [26].

La préparation de solutions utilisées dans cette partie (solution examiné et solutions
témoin) est présentée dans 1’annexe 01.

Des viales ont été remplies avec les solutions préparés (solution témoin b, c, d et
solution a examiner), puis placée dans le carrousel d’HPLC pour la lecture des resultats.les
condition opératoire de méthode sont illustrés dans le tableau 03.

Tableau I11: Conditions opératoires pour HPLC.

Colonne dimensions : 1=0.25m,®=4.6mm

Phase stationnaire phase stationnaire : gel de silice octadécylsilyle

pour chromatographie R (5um)

Débit 1.5ml/min

Détection spectrophotométre a 210nm (modele Waters
2487)

Injection 10ul de solution a examiner et des solutions
témoins

Enregistrement 4 fois le temps de rétention de ’acide pidolique

.
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Figure 04:Les solutions préparé et injectés dans 1’appareille d’HPLC (waters 2695).
Le calcule des paramétres est realisé par le logiciel Empower 3.

> Impureté A (Acide glutamique) : Chromatographie sur couche mince

Le principe de la chromatographie sur couche mince a été détaillé dans la partie
identification.

Afin de préparer la solution a examiner ,0.25g de Pidolate de magnésium a été dissous
dans 4 ml de 1’eau purifiée puis le volume a été complété a 50 ml avec de méthanol [26].

La préparation de solutions témoin (a) est présentée dans 1’annexe 01.

Pour préparer la phase mobile nous avons rempli la cuve chromatographique par un
mélange de solvant (20ml d’acide acétique glacial, 20ml d’eau et 60ml de butanol), puis la
cuve a été recouvert [26].

La plaque chromatographique a été séchée a I’air, puis la plaque a été déposee
verticalement dans la cuve. La plaque a été pulvérisé (lorsque le solvant a atteint les 2/3
environ de la hauteur de la plaque) par une solution de ninhydrine jusqu'a apparition des
taches [26].

» Test de Chlorures (impureté)

La préparation des solutions utilisées dans ce test est présentée dans 1’annexe 01.

1ml de solution S (voir identification) a été prélevé puis le volume a été complété a 15
ml avec I’eau distillée. Avec la pipette un volume de 1 ml d’acide nitrique dilué a été ajouté,
ce mélange a été versé dans un tube a essai contenant 1ml de solution de nitrate d’argent. Le
témoin a été préparé dans les mémes conditions par 1’utilisation d’un mélange de 10 ml de
solution a Sppm de chlorure(Cl) et 5 ml d’eau distillée. Les tubes a essai ont ét¢ examingés

latéralement sur fond noire [26].
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» Test de Nitrates (impureté)
Afin de tester la présence de nitrate dans le principe actif, la surface de
chromatogramme obtenu avec la solution a examiner dans 1’essai des substances apparentées

a été examinée [26].
» Test de Sulfates (impurete)
La préparation des solutions utilisées dans ce test est présentée dans 1’annexe 01.

Afin de tester la présence de sulfates dans le principe actif, 1.5ml de solution S (voir
identification) a été prélevée puis le volume a été complété a 15 ml avec I’eau distillée. A 4.5
ml de solution & 10ppm de sulfate (SO4), un volume de 3ml d’une solution de chlorure de
baryum a été ajouté, le mélange a été agité et laissé reposer pendant 1 min. A 2.5ml de cette
suspension un volume de 15 ml de solution prescrite et 0.5ml d’acide acétique a été ajouté

[26].

Le témoin a été préparé dans les mémes conditions mais nous avons utilisé 15 ml de
solution & 10ppm de sulfate au lieu de la solution prescrite. Les solutions ont été examinées
visuellement aprés 5 min de leur préparation [26].

» Test de Fer (impureté)

La préparation des solutions utilisées dans ce test est présentée dans 1’annexe 01.

Afin de tester la présence de fer dans le principe actif 0.5ml de solution S (voir
identification) a été prélevée puis le volume a été complété a 10 ml avec I’eau distillée, un
volume de 2 ml d’une solution d’acide citrique monohydraté (200g/L) et 0.1ml d’acide
thioglycolique a été ajouté, le mélange a été alcalinisé avec de I’ammoniaque puis le volume a
été complété a 20ml avec de I’eau distillée. Le témoin a été préparé dans les mémes
conditions, un volume de 10ml de solution a 1ppm de fer (Fe) a été utilisé. Les solutions ont

été examinées visuellement apres 5 min de leur préparation [26].

» Teneur eneau
La méthode de Karl Fischer se base sur I'oxydation du dioxyde de soufre par 1’iode en
présence d'eau SOz + I + 2 H20 « HoSO4 + 2 HI. Cette équation est réversible, I'eau n'est
pas consommeée entierement et son dosage ne peut pas étre quantitatif, pour remédier a cela, il
faut ajouter une base (I’imidazole : C3H4N2), celle-ci va capter toute I'acidité formée lors de
la réaction (HI et H2SO4) et permettre de déplacer la réaction vers la droite. La réaction se fait

0
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en présence de méthanol. [30]
H20 + 12 + SO2 + CH30H + 3RN — [RNH] SO4CH3 + 2[RNH] I.

La teneur en eau a été déterminé par Karl Fisher, pour cela une masse de 0.2g de
Pidolate de magnésium a été mesuré et introduit dans I’appareille Karl Fisher de modéle
(Metrohm).

Figure 05: L appareil de Karl Fischer (Metrohm)

111.3.1.5.Dosage du magnésium (Complexométrie)

Dosage du magnésium par I’EDTA, le principe du dosage résulte de la compétition

entre deux ligands sur le cation métallique : compétition entre 1’indicateur coloré et ’EDTA.
La préparation des solutions utilisées dans ce test est présentée dans 1’annexe 01.

Une masse de 0.3 de Pidolate de magnésium a été dissous dans ’eau distillée puis le
volume a été complété a 50 ml avec le méme solvant. Dans une fiole conique de 500ml la
solution prescrit a été introduit puis le volume a été complété a 300ml avec de 1’eau distillé, a
cette solution un volume de 10ml de solution tampon chlorure d’ammonium pH 10.0et
environ 50mg de mélange composé au mordant noir ont été ajoutés (apparition d’un couleur
violet). Le mélange a été chauffé a environ 40°C, puis a cette température le titrage a été
effectué par 1’édétate de sodium 0.1M jusqu’a virage du violet au bleu franc. Un témoin a été
préparé dans les mémes conditions sans 1’ajoute de Pidolate de magnésium (apparition d’un

couleur bleu)[26]. Pour trouver la quantité de magnésium, en appliquant la relation suivante :
T % = (V EDTA *2.431/PE essai)*100

Iml d’édétate de sodium (EDTA) 0.1 correspond a 2.431 mg de magnésium
PE corrigée =PE-(PE*teneur en eau)

20
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111.3.2. PIMAG ampoules buvables 10ml (Produit fini)
Matériel et réactifs utilisés dans cette partie sont présentés dans 1’annexe 03.

111.3.2.1. Echantillonnage

Les prélevements destinés au contréle physico-chimique ont été effectués sur un produit
fini (sous forme des ampoules buvables) qui porte un numéro de lot 815002.L’étude a eu lieu
du 18 avril au 22avril 2018.

Tous les prélevements ont été effectués dans des conditions stériles et a température
ambiante.

Le controle physicochimique de produit fini de PIMAG ampoules buvables comprend

les étapes suivantes : caractere, essais et dosage.

Tableau 1V: La quantité des ampoules nécessaire pour I’analyse

Controles Quantités

Début Milieu Fin
Volume, pH et densité 10 10 10
Uniformité de volume 07 06 07
Dosage 05 05 05
Microbiologie 03 03 03

Quantiteé total a été préleve : 74 ampoules (25 début- 24 milieu- 25 fin).
111.3.2.2. Caractere du PIMAG ampoules buvables

Dix ampoules de PIMAG ampoules buvables 10 ml de chaque niveau de production
(debut, milieu, fin) ont été utilisees comme échantillon pour déterminer 1’aspect, couleur et
I’odeur du produit fini.

111.3.2.3. Essais du PIMAG ampoules buvables

Des differents essais ont été effectues dans le but de tester les différents parametres du
produit fini en I’occurrence : le volume de contenu des ampoules, uniformité du volume, le

pH de la solution et la densité. Les différents tests faits par la méthode suivant : le contenu

-
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de 10 ampoules de chaque niveau de production (début, milieu, fin) a été pris et introduit
dans une éprouvette graduée de 200 ml puis ont été mis chacun dans un bécher.

» Volume de contenu des ampoules

Le volume a été mesuré au moyen d’une éprouvette graduée de 200 ml de chaque
niveau de production (début, milieu, fin) puis ont été déduits le volume moyen d’une ampoule
[26].

» Uniformité du volume

Le volume de 07 ampoules pour le debut et la fin et 6 ampoules pour le milieu ont été
transférés dans une éprouvette graduée et ont été lus le volume séparément de chaque
ampoule, puis ont été déterminés le volume moyen [26].

> pH de la solution

Le pH de la solution pour chaque niveau de production a été mesuré a I’aide d’un pH
métre (inoLab, 7310).
> Densité

La densité de la solution a ét¢ mesuré¢ a ’aide de balance (Mettler Toledo, XPE 204),
ont été introduits dans des fioles de 10 ml pour chaque niveau de production (début, milieu,
fin)[26].

111.3.2.4. Dosage du PIMAG ampoules buvables
» Dosage du principe actif : magnésium par complexométrie
Le Principe de dosage a été détaillé dans la partie principe actif.

Le test du dosage permet de s’assurer que la quantit¢ du principe actif déterminée dans
le produit fini se trouve dans les limites de concentrations exigées par la Pharmacopée
Européenne [115.90 -128.10mg/10ml] et ce, pour obtenir I’effet thérapeutique escompté. Pour
ce faire, ont été faits le titrage avec ’EDTA de sodium 0.1 N. Le point équivalent sera
déterminé en présence du mordant noir comme indicateur coloré [26].

Les préparations des solutions utilisées dans cette partie sont présentées dans I’annexe
01.

Dans un Erelenmeyer de 250 ml, ont été introduits 1ml du PIMAG et ajouté 75ml de

I’eau purifiée et 5 ml de solution tampon de chlorure d’ammonium pH=10 .Puis ont été

-
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ajoutés quelques milligrammes du mordant noir, la solution devient rouge puis le chauffage a
été fait a 40° C en agitant de temps en temps, ont été titrés a cette température avec de
I’EDTA de sodium a 0.1M, jusqu’au virage du rouge au bleu puis ont été ajoutés 1ml de
I’EDTA correspondant a 2.431 mg de magnésium et le blanc composé de 75ml de I’eau
purifiée et 5 ml de solution tampon de chlorure d’ammonium pH=10 avec quelques
milligrammes du mordant noir, la solution devient rouge puis le chauffage a été fait a 40° C et

ont été ajoutés ’EDTA de sodium a 0.1M, jusqu’a la solution devient bleu (figure 06).

-

- e @

Figure 06 : Dosage du principe actif par complexométrie (B : blanc ; Olet 02 : solution

a doser)

Aprés le titrage ont été déterminés la quantité de magnésium en mg contenue dans une

ampoule de 10ml, en appliquant la relation suivante :
Titre=V1-V2/Pe*2.431*10
V1 : Volume de ’EDTA dans la solution a doser
V2:Volume de I’EDTA du blanc
Pe : Prise d’essai
> Dosage des conservateurs : PHB de méthyle et de propyl par HPLC
Le principe de ’HPLC a été détaillé dans la partie principe actif.

La determination du dosage des conservateurs PHB de méthyle et de propyl a été
réalisée par la chromatographie liquide a haute performance HPLC (Waters Alliance, 2695),
couplée avec un détecteur (Waters ,2996). Des viales ont été remplies avec les solutions
préparés puis placée dans le carrousel d’HPLC. Les parameétres de HPLC sont illustrés dans

le tableau 05[26].
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Tableau V: Conditions chromatographiques

Phase mobile Méthanol /Tampon phosphate 0.05 M PH=6 :50% V/50% V

Colonne en acier inoxydable remplie de silice greffée C18,typespherisorb

10 um, longueur 250 mm *4.6 mm

Débit 1.5 ml/min
VVolume injecté 20 ul
Longueur d’onde 255 nm

Préparations des solutions dans cette partie sont présentées dans 1’annexe 01.

Aprés le dosage des conservateurs par ’'HPLC ont été déterminés le teneur en PHB

méthyle et le teneur en PHB propyl.
e Teneur en PHB méthyle
Titre PHBméthyle= A essai / A standard *C PHB Méthyle *2000
A d’essai : Air du pic du PHB de méthyle dans la solution a doser.
A standard : Air du pic du PHB de méthyle dans la solution standard.
C : concentration en mg/ml du PHB de méthyle dans la solution standard.
2000 : Facteur de dilution.
e Teneur en PHB propyl
Titre PHB propyl = A essai / A standard *C PHB propyl *2000
A d’essai : Air du pic du PHB de propyl dans la solution a doser.
A standard : Air du pic du PHB de propyl dans la solution standard.
C : concentration en mg/ml du PHB de propyl dans la solution standard.

2000 : Facteur de dilution.




Chapitre III Matériel et méthodes

111.4.Contréle microbiologique de PIMAG ampoules buvables 10ml

Le controle de la qualité microbiologique de PIMAG ampoules buvables 10 ml a été
réalisé sur trois échantillons du méme lot (815002), I’étude a eu lieu du 18 avril au 25avril
2018. Et ceci afin de comparer les résultats obtenus et voir les différences qui peuvent
survenir d’un échantillon a un autre; mais aussi dans le but de s’assurer qu’il est conforme aux
normes sur le plan microbiologique.

Les germes recherchés et dénombrés ainsi que les méthodes utilisées sont celles
préconisees par la Pharmacopée Européenne. Ces methodes consistent a la détermination des
germes aérobies totaux (bactéries, moisissures et levures) et la recherche d’Escherichia coli.

La recherche de micro-organismes proposee par la pharmacopée est basée sur la mise en
culture en milieu liquide soit de I’échantillon lui-méme (ensemencement direct), soit d’une
membrane sur laquelle les micro-organismes ont été recueillis par filtration préalable du
produit (filtration sur membrane). La présence d’un éventuel micro-organisme se matérialise
par ’apparition, aprés incubation a une température et pendant une durée déterminées, d’un
trouble du milieu de culture lié a sa multiplication, confirmé par comparaison avec un témoin
négatif.

» Filtration sur membrane

La priorité est donnée a cette technique a chaque fois que le produit a analyser le
permet. C’est le cas de nombreuses formes pharmaceutiques liquides puisque peuvent étre
filtrées a la fois des solutions aqueuses, des solutions alcooliques mais également des
solutions huileuses (Figure 07). Cette méthode est plus sensible que I’ensemencement direct
car les volumes filtrés peuvent étre importants alors que dans la premiere technique, on ne
peut introduire qu’un volume limité de produit. En plus de sa sensibilité, la filtration permet,
par la possibilité du ringage qui élimine toute trace de produit analysé, le volume de rincage

doit étre validé et il est conditionne par le volume de produit a filtrer [31].

Figure 07 : Filtration sur membrane
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» Ensemencement direct

Cette technique a I’avantage d’étre simple a réaliser puisqu’elle ne nécessite pas de
traitement préalable de I’échantillon ni de matériel particulier. Ce procédé est a réserver en
pratique a des produits non filtrables [32].

» Travail sous flux laminaire vertical

L’opérateur travaillant sous flux vertical porte une tenue adéquate : (Blouse, gants...
etc.) qui seront décontaminés réguliérement, afin de garder au mieux les conditions aseptiques
au cours de la session de travail.

Les objets sous le flux sont, 1’air « propre » qui arrive perpendiculairement sur le plan
de travail, est ensuite aspiré¢ par des perforations se trouvant au niveau de 1’ouverture frontale,
ceci créant une barriere empéchant 1’air extérieur d’entrer dans la hotte, et empéchant 1’air
filtré, a ’intérieur de la hotte, d’en sortir.

03 ampoules de PIMAG ampoules buvables 10 ml ont été prélevées, a différents
niveaux de production (début, milieu, fin). Pour réaliser ce test nous avons préparé
I’échantillon moyen.

» Préparation de I’échantillon moyen

Dans un flacon ont été mis le contenu de trois ampoules de chaque niveau de
production (début, milieu, fin), puis ont été agités manuellement.

I11.4.1.Dénombrement des germes aérobies viables totaux (Bactéries aérobies

+levures et moisissures)
Technique utilisée : Filtration sur membrane

» Préparation de I’échantillon X
Sous hotte a flux laminaire (Holten Lamin Air ,HB 2448) et aprés la préparation de
I’échantillon moyen ont été mélangés 10 ml de I’échantillon moyen avec 100 ml de la solution

tampon peptonée au chlorure de sodium, pH= 7.0 (STP) ( annexe 04).

*
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111.4.1.1.Dénombrement des germes aérobies viables totaux

10 ml de I’échantillon X a été filtré (0.45 um) et lavé 03 fois chaque membrane avec
100 ml de solution tampon peptonée au chlorure de sodium et ont été retirés les
membrane et transféré sur milieu gélosé pré coulée aux peptones de caséine et de soja (TSA)
(annexe 04 ) dans 02 boites de pétri de 55 mm avec un témoin contenant le milieu gélosé aux
peptones de caséine et de soja (TSA) , puis I’incubation a €té fait & 31°C pendant 5 jours
(figure 08) [26].

111.4.1.2.Dénombrement des levures et moisissures

10 ml de I’échantillon X a été filtré (0.45 um) et lavé 03 fois chaque membrane avec
100 ml de solution tampon peptonée au chlorure de sodium et ont été retiré les membranes et
les dépose puis a été transféré sur milieu gélosé pré coulée Sabouraud Glucose -Gélosé
(SGG) (annexe 04) dans 02 boites de pétri de 55 mm avec un témoin contenant le milieu
Sabouraud Glucose -Gélosé (SGG), puis [P’incubation a été fait a 22°C pendant 5 jours
(figure 08)[26].

<
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10 ml de I’échantillon moyen
100 ml de la solution tampon

Peptonée au chlorure de sodium

Solution (x)

v
Filtration de 10 ml de la solution (x)
(0.45 pm)

v

Lavé 03 fois chague membrane avec 100 ml
de solution tampon Peptonée au
chlorure de sodium

Retiré les membranes et
les déposé

Retiré les membranes et
les déposé

Bactéries aérobies
Milieu gélosé pré coulée (TSA) dans
02 boites de pétri de 55 mm
Incubation a 31°C pendant 5 jours

Levures et moisissures
Milieu gélosé pré coulée (SGG) dans
02 boites de pétri de 55 mm
Incubation a 22°C pendant 5 jours

Figure 08: Schéma représentant la méthode de dénombrement des germes aérobies viables

totaux (bactéries aérobies +levures et moisissures) par la technique de filtration sur
membrane.

E
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111.4.2. Recherche des microorganismes spécifiques
111.4.2.1.Recherche d’Escherichia coli
10 ml de I’échantillon X, a été ajouté a 100 ml de milieu liquide aux peptones de
caséine et de soja (TSL) et incubé a 31°C pendant 24 h avec un témoin contenant le TSL, 1
ml a été transféré dans le milieu liquide de Mac ConKey (MCB) (annexe 04), et incubé a 44
°C pendant 24 h. Puis ont été ensemencé sur des boites de pétri contenant préalablement le

milieu gélosé de Mac ConKey (MCA) (annexe 04). L’incubation a été fait a 31°C pendant
24 h (figure 09) [26].
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10 ml solution x

100 ml milieu TSL —’ll/

Incubation 31 °C pendant 24 h

| 1m

< 100 ml milieu (MCB)

Incubation 44 °C pendant 24 h

Absence de trouble Présence de trouble +
Absence d’E.coli irage de couleur au jaune

Subcultures sur milieu (MCA) dans 02 boites
de pétri 55 mm
Incubation 31°C pendant 24 h

v
Colonies rouges, non mucoides, Gram négatives

v
Suspicion d’E.coli

Confirmation : galerie API 20 E et tests biochimiques

Figure 09: Schéma représentant la méthode de recherche des microorganismes spécifiques

(Escherichia coli).
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IV.1. Résultats du Contrdle physico-chimique
IV.1.1. Résultats du Pidolate de magnésium
IV.1.1.1. Résultats du caractere du Pidolate de magnésium

Tableau VI: Résultats des tests de caractere du Pidolate de magnésium

Controles/tests résultats Normes

Aspect /couleur Conforme Poudre amorphe ou sensiblement

blanche, hygroscopique.

Solubilité Conforme Soluble dans le méthanol, trés soluble
dans I’eau, pratiquement insoluble

dans le chlorure de méthyléne.

Les deux caractéres (aspect /couleur) ne sont pas a interpréter au sens strict et ne sont
pas considérées comme des exigences analytiques [26] .La solubilité dans d'autres solvants
auxquels la substance est souvent associée en pratique (huiles grasses, etc.) peut également
étre mentionnée. Dans certains cas, il peut étre utile de préciser la solubilité dans les bases ou
les acides [26].

IV.1.1.2. Résultats d’identification du Pidolate de magnésium
» Chromatographie sur couche mince

Le résultat de la chromatographie sur couche mince nous confirme 1’identité du Pidolate
de magnésium et répondent aux spécifications décrites dans la Pharmacopée Européenne (la
tache principale du chromatogramme obtenu avec la solution a examiner est semblable quant
a sa position, sa coloration et ses dimensions a la tache principale du chromatogramme obtenu

avec la solution témoin).

Cette méthode d'identification de Pidolate de magnésium a été réalisée par I'emploi de

substance de référence (Acide pidolique SCR), la sélectivité a été améliorée par la

-
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combinaison de CCM et les réactions chimiques in situ c'est-a-dire 1’utilisation des réactifs de

pulvérisation appropriés, dans ce cas, il n'y a pas lieu de répéter en tube a essai la méme
réaction ou une réaction similaire [34].

» Réaction de magnésium

La formation d’un précipite blanc nous confirme la détection des ions de magnésium.

Figure 10: Résultat de réaction de magnésium

Le test a nous permet de Vérifier si la solution (S) contient des ions de magnésium, qui
sont mise en évidence par la solution d’ammoniaque et la solution de phosphate disodique
successivement, car le magnésium précipite en présence de ces deux solutions selon les
réactions suivantes :

2NH40H+Mg+2 =Mg(OH) 2(précipite) +2NH4+
Mg+2 +Na2HPO4 =MgHPO4 (précipite) +2Na
1V.1.1.3. Résultats des essais du Pidolate de magnésium
Le résultat du pH donné par le pH métre est : 5.95

Le pH du Pidolate de magnésium testé, se trouve dans l’intervalle exigé par la
pharmacopée européenne [5.50 a 7.00], ce qui donne un pH conforme. Cet essai permet de
limiter les impuretes acides ou alcalines dues a la méthode de préparation employée, ou
résultant de la degradation de la substance [26].

» Pouvoir rotatoire spécifique
L’angle de rotation (a) de 1’échantillon donné par le polarimétre est - 4.9

Calcule de pouvoir rotatoire spécifique
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PR= (a*volume)/ (masse*2)
La masse corrigée =masse — (masse*teneur en eau)
PR= (- 4.9*50)/ (4.66*2)

PR=-26.26 (° ml*g?)

Le résultat de pouvoir rotatoire spécifique calculé se trouve dans les normes indiqué par

la Pharmacopée Européenne [-23.30a-26.50], donc le test est conforme et acceptable.

La mesure du pouvoir rotatoire est utilisée comme essai de pureté pour appréecier la
pureté de Pidolate de magnésium qui est optiquement active en calculant le « Pouvoir
rotatoire spécifique» .1l est généralement plus approprié de contréler ces impuretés par des
méthodes de séparation chirale, car le pouvoir rotatoire spécifique est souvent insuffisant. [34]

> Substances apparentées : Chromatographie liquide a haute performance

Les limites d’impurté B,impureté non spécifiées et le totale des impuretés dans le
Pidolate de magnésium définis par la Pharmacopée Européene sont formolées sous les

formes suivant :

e Impureté B :au maximum la surface du pic principale du chromatogramme obtenu avec
la solution témoin (b) .
e Impureté non spécifiées (inconu) :pour chaque impureté,au maximum la surface du
pic principale du chromatogramme obtenu avec la solution témoin (c) .
e Totale des autres impuretés :au maximum 0.5 fois la surface du pic principal du

chromatogramme obtenu avec la solution témoin (b).
les temps de rétention et les surfaces des pics sont les suivants :

Tableau VII: Résultats du solution a examiner

Nom TR (Min) Surface(AU*Min)
Imp 1 1.218

Imp 2 1.576

Imp 3 1.823

lon nitrate 2.598 4232

Acide pidolique 6.617 1080858

Imp B 14.440 7269

Imp 4 17.231

-
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Figure 11 :Chromatogramme obtenu avec la solution examiner

Tableau V111 : Résultats du solution témoin (b)

nom Tr (min) Surface (AU*Min)

Imp b pidolate 14.535 192178

Tableau IX : Résultats du solution témoin (c)

nom Tr ( min) Surface (AU*Min)

Imp b pidolate 14.586 19257

Par la comparaison des résultats,la surface du pic principale (impureté B) dans le
chromatogramme de solution a éxaminer est 142539 AU*Min,alors que la surface du pic
principale du chromatogramme obtenu avec la solution témoin (b) est 192718(AU*Min)
(supérieur a 142539 AU*Min) . Donc le résultats de témoin B se trouve dans les limites

indiqué par les normes de Pharmacopée Européene .

L’absence d’une surfaces correspond a les impuretés non spécifiées (1,2.3.4) dans les
résultats de chromatogramme du solution a examiner nous confirme leur absence dans le
Pidolate de magnésium donc le test est conforme avec les normes de Pharmacopee
Européene.

Le totale des autres impureté est la somme de surfaces des impurete inconu non
specifiees (1,2.3.4) qui sont absents et la surface de I’impurté connu ion nitrate (4232
AU*Min) .

Calcule  4232%0.5=2116 AU*Min

Par la comparaison ,cette valeur est inférieur & la surface du pic principale du
chromatogramme obtenu avec la solution témoin (b) qui égale a 192178 AU*Min ,donc le

3
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totale des impurté autre que impurete ( B) se trouve en quantité inférieure au témoin donc le

test est conforme avec les normes de la Pharmacopee Européene .

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) est la méthode plus
couramment utilisée, pour contréler les impuretés dans les industries pharmaceutique en

raison de leur efficacité et sensibilité.

Dans certains cas 1’électrophorése capillaire peut étre utilisée pour séparer et controler
les impuretés lorsqu'elles sont nombreuses et présentent d'importantes différences de polarité.
[35] La chromatographie en phase gazeuse aussi est utilisée pour le contréle des impuretés
mais elle est limitée aux composes thermostables et suffisamment volatils, leur place disparait

au profit de la chromatographie liquide a haute performance [36].
> Impureté A (Acide glutamique) : Chromatographie sur couche mince

Le dépdt du la solution témoin a présente une seule tache (RF=0.7), Le dép6t du la

solution & examiner non présente aucune tache.

L’absence d’une tache correspond a la solution examiner nous confirment 1’absence de
I’impureté A (acide glutamique) dans le Pidolate de magnésium et cela selon les normes de la
Pharmacopée Européenne qui exige : s’il apparait une tache due a I’'impureté A, elle n’est pas

plus intense que la tache du chromatogramme obtenu avec la solution témoin (a).

La CCM ne doit étre utilisée que pour le contrdle d'une impureté spécifiée, lorsque ni la
chromatographie liquide a haute performance, ni la chromatographie en phase gazeuse ne

conviennent [26].
» Test de Chlorures (impureté)

Apres 5 min a P’abri de la lumiére, la solution témoin présente une opalescence, alors
que la solution examinée présente une opalescence qui n’est pas prononcée que celle du

témoin.

Ces résultats nous confirment que le taux de Chlorures (impureté) dans le Pidolate de
magnésium, est inferieure ou égale 500 ppm selon les normes de la Pharmacopée Européenne
qui exige: Aprés 5 min a I’abri de la lumiére, si la solution a examiner présente une

opalescence, celle-ci n’est pas plus prononcée que celle du témoin (au maximum 500 ppm).

-
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» Test de Nitrates (impureté)

TableauX :Les résultats de solution témoin (d)

nom Tr (min) Surface (AU*Min)

lon nitrate 2.551 50658

Figure 12 : Chromatogramme obtenu avec la solution témoin (d)

Selon les normes de la Pharmacopée Européenne, pour détecté la présence de Nitrates
dans le principe actif on examine le chromatogramme obtenu avec la solution & examiner dans
I’essai des substances apparentées. La surface du pic principale des ions Nitrate dans la
solution examiner doit étre au maximum la surface du pic principal du chromatogramme

obtenu avec la solution témoin (d) (200ppm).

La surface du pic principale des ions Nitrate dans la solution examiné qui égale a 4232
est inferieure a la surface du pic principal du chromatogramme obtenu avec la solution témoin
(d) qui égale a 50658.Le test donc est acceptable et conforme avec les normes de la

Pharmacopée Européenne.
> Test de Sulfates (impureté)

Aprés 5 min, la solution témoin présente une opalescence, alors que la solution examinée
présente une opalescence qui n’est pas prononcée que celle du témoin. Le test donc est
acceptable et conforme avec les normes de la pharmacopée Européenne qui exige : Aprés 5
min, si la solution a examiner présente une opalescence, celle-ci n’est pas plus prononcée que

celle du témoin.

La teneur de Pidolate de magnésium en anions et/ou cations étrangers peut constituer
un indicateur du niveau de purification assuré. Elle peut également révéler une éventuelle

contamination par des substances étroitement apparentées, les tests effectués pour la détection
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des sulfates, nitrates, et chlorures nous permettent de s’assurer la pureté de Pidolate de

magnésium controlé [31].
> Test de Fer (impureté)

Aprés 5 min, la solution témoin présente une coloration rose, alors que la solution
examinée non ne présente aucun changement. Ces résultats nous confirment 1’absence de Fer
(impureté) dans le Pidolate de magnésium, qui doit étre inferieure ou égale 200ppm selon les
normes de la Pharmacopée Européenne qui exige : Aprés 5 min, la coloration rose éventuelle

de la solution a examiné n’est pas plus intense que celle du témoin (au maximum 200ppm).

Les mesures des métaux lourds sont des opérations délicates a mené, d'autant plus que
le nombre d'éléments est grand et qu'ils sont présents le plus souvent a I'état de traces. Les
méthodes de mesure sont trés variées et ont chacune leurs avantages et leurs inconvénients, le

choix de I’'une d’elles dépendra de I’exploitation que I’on désire faire du résultat [37].
» Teneureneau

La teneur en eau de I’échantillon indiqué par le titrateur KF est 6.75% .Le résultat se
trouve dans la norme citée dans la Pharmacopée Européenne (< 8%) donc c’est acceptable est

conforme.

La teneur en eau peut également étre déterminée par d’autre méthodes, mais la méthode
de KF présent une exactitude extréme ,elle est basée sur une réaction chimique qui dépend de
la présence de l'eau aussi cette méthode est spécifique pour la détermination de I'eau parce
qu'elle ne trouve pas la perte d'aucune autre substance volatile a la différence d'autres
méthodes telles que la perte sur le séchage qui sont basées sur la perte provoquée par la
chaleur d’humidité et la réduction donnante droit du grammage de I'échantillon.[29 ]

IV.1.1.4. Résultats du dosage de magnésium (Complexométrie)
e Echantillon 1
T % = (10.05*2.431/279.9365)*100
T % =8.73%
e Echantillon 2

T % = (10.1*2.431/279.9365)*100

-
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T % =8.77%

e La moyenne des deux échantillons : 8.75 %
e Normes : 8.49% a8.84%

Le resultat de dosage de magnésium par compléxométrie est conforme avec les normes

de la Pharmacopée Européenne donc c’est acceptable.

En raison des manipulations effectuées, ’exactitude et la sensibilité de la méthode
utilisée peu étre moindres par rapport d’autre méthode utilisé généralement dans le dosage.

La spectrophotométrie peut présenter une exactitude et une sensibilité acceptables [26].

Une fois que le principe actif est contrélé, un certificat de conformité a été établi par
I’opérateur vérifié par I’examinateur puis valide.

Le contrdole effectué permet de s’assurer que seul le principe actif conforme a la
spécification exigées est utilisé, seulement les matiéres contrélés sont autorisés a entrés
réellement sur le site de production.

IV.1.2. Résultats du PIMAG ampoule buvable

IV.1.2.1. Résultats du caractere du PIMAG ampoule buvable

Tableau XI : Résultat du caractéere du PIMAG ampoule buvable

Controles /Tests Résultat Normes/Spécification

Aspect/couleur Conforme Solution limpide, Iégerement
visqueuse.

Odeur Conforme Odeur d’orange

Les caracteres (aspect/couleur/odeur) ne sont pas considérés comme des exigences
analytiques mais les utilisateurs de la Pharmacopée Européenne persistent a le faire dans le

cadre de contrats d'achat [26].
IV.1.2.2. Résultats des essais du PIMAG ampoule buvable
» Volume de contenu des ampoules

Vm (mh)=VE (ml) /N

.
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VE= Volume contenu dans I’éprouvette.

N = Nombre des ampoules utiliséees.
Vm = Volume moyen.
Début : Vm (ml)=99.3 (ml) / 10=9.93 ml

Milieu : Vm (ml)=99.3 (ml) / 10=9.93 ml
Fin: Vm (ml)=99.3 (ml) / 10=9.93 ml

Tableau X11: Résultat du volume moyen du PIMAG ampoule buvable

Niveau de production  Volume (ml) Moyenne Résultat  Normes/spécification
Début 9.80 ml

Milieu 10.00ml 9.93ml  Conforme 9.50ml a 10.50ml
Fin 10.00 ml

Le volume moyen que peut contenir une ampoule de PIMAG ampoules buvables 10ml
est acceptable, vue que la norme est comprise entre 9.50et 10.50 ml.

» Uniformité du volume
Le volume de 20 ampoules lit séparément est présentée dans le tableau

Tableau XI111: Résultat du volume de 20 ampoules du PIMAG ampoule buvable

N de prélevement Volume(x) ml

1 10.00
09.90
10.00
10.00
09.80
09.80
09.80
09.90

o N o oA W N
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9 09.80
10 10 .00
11 10.20
12 10.10
13 09.60
14 09.60
15 09.60
16 10.10
17 09.90
18 09.90
19 10.00
20 10.00

Volume moyen 09.90

Tableau XIV: Les normes de I’uniformité de volume du PIMAG ampoule buvable

T1 (+/- 10%) 8.91 10.89
T2 (+/- 20%) 7.92 11.88
N valeurs hors T1 0
N valeurs hors T2 0
Norme 02 échantillons au plus peuvent s’écarter de (+ /- 10%),

aucun échantillon ne doit s’écarter de (+ /- 20%)

Résultat Uniformité de volume est conforme

Les ampoules de PIMAG 10ml ont presque un méme volume pour I’ensemble des
ampoules de méme lot testés, donc les résultats sont dans les normes.
» pH de la solution

Cet essai permet de limiter les impuretés acides ou alcalines dues a la fabrication de

médicament [26].
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Tableau XV: Résultat du pH du PIMAG ampoule buvable

Niveau de pH Moyenne Résultat Normes/spécification
production
Début 5.94
Milieu 591 5.92 conforme 5.50 4 6.50
Fin 5.90
» Densité

Tableau XVI: Résultat de la densité du PIMAG ampoule buvable

Niveau de Densité g/ml Moyenne Résultat Normes/spécification
production
Début 1.17
Milieu 1.17 1.17 Conforme 1.16a1.20
Fin
1.17

1V.1.2.3. Résultats du dosage du PIMAG ampoule buvable
» Dosage du principe actif : magnésium par complexométrie

Les résultats obtenus aprés le titrage du principe actif contenu dans le produit fini avec
de P’EDTA de sodium a 0.1M, c’est le virage du rouge au bleu permettant de déterminer le
point d’équivalence qui correspond au volume ’EDTA de sodium nécessaire pour atteindre

I’équilibre.

Figure 13: Résultat de dosage de principe actif par complexometrie (B : blanc ; 0let 02 :

solution a doser)
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La quantité de magnésium en mg contenue dans une ampoule de 10 ml sera égale a :

e Echantillon 1 Titre=4.925ml -0 ml/1m|*2.431*10=119.73 mg/10mi
e Echantillon 2 Titre=4.925ml -0 ml/1ml*2.431*10=119.73 mg/10mi

e Lamoyenne des deux échantillons 119.73mg /10ml

Le titre obtenu pour le principe actif dans le melange correspond parfaitement au milieu
des limites de la norme [115.90 -128.10mg/10ml], le test est conforme donc le produit fini est

fabriqué dans de bonnes conditions pour avoir I’effet thérapeutique escompté.

Cette méthode de dosage peut étre pas fiable en raison des manipulations effectuées.
Les industries pharmaceutiques préférent généralement les méthodes chromatographiques qui
sont plus fiables et plus sensibles, ces méthodes impliquent l'utilisation d'une substance
chimique de référence ayant une teneur assignée en substance a dosée [38].

> Dosage des conservateurs : PHB de méthyle et de propyl par HPLC

Les résultats obtenus du standard des conservateurs (PHB méthyle et PHB propyl) et
I’essai de PIMAG ampoule buvable 10ml sont présentés sur les tableaux suivants :
Tableau XVII : Air du pic (AU*Min) et TR (min) du standard des conservateurs (PHB
méthyle et PHB propyl) du PIMAG ampoule buvable

Air du pic (AU*Min) TR (min)
Injection01 3110422 4.344
PHB Injection02 3109086 4.347
Methyl Injection03 3108834 4.344
Injection04 3108245 4.344
Injection05 3104460 4.343
Moyen 3108210 4.3
Injection01 996378 9.980
PHB Injection02 1003212 9.985
Propyl Injection03 996169 9.978
Injection04 996438 9.977
Injection05 992823 9.976
Moyen 997004 10

@
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Tableau XVII1: Air du pic (AU*Min) et TR (min) du I’essai du PIMAG ampoule buvable

Air du pic AU*Min TR (min)

Injection02 2885459

Injection02 595904

Les chromatogrammes obtenus du standard des conservateurs (PHB méthyle et PHB
propyl ) et I’essai du PIMAG ampoule buvable 10ml sont présentés sur les figures suivants :

Auto-Scaled Chromatogram ]

. Auto-Scaled Chromatogram
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Auto-Scaled Chrom atogram

&

. pHB Propyl- 9977

Figure 14: Chromatogrammes du standard du 05 injection 1,2,3,4,5 des conservateurs (PHB
méthyle et PHB propyl ) du PIMAG ampoule buvable 10ml détectés a 255 nm

Figurel5 : Chromatogrammes du ’essai du 02 injections du PIMAG ampoule buvable 10ml
détectés & 255 nm
Ces chromatogrammes et tableaux montrent que les pics de temps de rétention identique

au standard de référence pour PHB de méthyle et de propyl ce qui indique la conformité du
produit testé.
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La teneur en PHB méthyle et en PHB propyl a été démontré par les calcules suivants :
» Teneur en PHB méthyle

Titre PHB méthyle= (A essai o1 / A standard moy *C PHB Méthyle *2000) + (A essai 02 / A
standard moy *C PHB Méthyle *2000) /2.

A essai o1 / A standard moy *C PHB Meéthyle *2000 = 2888318/3108210*
(0.04*100.95/100) mg/ml *2000=74.46 mg/100ml.

A essai o2 / A standard moy *C PHB Méthyle *2000 = 2885459/3108210*(0.04
*100.95/100) mg/100ml *2000 =74.43 mg/100ml.

Titre PHB méthyle = (74.46+74.43) / 2 = 74.45 mg/100ml.
» Teneur en PHB propyl

Titre PHB propyl = (A essai o1 / A standard moy *C PHB propyl *2000) + (A essai o2 / A
standard moy *C PHB propyl *2000) /2.

A essai o1 / A standard mey *C PHB propyl *2000 =597977/997004*(0.015*99.94/100)
mg/ml *2000=18 mg/100ml.

A essai o2/ A standard moy *C PHB propyl *2000 =595904/997004*(0.015
*99.94/100)mg/ml *2000=17.98 mg/100ml.

Titre PHB propyl = (18+17.99)/2 = 18 mg/100ml.

Les résultats obtenus confirment que le teneur en PHB méthyle et le teneur en PHB
propyl sont conformes a la norme de la Pharmacopée Européenne (la norme de PHB méthyle
est 60 a 88 mg/100ml et la norme de PHB propyl est 15 a 22 mg/100ml).

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) est la méthode plus utilisée
pour le dosage dans les industries pharmaceutique, les méthodes de mesures directes et les
analyse volumétrique sont aussi utilisées mais la sensibilité de ces méthodes reste toujours

moindre par rapport a la méthode chromatographique [26].
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IV.2.Résultats du contr6le microbiologique du PIMAG ampoule buvable
10 mi

Apres la période d’incubation, la lecture des résultats de dénombrement des germes
aérobies viables totaux, des levures et des moisissures a été effectuée par un compteur des
colonies, alors que la lecture des résultats de la recherche des germes spécifiques a été

effectuée par I’observation a I’ceil nu.

Figure 16: Compteur des colonies (COLONY COUNTER ,50971)

Les résultats du contréle microbiologique de produit fini PIMAG ampoules buvables
10ml sont récapitulés dans le tableau XIX :

Tableau XIX: Résultat du contréle microbiologique du PIMAG ampoule buvable

Parameétre Résultats Normes

Dénombrement des germes aérobies 00 UFC / ml <100 UFC / ml
viables totaux

Dénombrement des levures 00 UFC / ml <10 UFC / ml
et moisissures

Recherche d’Escherichia coli Absence Absence
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- P ;
Figurel7 :Absence de Ecoli Figurel8 :Absence des germes Figurel9 :Absence des
aérobies viables totaux levures et moisissures

Selon la pharmacopée européenne, le produit fini (PIMAG ampoules buvables 10ml) est
satisfait a I’essai, dont il ya une absence totale de germes aérobies viable totaux, des levures et
moisissures, ainsi pour les germes spécifiques d’E-coli, et ce indique que le produit fini est
conforme (figure13,14 ,15).

Les techniques de contrdle microbiologique mises en ceuvre dans I’industrie
pharmaceutique sont standardisées par les Pharmacopées. Elles ont souvent un temps de
réponse relativement long et sont difficilement automatisables. D’autres industries,
alimentaires, cosmétiques, ont déja pu bénéficier de techniques alternatives. Sous réserve
d’une validation, certaines de ces techniques semblent pouvoir étre adaptées au domaine
pharmaceutique. Il ya deux groupes de techniques, celles correspondant a 1’amélioration
d’une méthode classique détectant une croissance (par ’amélioration de préparation des
¢chantillons, les milieux de culture et les méthodes d’ensemencement) et les techniques
alternatives de détection rapide qui vont améliorer de temps en supprimant ou en
raccourcissant la phase de croissance bactérienne nécessaire dans les techniques classiques
pour visualiser les micro-organismes . Parmi les techniques rapides et alternatives il ya des
techniques moléculaires et génotypiques basé sur I’identification des génes des bactéries [39].

A la fin des tests de contrdle physico-chimiques et microbiologique du PIMAG ampoule
buvable, un certificat de conformité a été établi par 1’opérateur vérifié par 1’examinateur puis

validé.
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Conclusion

Dans cette étude, un contréle physico-chimique et microbiologique d’un médicament
partant de son principe actif jusqu’au produit fini a été effectué dont le but de confirmer la
conformité de toutes ces substances avec les normes de la pharmacopée européenne 8éme
édition.

Les resultats obtenus, de ces tests, permettant de conclure que le principe actif
(Pidolate de magnésium) et le produit fini (PIMAG ampoule buvable 10 ml), présente une

excellente qualité physico-chimique et microbiologique.

Les tests effectués sur le principe actif nous permettant de bien identifié la substance
(Pidolate de magnésium) et aussi de s’assurer leur sécurité et qualité a partir des essais
effectué dans la recherche des impuretés A et B et les autres impuretés telle que le Fer, les

Chlorure et les Nitrates ...

Les résultats du contrdle de principe actif nous permettent de délivrer aux ateliers de

production, une matiére premieres sures et conformes.

Les tests physicochimiques effectués sur le produit fini nous permettant de caractériser
I’aspect, la couleur et I’odeur de médicament, ainsi que de doser le principe actif (magnésium)
et les conservateur utilise (PHB de méthyle et de propyl), les résultats sont adéquats aux

normes définis par la Pharmacopée Européenne.

Les résultats du contr6le microbiologique du produit fini ont montré 1’absence totale des
germes aérobies viables totaux, des levures et moisissures aussi une absence totale de

d’Escherichia coli.

Le controle du produit fini nous permet de s’assurer que le produit obtenu est conforme
aux besoins du client et que le médicament est produit avec une qualité physicochimique et

microbiologique réguliére.

Afin de compléter cette étude, il est souhaitable d’effectuer des tests majeurs comme les

tests de toxicité pour le produit fini et les tests microbiologiques pour le principe actif.

-
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Annexe 01 : Préparation des solutions

1. Solution préparé dans partie Pidolate de magnésium

Solutions de chromatographie sur couche mince (identification du Pidolate de magnésium)

» Solution concentrée d’hypochlorite de sodium
Afin de préparer cette solution une masse de 2.5g d’iodure de potassium a été dissous dans
I’eau distillée puis le volume a été complété a 100 ml avec le méme solvant.
» Solution amidonnée d’iodure de potassium
Afin de préparer cette solution une masse de 0.75g d’iodure de potassium a été dissous
dans 100ml d’eau la solution a été chauffé a ébullition, puis avec agitation une solution de 0.5g
d’amidon soluble dans 35ml d’eau a été ajouté le mélange a été chauffé a ébullition pendant
2min.
» Préparation de la solution a examiner
Afin de préparer cette solution une quantité de 60 mg de pidolate de magnésium a été
dissous dans 2ml d’cau distillé, le volume a été complété a 10 ml avec du méthanol.
» Préparation de la solution témoin
Cette étape a été effectué par la méme méthode de préparation de la solution a examiner le
Pidolate de magnésium a été remplacé par 55mg d’acide pidolique SCR.
Solutions de réaction du magnésium
» Ammoniaque diluée
Afin de préparé cette solution 41g d’ammoniaque concentrée a été pesée et dissous dans
I’eau par agitation, le volume a été complété a100 ml par le méme solvant.
» Solution de chlorure d’ammonium
Afin de préparé cette solution 10.7g de chlorure d’ammonium concentrée a été pesée et
dissous dans 1’eau par agitation, le volume a été complété a100 ml par le méme solvant.
» Solution de phosphate disodique
Afin de préparé cette solution 9g I'hydrogénophosphate de sodium a été pesée et dissous

dans I’eau par agitation, le volume a été complété a100 ml par le méme solvant.



» Solution S
A T’aide d’une balance électrique une masse de 5.0027g de Pidolate de magnésium a été
pose et dissous dans 1’eau exempte de dioxyde de carbone préparé a partir d’eau distillé, le
volume a étécomplété a50ml avec le méme solvant.

Solution de chromatographie liquide a haute performance

» Solution a 100 ppm de nitrate (NO3)
Une quantité de nitrate de potassium correspondant a 0.815g de KNO3 a été dissous dans
I’eau purifiée puis le volume a été complété a 5S00ml avec le méme solvant.la solution a été dilué
au 1/10 avec de I’eau immédiatement avant I’emploi.
» Solution a examiner
Dans une fiole de 100ml, une masse de 0.5g de Pidolate de magnésium a été dissous dans
la phase mobile par agitation mécanique et a 1’aide d’un agitateur magnétique, puis nous avons
complété le volume a 100ml avec la phase mobile déja préparé.
» Solution témoin (a)

A T’aide d’une pipete de 1 ml nous avons prélevé Iml de solution a examiner, puis le

volume a été complété a 100ml avec la phase mobile.
» Solution témoin (b)

Afin de préparer la Solution témoin (b) ,50mg d’impureté B de Pidolate SCR a été dissous
dans la phase mobile puis le volume a été complété a 100ml avec le méme solvant.5ml de la
solution préparé a été prélevé puis le volume a été complété a 50ml avec la phase mobile.

> Solution témoin (c)

10 ml de la solution témoin (b) a été prélevé puis le volume a été complété a 100ml avec la

phase mobile.
> Solution témoin (d)

A D’aide d’une pipete de 1 ml nous avons prélevé 1ml de solution a 100ppmde nitrate

(NO3), puis le volume a été complété a 100ml avec la phase mobile.

Solution de chromatographie sur couche mince (essais)

» Solution de ninhydrine
Afin de préparer la solution de ninhydrine, une quantité de 0.2g de ninhydrine a été dissous

dans 5ml d’acide acétique dilué puis le volume a ét¢ complété a 100ml avec de butanol.



» Solution témoin (a)
Afin de préparer la solution témoin (a) 60mg de d’acide glutamique a été dissous dans 50
ml d’eau purifié, puis le volume a été complété a 100ml avec le méthanol.1ml de la solution

préparer a été prélevé puis le volume a été complété a 20 ml avec de méthanol.

Solutions de test des chlorures

> Acide nitrique dilué
Afin de préparer cette solution 20 g d’acide nitrique a été dissoute dans 1’eau distillée puis
le volume a été complété a 100ml avec le méme solvant.
» Solution de nitrate d’argent
Afin de préparer cette solution 1.7 g de nitrate d’argent a été dissoute dans I’eau distillée
puis le volume a été complété a 100ml avec le méme solvant (conservation a 1’abri de la lumiére)
» Solution de 5ppm de chlorure (CI)
Afin de préparer cette solution une quantité de chlorure de sodium correspondant a0.824ga
été dissous dans I’eau distillée puis le volume a été complété a 1000ml avec le méme solvant.la
solution a ét¢ dilué au 1/100 avec I’eau distillée immédiatement avant 1I’emploi.

Solutions de test de sulfates

> Solution a 10ppm de sulfate (SO4)

Afin de préparer cette solution une quantité de sulfate dipotassique correspondant a
0.181ga été dissous dans I’eau distillée puis le volume a été complété a 100ml avec le méme
solvant.la solution a été dilué au 1/100 avec I’eau distillée immédiatement avant I’emploi.

» Solution de chlorure de baryum

Afin de préparer cette solution une quantité de chlorure de baryum correspondant a 25 a

été dissous dans I’eau distillée puis le volume a été complété a 100ml avec le méme solvant.



Solutions de tests de fer

» Solution a 20 ppm de fer (Fe)
Afin  de préparer cette solution une quantité de sulfate ferrique et
d’ammonium correspondant a 0.863g a été dissous dans 1’eau distillée puis un volume de 25ml

d’acide sulfirique a été ajouté puis le volume a été complété a 500ml avec I’eau.

> Solution a 1 ppm de fer (Fe)
Afin de préparé cette solution, nous avons dilué la solution a 20 ppm de fer au 1/20 avec de
I’eau distillé immédiatement avant 1’emploi.

Solutions de dosage
» Solution tampon chlorure d’ammonium pH 10.0

Afin de préparer cette solution une quantité de chlorure d’ammonium correspondant a
5.4g9 a été dissous dans20 ml d’ecau, puis un volume de 35ml d’ammoniaque a été ajouté, le

volume a été complété a 100ml avec de I’eau distillé.
» Mélange composé au mordant noir

Une masse de 1g de mordant noir a été mesuré puis mélangé avec 99g de chlorure de

sodium.
> Edétate de Sodium 0.1M

La solution a été faite par dissoudre de 37.5 g d’édétate de sodium dans 500 ml d’eau
purifi¢ avec 100 ml d’hydroxyde de sodium 1 M et a été complété a1000.0 ml avec de I’eau

purifié.



2. Solution préparé dans partie PIMAG ampoule buvable

Solutions de dosage du principe actif : magnésium par complexométrie
» Les mémes solutions préparé dans partie dosage principe actif.

Solutions de dosage des conservateurs : PHB de méthyle et de propyl par HPLC
» Tampon phosphate PH=6

6.8 g du phosphate mono potassique a été dissous dans 1000 ml de I’eau purifiée ajusté a
PH=6.

» Préparation de la solution standard

Ont été pesés 200 mg de PHB de méthyle et 75 mg de PHB de propyle, ont été dissous avec
2 ml de méthanol et complété a 100 ml avec de 1’eau purifiée : Solution (1).

2 ml de la solution a étéprélevée (1) »a été compléter a 100 ml avec d’eau

purifiée
» Préparation de la solution essai
5ml de la solution buvable a été prélevé dans 100 ml de 1’eau purifiée.

Ont été injecté 5 fois la solution standard et deux fois la solution essai.



Annexe 02 : Controle physico-chimique du Pidolate de magnésium
1. Matériel

e Verrerie diverse
e un agitateur a tube (vortex)
e Balance électrique
e PH metre
e Cuve en verre pour CCM
e Plaques de gel de silice
e Pulvérisateur en verre
e Karl Fischer
e Chromatographe HPLC
e Colonne:
e dimensions : 1=0.25m,@=4.6mm

e phase stationnaire : gel de silice octadécylsilylé pour chromatographie R (5um)

2. Réactifs
e Fau
e Méthanol

e Acides pidolique SCR

e Acide acétique glacial

e Chlorure de méthyléne

e lodure de potassium

e Amidon soluble

e Ammoniaque concentrée
e Impureté B de pidolate SCR
e Nitrate de potassium

e Phosphate monosodique
e Acide phosphorique

e Acide glutamique

e Butanol



Ninhydrine

Acide nitrique

Nitrate d’argent

Chlorure de sodium
Chloure de baryum

Sulfate dipotassique
Ethanol a 96 pour cent
Acétate de plomb

Bromure mercurique
Ethanol anhydre

Acide chlorhydrique
Solution de chlorure stanneux
lodure de potassium

Acide chloroplatinique
Zinc activé

Anhydride arsénieux
Hydroxyde de sodium
Acide citrique monohydraté
Acide thioglycolique
Ammoniaque

Sulfate ferrique et d’ammonium
Acide sulfurique

Edétate de sodium

Chlorure d’ammonium
Mordant noir

Chlorure de sodium



Annexe 03 : Controle physico-chimique de PIMAG ampoules buvables 10ml

1. Matériel
1.1. Mateériel physicochimique

e Balance analytique
Chromatographe HPLC

e Colonne en acier inoxydable remplie de silice griffé Cistype spherisorb 10 um ,longeur
250 mm * 4.6 mm de diametre

e PH metre

e Agitateur magnétique

e Fioles de 100 ml

e Fioles de 250 ml

e Pipettes de 1 ml

e Pipettes de 2 ml

e Pipettes de 5 ml

e Burette de 10 ml

e Erlenmeyer 250 ml

e Eprouvette de 200 ml
1.2. Matériel microbiologique

e Unité de filtration (rampe + pompe a vide)
e Hotte a flux laminaire type vertical

e FEtuvesa 20-25 °C, 30-35 °C, a 40-45 °C
e Autoclave a chaleur humide

e Compteur de colonies

e PH metre

e Balance

e Agitateur magnétique chauffant

e Bec bunsen

e Boites de pétri de 55 mm de diamétre



e Membranes filtrantes stériles de 0.45 um de porosité
e Pipettes stériles graduées

e Pipettes pasteur

e Anse de platine

e Flacons stériles

e Alcool 70 %

e Papier Joseph

e Micropipette

2.Réactifs

e Chlorure d’ammonium

e Chlorure de sodium

e Mordant noir ( 1g de noir ericrome et 99g dechlorure de sodium )
e EDTANaO1M

e Parahydroxybenzoate de méthyle

e Parahydroxybenzoate de propyle

e Méthanol HPLC

e Méthanol

e Eau distillée

e Phosphate mono potassique

e Ammoniaque



Annexe04 : Contrble microbiologique de PIMAG ampoules buvables 10ml

(produit fini)
Préparation des milieux de culture recommandés

» Solution tampon peptonée au chlorure de sodiuma PH 7 (STP)

- Phosphate monopotassique 3,60
- Phosphate disodique dihydraté 7,2 g équivalent a 0.067 M de phosphate
- Chlorure de sodium 43¢
- Peptone de viande ou de caséine 109
- Eau purifiée 1000 mL

Stérilisez a I’autoclave selon un cycle validé

» Milieu liquide aux peptones de caséine et de soja (TSA)

- Peptone pancréatique de caséine 17,09
- Peptone papaique de soja 3090
- Chlorure de sodium 5049
- Phosphate dipotassique 250
- Glucose monohydraté 259
- Eau purifiée 1000 mL

Ajustez le PH pour qu’il soit de 7.3 + 0.2 a 25 C apres stérilisation. Stérilisez a 1’autoclave

selon un cycle validé.

» Milieu gélosé aux peptones de caséine et de soja (TSL)

- Peptone pancréatique de caséine 1509
- Peptone papaique de soja 5049
- Chlorure de sodium 5049
- Gélose 150¢
- Eau purifiée 1000 mL

Ajustez le PH pour qu’il soit de 7.3 + 0.2 & 25 C apres stérilisation. Stérilisez a 1’autoclave

selon un cycle validé.



» Milieu Sabouraud Glucose Gélose (SGG)
- Dextrose 40,09
- Mélange de peptone peptique de tissu animal et de peptone pancréatique de caséine 10,0 g
-Gélose 1509
- Eau purifiée 1000 mL

Ajustez le PH qu’il soit de 5.6 + 0.2 & 25 C apres stérilisation. Stérilisez a I’autoclave selon
un cycle validé.

» Milieu liquide de MacConkey (MCB)

- Hydrolysat pancréatique de gélatine 20,09
- Lactose monohydraté 10,09
- Bile de boeuf déshydratée 5049

- Pourpre de bromocrésol 10 mg
- Eau purifiée 1000 mL

Ajustez le PH pour qu’il soit de 7.3 £ 0.2 a 25 C aprés stérilisation. Stérilisez a I’autoclave

selon un cycle validé.

> Milieu gélosé de Mac Conkey(MCA)

- Hydrolysat pancréatique de gélatine 17.0g
- Peptones de viande et de caséine 3049
- Lactose monohydraté 10.0g
- Chlorure de sodium 5090
- Sels biliaires 1,59
-Gélose 135¢
- Rouge neutre 30.0 mg
- Violet Cristallisé 1mg
- Eau purifiée 1000mL

Ajustez le PH pour qu’il soit de 7.1 + 0.2 a 25 C apres stérilisation. Portez a ébullition

pendant 1 min en agitant constamment, puis stérilisez a I’autoclave selon un cycle validé.



Résumé

Afin d’obtenir une action thérapeutique identique avec un méme produit pharmaceutique,
ce dernier doit présenter des caractéristiques constantes et parfaitement définies.

L’objectif de cette étude consiste au contrble physico-chimique et microbiologique du
PIMAG ampoule buvable 10 ml produite par I’unité GSK, Boudouaou et ce dans le but d’établir
la conformité des substances testées (principe actif et produit fini) avec les normes de la
Pharmacopée Européenne.

Différentes analyses de contréle physico-chimiques ont été réalisées sur le produit fini et
leur principe actif : HPLC, CCM, pH..., etc. Les résultats obtenus, permettant de conclure que
tous les tests réalisés sont conformes.

Par ailleurs, 1’analyse microbiologique a été faite juste sur le produit fini. Les résultats
obtenus montrent que le produit fini est conforme aux normes prescrites par la Pharmacopée
Européenne.

Mots clés
PIMAG ampoule buvablelOml, Pidolate de magnésium, Pharmacopée Européenne, contrdle
physico-chimiques, contrdle microbiologique
Abstract

In order to obtain an identical therapeutic action with the same pharmaceutical product, the
drug must have constant and perfectly defined characteristics.

The objective of this study is the physicochemical and microbiological control of PIMAG
oral ampoule 10 ml, produced by the GSK unit, Boudouaou, in order to establish the conformity
of all the substances tested (active ingredient and finished product) with the European
Pharmacopoeia standard.

The Various physicochemical control analyzes were carried : HPLC, CCM, pH ...

The results obtained, allowing to conclude that all the tests carried out are in conformity.

Moreover, the microbiological analysis was done just on the finished product. The results
obtained show that the finished product is conform with the standards prescribed by the
European Pharmacopoeia
Keywords
PIMAG oral ampoule 10ml, Magnesium pidolate, European Pharmacopoeia, physicochemical

control, microbiological control.



