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Introduction

Introduction :

L’industrie pharmaceutique est dans le monde entier, un ¢élément important des
systemes de santé. Elle integre de nombreux services et entreprises, publics ou privés, qui
découvrent, mettent au point, fabriquent et commercialisent des médicaments au service de la
santé humaine et animale (Gennaro, 1990). Il repose principalement sur la recherche et
développement de médicaments destinés a prévenir ou a traiter des affections ou des troubles
divers, les différents médicaments ont une action pharmacologiques et des propriétés

toxicologiques tres variables (Hardman et Limbrid, 1996 ; Reynolds, 1989).

L’industrie pharmaceutique Algérienne rassemble les activités de recherche,
fabrication et de commercialisation des médicaments genériques. Ce secteur vise la santé
publique et la politique industrielle (Schweitzer, 1997 ; Danzoom, 1999 ; Scherer 2000). Il
est apprivoisé a une forte contrainte réglementaire, pour garantir la sécurité de ces produits et

apporter aux citoyens un acces rapide a des médicaments autorisés (Weinmanm,2003).

La validation de ces médicaments par les laboratoires des unités de production se fait
apres une série d’analyse et de controle de qualité par des différents types d’appareillages en
suivant les conseils et les conditions de 1’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), pour

objectif d’assurer au peuple un niveau de santé élevée.

Les médicaments utilisés dans le traitement des allergies sont appelés des
antihistaminiques, leurs role est de lutter contre 1’action d’une substance naturelle qui
s’appelle I’histamine. Il en existe plusieurs sortes selon le type d’allergie comme : la
prométhazine, la dexchlorphéniramine, la cyproheptadine, la cétirirzine, la loradatin(Vidal.
France, 2013).

La société Saidal est parmi les grandes entreprises Algériennes de production
pharmaceutique. Elle est connue par la tres haute qualité de ses produits. Nous avions choisi
I’unité de production saidal 2 Constantine pour réaliser notre stage de fin d’étude sur les

procédés de fabrication d’Histagan 0.01% (Dexchlorphéniramine)(Scriban, 1999).

Le but de ce travail etait de suivre le contrdle de qualité physicochimique et
microbiologique d’un sirop non stérile (Histagan 0.01%), pour déterminer la conformité des
résultats trouvés durant 1’analyse du produit par rapport aux normes exigées par la

pharmacopée européenne 9°™ et 10°™ Edition.
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I.1. Présentation d’HISTAGAN sirop 0.01% :

L’HISTAGAN 0.01% est un médicament présenté sous une forme galénique liquide qui
se composed’un principe actif et des excipients.

Le principe actif est une molécule avec une action thérapeutique, a des propriétés
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques.

Les excipients sont des molécules qui facilitent la formulation du principe actif
(Vidal, 2013).

Ce médicament appartient a la famillechimique des Alkyl amines d’une structure
propylamine (Vidal, 2013).

Durant notre stage a Saidal 2 Constantine on a choisi ’HISTAGAN 0.01% sous forme

du sirop pour la fabrication et son contréle physico chimique et microbiologique.
1.1.1. Principe actif -

La molécule active de ce médicament est le dexchlorpheniramine maleate, elle existe
en poudre cristalline. Le nom chimique de dexchlorphiniramine maleate : (3S) -3-(4 -
chlorophenyl)-N, N-dimethyl- 3-(pyridin- 2 -yl) propan -1- amine(z)-butenedioate.

La formule moléculaire : C16 H19 CIN2.C4HsO4
Le poids de la molécule : 390.86 (Talbert et al, 201 7).

1.1.2. Excipients:

Sont des substances sans activité thérapeutique, qui accompagnent le principe actif
pour fabriquer un médicament, dans le but d’améliorer la forme, le gout désagréable du
principe actif, d’assurer la stabilité et la conservation du produit. On I’utilise aussi comme un
véhicule de la substance active vers son site thérapeutique. Le choix des excipients se base sur
deux critéres déterminants de la qualité d’un médicament : la stabilité et la biodisponibilité de

la substance active (Agnés Dessaigne, 2004).

L’Histagan 0.01% est composé de plusieurs excipients a savoir :
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e Acide citriqgue monohydrate : excipient d’origine végétale, son utilisation principale
est liée a sa capacité a ajuster le pH des solutions, est un agent acidifiant, un
antioxydant, un agent tampon, un agent chélatant. Sa formule chimique C¢ Hg O7 H.O
(Multon,J & Reynal.B, 2009).

e Sorbitol en poudre : est un polyol naturel, a pour but d’ajouter un gout sucré aux
médicaments, en effet le sorbitol a un role d’anti-cristallisant, sa formule brute est Ce
Hi4 Os (Vidal, 2013).

e Saccharose : est utilisé dans la fabrication de nombreuses formes galéniques comme
diluant, sa formule brute C12H22011 (Carlin, A. Debrauwer, L. et al, 2010).

e Arome de cerise : on I’utilise pour masquer la saveur ou I’odeur du médicament, c’est
une essence artificielle de cerise (Vidal, 2013).

e Alcool éthylique : ou I’éthanol est largement utilisé dans I’industrie pharmaceutique en
différentes concentrations pour la formulation des spécialités pharmaceutiques.
Principalement il est utilisé comme solvant ou comme conservateur antimicrobien.
L’éthanol améliore la pénétration trans-muqueuse des principes actifs (Vidal, 2013)

e Paradroxybenzoate de méthyle : est un conservateur ajouté aux meédicaments pour
permettre de rester frais plus longtemps empéchant les bactéries de se reproduire. La
formule brute de cette poudre cristalline blanche est CgHgO (Vidal, 2013).

e Eau purifiée : utilisée comme un excipient, pour but de reconstruire un médicament.

Lors des étapes de synthése du principe actif ou de la formulation du produit fini

(Vidal, 2013).
[¢} (0]
0 0 H
o o5 - H2O i & OH HO HH:C/C\'”OH
HO™ ’(L,;;"’“‘\OH il OH 0 CH;OH | H
v O on H OH
Acidecitrique Sorbitol Saccharose Alcool ethylique Paradroxybenzoate

Figure 1 : Structure chimique des excipients utilisés pour la fabrication d’Histagan.

1.2. Pharmacologie d’Histagan 0.01%:

L’Histagan 0.01% qui se commercialise aussi sous le nom francais Polaramine, est un
médicament antihistaminique H1 sédatif, atropinique ; est utiliseé pour traiter les
manifestations allergiques cutanées (urticaires), et muqueuses (rhinite, rhume des foins,
conjonctive) (Vidal, 2013).
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1.2.1. Histamine et systéme histaminergique:

L’histamine ou 2(-4 imidazolyl) éthylamine est un médiateur de la physiologie
allergique et c’est a ce niveau que vont agir les antihistaminiques. Elle est considérée aussi
comme un neurotransmetteur. Lors de la pénétration d’un antigéne dans ’organisme, il va
enclencher une cascade allergique par une activation des lymphocytes T helper 2 qui sécretent
des interleukines de type 4 pour activer les lymphocytes B a fin de synthétiser des IgE. Ces
derniers vont se fixer sur les récepteurs (antigene spécifiques) de la surface des mastocytes,
ce qui va provoquer leur dé-granulation avec la sécrétion d’histamine, stockée dans des
granules intra-cytoplasmiques des mastocytes et des basophiles puis libérée en réponse a
différents stimulis. L’histamine est synthétisée dans différents endroits du corps (cellules
inflammatoires, cellules pariétales de 1’estomac, et dans les nuerons). Elle augmente I’effet
vasodilatateur, la perméabilité capillaire et aussi a un effet de bronchoconstriction (Michel et
al, 2009).

1.2.2. Pharmacodynamique d’Histagan0.01%:

Le nom chimique de ce médicament est malétate de dexchlorphéniramine (Vidal,
2013), c’est une molécule antagoniste réversible et compétitive des récepteurs H1 de
I’histamine, a usage systémique. Elle se fixe sur les récepteurs H1, pour inhiber d’une
maniére compétitive les effets H1 de I’histamine, ainsi que I’inhibition de la vasodilatation
avec diminution de la perméabilité capillaire, par conséquent I’inhibition d’cedémes,
érythémes.... Elle inhibe aussi la stimulation des terminaisons nerveuses responsables des
douleurs et prurits (Michel H, Jacques L, et al, 2009).

Cette molécule chimique se caractérise par autres effets comme :

1. Effet adrénolytique périphérique : qui provoque une hypotension orthostatique.
L’antagoniste adrénergique s’oppose a 1’action de 1’adrénaline et de la noradrénaline
au niveau des cellules nerveuses ou musculaires par inhibition de la fonction des
récepteurs adrénergiques (récepteurs B, récepteurs a) (Vidal, 2013).

2. Effet sédatif : qui est une action antagoniste au niveau des récepteurs cérébraux a
I’histamine H1 de I’hypothalamus postérieur ventro-latéral, qui intervient dans la
régulation de 1’éveil. L’ activité anticholinergique associée a I’action antihistaminique
pourrait &tre un facteur de potentialisation de 1’effet sédatif qui provoque une
somnolence, des difficultés de capacités de mémorisation et des vertiges (Vidal,
2013).
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e Effet anticholinergique : se fait par le blocage d’une substance chimique qui s’appelle
I’acétylcholine qui peut étre un facteur de potentialisation de D’effet sédatif en
I’associant avec I’action antihistaminique, d’ou ses effets secondaires comme I’effet
sur le systeme nerveux central, troubles digestifs ( qui se sont causés par le
déclanchement de 1’activation des récepteurs H2 par I’histamine puis la sécrétion
d’HCI par les cellules pariétales et de la pepsine par les cellules principales) (Vidal,
2013).

1.2.3. Pharmacocinétique d’Histagan 0.01%:
a) Absorption:

La biodisponibilité de la dexchlorphéniramine administrée par voie orale (sirop) est
comprise entre 25 et 50 %. Elle subit un effet de premier passage hépatique important. Le

temps pour atteindre la concentration plasmatique maximale est de 2 a 6 heures (Vidal, 2013).

b) Distribution:

L’effet maximal est obtenu 6 heures apres la prise du principe actif. La durée d’action

varie entre 4 et 8 heures, la liaison aux protéines plasmatiques est de 72% (Vidal, 2013).

c) Meétabolisme :

La dexchlorphéniramine maleate est métabolisée au niveau hépatique, conduisant a un
métabolite inactif par déméthylation, puis formation de chlorphéniramine N-oxyde (Vidal,
2013).

d) Elimination:

L’¢élimination est majoritairement rénale et dépend du pH urinaire. La demi-vie

d’¢élimination est comprise entre 14 et 25 heures (Vidal, 2013).

|.3. Voies d’administration de dexchlorpheniramine:

1.3.1.VVoie orale:

La dexchlorpheniramine maleate est administrée par voie orale sous forme solide et
liquide. Par cette voie, ce principe actif passe a travers la barriere digestive, puis par la

diffusion passive a travers la paroi capillaire, ensuite passe par le foie pour subir de

Page 05



Chapitre | Revue Bibliographique

biotransformations par les systemes enzymatiques, pour rejoindre la circulation générale, afin de

contribuer contre les manifestations allergiques (Vidal, 2013).

1.3.2. Voie injectable :

Dexchlorpheniramine maleate 5mg/ml commercialisé sous le nom de Polaramine
5mg/1ml, solution injectable, boite de 5 ampoules,

Ce principe actif injectable est immédiatement disponible dans la circulation sanguine,
exige des molécules sous forme liquide afin de rendre solubles certains principes actifs
(Vidal, 2013).

I1. Techniques du contréle de qualité physico-chimique et microbiologique:

Ce sont des méthodes qui interviennent dans le processus de formulation des
médicaments. Peuvent étre pratiquées durant tout le cycle de production d’un produit, pour

but d’améliorer la qualité des produits pharmaceutiques(Pharmacopée.2009).

11.1. Techniques du contréle de qualité physico-chimique:

Permettent de contrdler la pureté et la conformité d’un échantillon par rapport aux
conditions exigées par la pharmacopée européenne. Ces recommandations sont utilisées dans
les industries pharmaceutiques et les laboratoires de chimie dans le but de contrdler la bonne
qualité des matiéres premieres, les matériaux de conditionnement, les produits intermédiaires

et les produits finis (Pharmacopée, 2009).

Ces analyses s’exécutent grace a de différents parameétres physiques et chimiques, parmi
eux : mesure de la teneur, densité, conductivité, température et pH. .Chaque paramétre a un

appareil qui lui correspond.

11.1.1. Propriétés organoleptiques:

C’est I’ensemble des caractéristiques d’une substance qui sont évaluées par les organes
du sens de I’analyste ou de consommateur. Ces propriétés jouent un role fondamental dans sa

conception avant emploi ou consommation (Pharmacopée, 2009).

Parmi ces caractéristiques qu’il faut contréler a la fin de chaque production, on cite: la

texture, I’aspect visuel (forme, limpidité, fluidité¢, homogénéite), I’odeur et la couleur.

11.1.2. Identification par HPLC:

C’est une technique qui permet la séparation, I’identification, la purification et le

dosage d’un ou plusieurs composés chimiques dans un mélange. Elle est utilisée dans les
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industries pharmaceutiques et les laboratoires d’analyse physico-chimique pour déterminer la
conformité du produit chimique (Pharmacopee, 2009). Cette méthode se compose de deux

phases :

Phase mobile : ou diluant, un réservoir qui contient un mélange de solvant organique et
d’eau. Elle permet la dilution des solutés du produit en favorisant les interactions avec la
colonne. On peut maintenir sa composition durant I’analyse soit par un mode isocratique
avec un seul solvant ou on mode gradient avec plusieurs solvants.
Phase stationnaire : se déroule dans une colonne chromatographique poreuse
contenant de la silice, le lieu ou se déroule la séparation.
Cet appareil se compose de plusieurs organes :
* Pompes : Permettent la circulation de la phase mobile dans ’ensemble du
systeme.
* Injecteur : Consiste a injecter dans une boucle d’injection 1’échantillon a
analyser dans le systétme d’HPLC.
« Détecteur : Il détecte le signal d’apparition des pics des solutés, en utilisant les
phénomenes physico-chimiques. Parmi ces détecteurs, on peut trouver le

réfractométre et ’UV-visible.

11.1.3. Mode d’action de PHPLC:

Le réservoir de la phase mobile est lié a une pompe pour créer une pression
d’écoulement du solvant. Cette dernicre se lie a une colonne ou se déroule la séparation des
molécules par affinité (plus le soluté a une grande affinité avec la phase stationnaire elle tarde
pour que le détecteur la détecte). La premiere molécule qui arrive au détecteur affiche son pic

jusqu’a la formation d’un chromatogramme selon le temps de rétention (Satinder et Michel,

2005).

Application de la chromatographie a ’analyse :

1. Analyse des chromatogrammes : Avant chaque analyse, il faut préciser le type de la
colonne et sa taille, la composition de la phase mobile (¢luant), son débit, la longueur d’onde

en nm, la quantité et le débit d’injection.

2. Analyse qualitative : Chaque soluté a un temps de rétention spécifique, avant chaque

comparaison entre deux solutés, il faut préciser les longueurs d’onde.

3. Analyse quantitative : La surface des pics chromatographiques est proportionnelle a la

concentration du produit analysé. A 1’aide d’une courbe d’étalonnage et la mesure de la
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surface du pic on peut connaitre la masse et la concentration recherchée (Pharmacopée,
2011).
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Figure2 : Organes d’HPLC

11.1.4. Mesure du pH:

Le pH métre est un appareil qui permet d’obtenir des mesures de pH d’une solution, il
est constitué d’un boitier électronique qui affiche la valeur du pH et une sonde du pH élaborée

d’une ¢€lectrode qui mesure la valeur. Le pH représente le degré d’acidité ou d’alcalinité.

Le fonctionnement de cet appareil est appuyé sur le rapport entre la concentration en

ions H3O" et la différence de potentiel électrochimique qui fonde dans 1’électrode.

Avant chaque manipulation, il faut d’abord étalonner 1’appareil avec du la solution
tampon en utilisant plusieurs solutions tampon : une a pH = 7, pH=4 et une autre a pH=9 pour
déterminer la valeur du pH de la solution & examiner (Alain et Jean-Pierre, 2001).

11.1.5. Mesure de la densité:

Le densimétre est un appareil qui mesure la densité d’un liquide et d’un gaz, se

compose par : un thermomeétre, ampoule creuse et flottants.

La densité : est le rapport de la masse volumique d’une substance sur la masse
volumique du corps de référence. Pour les liquides (sirop), le corps de référence est 1’eau pure

(Pharmacopée, 2009).

D= p substance
p eau

11.1.6.Mesure de la conductivité:

Le conductimetre est un appareil qui mesure la conductivité d’une solution, se
compose d’un boitier électrique qui visualise la valeur de la conductivité et d’une électrode

qui mesure cette valeur par la mise d’un bord d’électrode dans la solution a examiner.
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La conductivité consiste a mesurer I’aptitude des ions a transmettre le courant

¢lectrique par I’exode des ions dans un champ électrique (Pharmacopée, 2009).
I1.2. Techniques du Contréle de la qualité microbiologique:

Le controle microbiologique de la composition des produits pharmaceutiques,
cosmétiques ou alimentaires est une étape importante dans les industries. En conséquence,
dans le but d’examiner le niveau de la contamination bactérienne et fongique du produit
fini, matiéres premiéres, articles de conditionnement, matériel, les locaux et le personnel.
Afin de trouver des résultats conformes a la norme exigée par la pharmacopée

européenne.

Le choix de la méthode de contrble se fait selon les caractéristiques de produit a
contréler et selon la nature des microorganismes recherchés. Parmi les méthodes de
contr6le microbiologiques, on trouve : La méthode de dénombrement sur plaques et la

méthode de filtration sur membrane (Pharmacopeée, 2011).
11.2.1. Méthode de dénombrement des bactéries:

C’est la détermination et la numérisation des micro-organismes (Bactéries,
moisissures) dans un produit par ensemencement de ce dernier dans un milieu gélosé.

Cette technique s’effectue selon la nature du microorganisme recherché
= Dénombrement des germes aerobiques totaux (DGAT):

Réalisé dans un milieu de culture TSA (Trypticase Soy Agar) qui correspond pour la
croissance des bactéries, en incubant a 30C° pendant 3 a 5 jours. Les résultats sont exprimés

en nombre de CFU/m3,

Nombre de CFU /m observé < 10%ufc/ml : Conforme.

Nombre de CFU /m observé > 102ufc/ml : Non Conforme.
= Dénombrement des levures et moisissures (DMLT):

C’est des micro-organismes qui forment des colonies en les incubant a 20 C° pendant 5
jours dans un milieu inhibiteur pour les bactéries aérobies (gélose O.G.A) (Pharmacopée,
2011).
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11.2.2. Méthode de filtration par membrane:

C’est une technique de dénombrement des bactéries présentes dans 1’eau. Ces
micro- organismes présentes dans la solution a analyser sont retenus sur un filtre avec

des pores inférieur a la taille des bactéries (Pharmacopée, 2011).
11.2.3. Recherche des germes spécifiés:

La pharmacopée européenne exige l’identification de la famille, le genre des
germes présents dans I’échantillon examiné dans les cas ou le nombre de colonies est
élevé. Parmi ces bactéries identifiées, on trouve [’Escherichia coli (Pharmacopée,
2011).
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Chapitre 11 Matériel et Méthodes

Matériel etMéthodes:
l. Processus d’élaboration d’HISTAGAN:

Les étapes qui menent de la matiére premiére au produit fini sont effectuées dans un ordre
strict, défini par un document unique, nommé « ticket de fabrication ». Ce dernier donne non
seulement la recette de fabrication mais il est également la source d'information sur qui a effectué
quelle opération & quel moment, permettant ainsi une tragabilité approfondie. Produire le médicament
consiste a coordonner en amont et en aval plusieurs opérations distinctes qui encadrent au centre,
I'étape de la formulation.

I.1. Contrdle de qualité:

Avant de commercialiser un médicament sous la forme de sirop, il faut s’assurer de sa qualité.
Divers tests sont nécessaires afin d’effectuer le controle de la qualité d’un médicament (matiére
premiére, produit fini). Il faut s’assurer que le médicament respecte les normes de fabrication en se
basant sur les BPF qui sont un outil de référence indispensable au pharmacien lui permettant de
conclure de la conformité ou non des produits.

Toutes les méthodes d’analyses utilisées au cours de notre travail sont décrites par la
Pharmacopée européenne 2017 9¢médition, et 10°™ édition.

1.1.1. Contrdle physico-chimique:

L’analyse physicochimique d’un médicament nécessite 1’utilisation de plusieurs techniques et
la mise en ceuvre des différents tests spécifiques sur le principe actif, les excipients et le produitfini.

1.1.2. Analyse de la matiere premiere:

a) Arome de cerise E_ 9318904 57%VOL.:

L’ardme de cerise utilisé pour la fabrication de sirop HISTAGAN est pass¢ par un controle des
différents paramétres qui sont:

e Caracteéres:
Aspect: Liquide limpide incolore a légérement jaune, a odeur caractéristique de cerise.

e Essai:
Densité relative : La densité a été mesurée a 20°C a I’aide d’un densimétre ou pycnométre.
Indice de réfraction : L’indice de réfraction a été mesuré a 20°C a I’aide d’un refractométre.

b) Principe actif dexchlorphéniramine maléate:
v" Aspect : L’aspect de la poudre de Dexchlorphéniramine est estimévisuellement.

La poudre du PA est une poudre cristalline blanche ou sensiblement blanche.
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v" Solubilité : Trés soluble dans I’eau, facilement soluble dans 1’éthanol a 96%, dans le
méthanol et dans le chlorure de méthylene.

Identification :

i. Pouvoir rotatoire spécifique:

Le test se fait a 1’aide d’un polarimétre. Premiérement un essai a blanc a été effectué¢ avec de
I’eau distillée, par la suite la solution S a été examinée. La lecture est faite apres la stabilité de ’angle

de rotation.

Solution S : Une masse de 2 g de maléate de dexchlorphéniramine a été dissoute dans de I’cau et

complété a 20 ml avec le méme solvant.

ii. Spectrophotométrie d’absorption dans ’infrarouge:

Le principe actif déxchlorphéniraminemaléate a été identifié par spectrophotométrie
d’absorption dans I’IR qui permet de confirmer 1’identité de la substance. Le spectre IR de la poudre
peut étre obtenu directement a 1’aide d’une pastille de bromure de potassium. Afin de le comparer a

celui de la substance maléate de dexchlorphéniramine de référence.

ili. Réaction (a) des chlorures:

Réaction type (a) : Une quantité de la substance a examiner correspondant environ a 2 mg de chlorure
(CI) a été dissoute dans 2 ml d’eau; ensuite acidifié par ’acide nitrique dilué. Un volume de

0.4 ml de solution de nitrate d’argent a été ajouté; puis bien agité et laissé reposer.

Il se forme un précipité blanc caillebotté. Le mélange a été centrifugé et lavé 3 fois avec 1 ml
d’eau. Cette opération a été effectuée rapidement a I’abri de la lumiére vive, sans tenir compte quele
surnageant ne devient pas parfaitement limpide. Par la suite, le précipité a été mis en suspension dans
2 ml d’eau puis un volume de 1.5 ml d’ammoniaque a été ajouté. Le précipité se dissout facilement a

I’exception d’éventuelles particules importantes qui se dissolventlentement.
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Dosage de principe actif par ’HPLC.
Essals :
i. pH:Unemassede0.20gdemaléatededexchlorphéniramineaétédissousdans20mld’eau.
Ensuite le pH a été mesuré a 1’aide d’un pH-metre.
ii. Perte & la dessiccation (%) : Au maximum 0.5% ; cette perte a ét¢ déterminée a 1’étuve a
65°Cpendant 4h sur 1 g de maléate dedexchlorphéniramine.

ili. Cendre sulfuriques (%): Au maximum 0.1%, déterminé sur 1g de maléate de

Dexchlorphéniramine.

c) Conservateur nipagine (Parahydroxybenzoate deméthyle):
Aspect : Poudre cristalline, blanche ou sensiblement blanche, ou cristaux incolores.

Solubilité: Trés peu soluble dans 1’eau, facilement soluble dans 1’éthanol a 96° et dans le méthanol.

Identification :

i. Point de fusion (125 al128):

Les cristaux du conservateur parahydroxybenzoate de méthyle (nipagine) ont été chauffés par
fusiométrie pour permettre la détermination de la température de passage de 1’état solide a 1’état
liquide.

ii. Spectrophotométrie d’absorption dans ’infrarouge:

Le conservateur parahydroxybenzoate de méthyle (nipagine) a été identifié par spectrométrie
d’absorption dans I’IR qui permet de confirmer 1’identité de la substance. Le spectre IR de la poudre
peut étre obtenu directement a 1’aide d’une pastille de bromure de potassium (KBr) R. Afin de le

comparer a celui de la substance parahydroxybenzoate de méthyle SCR de référence.

iii. Acidité:
Préparation de la solution S : Une masse de 1 g de nipagine a été dissoute dans de 1’éthanol 96°, puis

complété avec 10 ml de méme solvant.
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L’acidité : Un volume de 2 ml de la solution S a été pris, puis ajouté 3 ml d’éthanol a 96°. Un volume
de 5 ml d’eau exempte de dioxyde de carbone en 0.1 ml de solution du vert de bromocrésol.

Levirage de I’indicateur au bleu ne nécessite pas plus de 0.1 ml d’hydroxyde de sodium 0,1M.

> Dosage de conservateur Parahydroxybenzoate de méthyle par ’HPLC. La méthode est décrite
bien en analyse produit fini.

d) Sorbitol:
Aspect : Poudre cristalline, blanche ou sensiblement blanche.
Solubilité : Tres soluble dans 1’eau, pratiquement insoluble dans 1’éthanol a 96%.

» Essais :
i.  Aspect de la solution:

Une masse de 5 g de sorbitol a été dissoute dans 1’eau puis complété a 50 ml avec le méme
Solvant.

ii. Conductivité:

Une masse de 20 g de sorbitol a été dissoute dans 1’eau, exempte du dioxyde de carbone,
préparée a partir d’eau distillée, puis complété a 100 ml avec le méme solvant. Ensuite, la conductivité
de la solution a été mesurée, en maintenant doucement avec un agitateur magnétique.

iii.  Teneur en eau:

Par la méthode de Karl Fisher, une masse de 0.5g de sorbitol a été introduite dans le mélange
réactif contenant du dioxyde de soufre et de di-iode, puis plonger 1’électrode ensuite mesurer la chute
de tension.

iv.  Teneur de D-glucétol:

Une masse de 0.4 g de sorbitol a été dissoute d’ans 1’eau, puis complété a 100 ml avec le
méme solvant. A cette solution, un volume de 20 ml de solution de periodate de sodium (21.4 g/l) a été
ajouté et 2 ml d’acide sulfurique dilué; ensuite chauffé au bain marie pendent 15 min exactement.
Apres, la solution a été refroidi, puis ajouter par petites quantités 3 g de bicarbonate de sodium, par la
suite ajouter 25 ml d’arsénite de sodium 0.1 M et bien mélanger. Un volume de 5 ml d’une solution
d’iodure de potassium a 200 g/ a été ajouté, puis laissé reposer pendent 15min.

La solution a été titrée par I’iode 0.05 M jusqu’a apparition d’une coloration jaune ; puis
effectuer un titrage a blanc (1 ml d’iode 0.05M correspond a 1.822 mg de CgH120s).

e) Saccharose:

Aspect : Poudre cristalline blanche ou sensiblement blanche, ou cristaux brillants, incolores ou
blancs ou sensiblementblancs.
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Solubilité : Trés soluble dans I’eau, peu soluble dans 1’éthanol a 96°, pratiquement insoluble dans
1’éthanol anhydre.

Identification :
i.  Spectrophotométrie d’absorption dans ’infrarouge:

Le saccharose a été identifi¢ par spectrométrie d’absorption dans I’IR qui permet de confirmer
I’identité de la substance. Le spectre IR de la poudre peut étre obtenu directement a 1’aide d’une
pastille de bromure de potassium (KBr). Le spectre est identique au spectre de référence du
saccharose, substance chimique deréférence(SCR).

ii.  Pouvoir rotatoire spécifique:
Un volume de 26 g de saccharose a été dissous dans 1’eau; puis complété a 100 ml avec le méme
solvant, a I’aide d’un polarimeétre le pouvoir rotatoire spécifique a été mesuré.
Essais :
> Aspect de la solution : La solution S estlimpide.
i. Conductivité:

Une masse de 31.3 g de saccharose a été dans ’eau, exempte de dioxyde de carbone, préparée
a partir d’eau distillée; ensuite compléter a 100 ml avec le méme solvant. La conductivité C1 de la
solution et la conductivité C2 de 1’eau utilisée pour préparer la solution ont été mesurées, tout en
maintenant doucement sous agitation magnétique. Les valeurs obtenues ne varient pas plus de 1% en
30s.

La conductivité est calculée par I’équation suivante : C1 —0.35 C2.
il. Indice de couleur:

Un volume de 50 g de saccharose a été dissous dans 50 ml de 1’eau. Ensuite mélangé, filtré
(diamétre des pores 0.45 um) et dégazé ; ’absorbance a 420 nm a été mesurée, sous une épaisseur
minimale de 1 cm. En effet I’indice de couleur est calculé a I’aide de I’expression suivante :

_ Ax100
bxc

I

Avec :
A : Absorbance mesurée a 420nm.
b : du parcours en cm.

¢ : Concentration de la solution (g/ml) calculée a partir de I’indice de réfraction de la solution. En
utilisant le tableau 0204-1 (Annexe 4) pour interpoler les valeurs si nécessaire.

iii. Sucre réducteur:

Dans un tube a essai, un volume de 5 ml de solution S a été introduit, 5 ml d’eau, 1 ml
d’hydroxyde de sodium 1 M et 1 ml d’une solution de bleu de méthyléne a 1 g/l. Mélanger la solution
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et la placer dans un bain marie. Aprés 2 min exactement, le tube a été sorti du bain marie et la
solution a examiner observée immédiatement. La coloration bleue n’a pas disparucomplétement.

Solution S : Une masse de 50 g de saccharose a été dissoute dans 50 ml de I’eau. Bien mélangé et
laisser reposer.

Solution & examiner : Une masse de 4 g de saccharose a été dissoute dans de I’eau distillée
récemment préparée et compléter a 10 ml avec le mémesolvant.

iv. Perte a la dessiccation:

La perte a la dessiccation a été déterminé a 1’étuve a 105°C pendent 3h sur 2 g de saccharose.
En effet, la perte a la dessiccation est calculée par 1’expression:

Pe—(Pf—Pi)

Avec : Pe 100

Pe : Prise d’essai
(g).Pf: Poids final.
Pi: Poids initial.

f) Eau purifiée:

C’est une eau destinée a la préparation des médicaments autres que ceux qui doivent étre
stériles et exempts de pyrogénes, sauf exception justifiée etautorisée.

i. Caracteres organoleptiques : Liquide, limpide etincolore.

ii. Conductivité : La conductivité a été sans compensation de température et enregistrer
simultanément la température. Des mesures avec compensation de température peuvent étre
effectuées apres validation appropriée. L’eau purifiée en vrac satisfait aux exigences, si la
conductivité mesurée a la température enregistrée n’est pas supérieure a la valeur indiquée dans
le tableau suivant:

Tableau 1: Température et exigences de conductivité.

Température (°C) Conductivité (uS.cm™)

0 2.4
10 3.6
20 4.3
25 5.1
30 5.4
40 6.5
50 7.1
60 8.1
70 9.1
75 9.7
80 9.7
90 9.7
100 10.2
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iii. Substances oxydables:
Un mélange de 100 ml d’eau purifié en vrac, de 10 ml d’acide sulfurique dilué et de 0.1 ml de
permanganate de potassium 0.02 M a été chauffé jusqu’a ébullition pendent Smin.

La solution doit rester Iégérement rose pour qu’elle réponde a la norme et qu’elle soit conforme.
iv. Nitrate:

Dans un tube a essai placé dans de I’eau glacée, un volume de 5 ml d’eau purifiée en vrac a
été introduit et ajouter 0.4 ml d’une solution de chlorure de potassium a 100 g/1, 0.1 ml de solution de
diphénylamine puis, goutte a goutte et en agitant, 5 ml d’acide sulfurique exempt d’azote. Le tube a
été placé dans un bain-marie & 50°C. Si aprés 15 min, il apparait une coloration bleue, elle n’est pas
plus intense que celle d’un témoin préparé simultanément et dans les mémes conditions avec un
mélange de 4.5 ml d’eau exempte de nitrate, et de 0.5 ml de solution a 2 ppm de nitrate(NO3).

g) Analyse des articles de conditionnement:
1. Analyse physique:
1.1. Test des bouchons:
a) Lacouleur : Le bouchon en plastique est de couleurblanche.
b) Contrdle dimensionnel : a ’aide d’un pied a coulisse les dimensions de 10 fermetures ont
été mesurées et, puis calculer la moyennede:
e Diametre extérieur desbouchons.
e Hauteur des bouchons(20.6+0.2).
e Poids (g) : a ’aide d’une balance analytique, le poids de 10 fermetures a ét¢ mesuré puis faire
lamoyenne.
1.2.  Analyse des flacons en verre:
a) Aspect : Flacon rond en verre de type 3,ambré.
b) Propriété : Flacon propre, ne contient pas de saleté ni de débris deverre.
c) Contr6le dimensionnel : Le contrdle dimensionnel des flacons en verre se fait a 1’aide d’un
pied a coulisse et un projecteur de profil. Les dimensions mesurées sont:

Tableau 2: Analyse physique de flacon en verre de 125 ml.

Analyse Spécification Nombre d’échantillon Test
guantitative

Hauteur 113.54115.30 10 Pied a coulisse

Diamétre du corps 48.2a49.80 10 Pied a coulisse

(mm)

Diamétre interne du 19.70 & 20.30 10 Pied a coulisse

goulot
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2. Analyse chimique de flacon en verre de 125ml:
a) Résistance hydrolytique sur verre en grain (ml) : ne nécessite pas plus de 8.5 mi
d’acide chlorhydrique 0.02 M:

Les flacons a tester ont été rincés avec de 1’eau et séchés dansl’étuve.

Trois flacons de verres ont été brisés, puis broyés ettamisés.

Des fragments qui ne dépassent pas 30 mm ont été pris, et les soumettre & une nouvelle
opération de concassage. Ensuite une masse de 10 g de verre a été prise pour la faire passer sur
I’aimant afin de récupérer les débris de fer qu’il peutcontenir.

Un volume de 30 ml d’acétone a été ajouté, et agité par mouvement circulaire, ensuite couvrir
avec l’aluminium et le mettre dans I’étuve a 140°C pendent 20 min, afin d’enlever les
impureteés.

Aprés refroidissement, dans deux fioles coniques distinctes, une masse de 10 g de verre séchés
a été introduite, plus 50 ml d’eau dans une fiole et dans 1’autre fiole un volume de 50 ml d’eau
seulement (solution blanc) a étémis.

Les fioles ont été couvertes, et les mettre dans 1’autoclave a 121 £ 1°C pendent 30min.

Aprés autoclavage et refroidissement, quelques gouttes de rouge de méthyle ont été ajoutées
dans chaque fiole, puis ajouter I’acide chlorhydrique 0.02 M ; titrer jusqu’au changement de
couleur pour chacune des : solution témoin/solutionéchantillon.

Le volume de I’acide chlorhydrique est donné par la relation : V1— Vecn= V achior

b) Transmittance de la lumiere (%) dans I’intervalle (290-450nm) <10:

Le flacon de verre a été brisé, puis sélectionner des fragments représentant 1’épaisseur
moyenne de la paroi. Ensuite, 1’échantillon lavé, séché etessuyé.

L’échantillon de verre a été placé dans le spectrophotométre. Par la suite, la transmittance de
la section a été mesurée par rapport a I’air dans la région spectrale de 290nm a 450nm, en
continue ou & des intervalles de20nm.

c) Volume de remplissage (%) : Le volume de remplissage correspond a 90% de leur
capacité a ras bord:

Au hasard 3 flacons du lot d’échantillons ont été prélevés, et éliminer tout corps étranger
(saleté ou résidud’emballage).

La pesée a 0.1 g a été prise pour les flaconsvides.

Sur une surface plane et horizontale, chacun des flacons est déposé et rempli avec de 1’eau
distillée jusqu’a bord supérieur en évitant les débordements et I’introduction des bullesd’air.
Leniveaudeliquidea étéajustéparrapport auniveausupérieur(rasbord)duflacon.
Lesflaconsremplisont étépeséspourobtenirlamassed’eauexpriméealdécimale.

La valeur moyenne de la capacité a ras bord a été calculée, en ml et multipliée par 0.9 le
résultat obtenu (exprimé avec 1 décimale) correspondant au volume remplissage a ras bord
pour le lot de récipient considéré.

I.2. Les Etapes de fabrication:
> LaPesée:

Une étape critique de la fabrication, elle se fait selon les indications de la pharmacopée

européenne de 9°™ Edition, avec le matériel suivant :
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Des balances : min 6000 g et max600 kg.

Des imprimantes donnant des étiquettes portant le poids de la matiére pesée.

» Eléments a controéler:

Présence de I’étiquette « acceptée » apres la pesée des matieres premieres du lot.

Présence du numéro de lot pesée (ticket de balance) des matiéres premiéres est adéquate a la valeur
théorique indiquée sur la feuille de pesée.

» Formulation :

Equipements et matériaux utilisés:
e Cuve de préparation 6000L.
e Cuve mobile 600L.
e Cuve de stockage 6000L.

Etapel : préparation de la solution de sirop dans la cuve 6000 L :

e  Une quantité de 800 litres d’eau purifiée a été introduite dans la cuve de 6000L.

e La cuve a été chauffée jusqu’a70°C.

e La quantité pesée du Parahydroxybenzoate de méthyle (4.743 Kg) a étéintroduite.
e Laquantité pesée du Saccharose (2400 Kg) a étéajoutée.

e La quantité pesée du sorbitol (140 Kg) a étéajoutée.

e Le mélange a été laissé sous agitation jusqu’a parfaite dissolution (environlh).

e  Une quantité d’eau purifiée a été rajoutée jusqu’a 3733Kg.

o Le mélange a été laissé sous agitation pendant 30min.

e Le mélange a été refroidi jusqu’a30°C.

Etape?2 : préparation de la solution du principe actif 600 L

e Un volume de 200 L d’eau purifiée a ét¢ introduit dans la cuve de 600L.

e La quantité pesée du Dexchlorpheniraminemeléate (0.405 Kg) a étéintroduite.
e La quantité pesée de I’acide citrique monohydrate (2 Kg) a étéintroduite.

e Le mélange a été laissé sous agitation jusqu’a parfaitedissolution.

Etape3 : phase de transfert

e Lasolution de mélange de la cuve 600 L a été transférée vers la cuve de préparation 6000L.
e La cuve a été rincée deux fois avec 1’eau purifiée puis transférée vers la cuve de préparation
6000 L, puis laissée sous agitation pendant 30min.

Etape4 : mélange final et aromatisation

e La quantité pesée de I’ardme de cerise 8 Kg a été introduite, et laissée sous agitationpendant
5 min.

e [ ’agitation a été arrétée, puis ajuster le poids du sirop avec de I’eau purifi¢e a 4880Kg.

e Lisser sous agitation pendant 30min.

e Lorsque la formulation est terminée, il a été mentionné I’heure defin.

Page 19



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

Etapes :

Etapeb :

Etape7 :

prélevement des échantillons

L’heure et le volume de prélévement ont été¢ mentionnés.
déblocage du produit intermédiaire

L’heure de déblocage a été mentionnée.

filtration et transfert vers la cuve de stockage 6000 L

Le produit a été filtré a travers le filtre a cartouche 55 pm.

1.2.1. Controle en cours de production de I’ HISTAGAN(produitintermédiaire):

Caractere:

Une quantité de sirop HISTAGAN a été prélevée de la cuve de préparation et la placer dans un
bécher puis son aspect a été vérifié avec I’ceil nu sous la lumiére directe.

Identification :

A.

AN

Dosage de principe actif dexchlorphéniramine (%) maléate: et de conservateur

parahydroxybenzoate de méthyle (g/100ml) parHPLC.

pH : Aprés étalonnage du PH métre a I’aide des solutions tampons commerciales de pH 4,
pH 7 et de pH10, et avoir Vérifié son fonctionnement, un volume de I’échantillon sirop
suffisamment important a été prélevé; pour permettre I’immersion d’électrode dans le bécher
pour mesurer lepH.

Densité : La densité a été opérée par un densimétre électronique ou par un pycnometre. La
mesure de densité par pycnomeétre donne des résultats plus précis, la technique est comme
suit:

Sur une balance de précision, il a été pese:

Le pycnomeétre vide et sec, tarer son poids(Pyide).

Le pycnométre rempli d’eau, jusqu'au trait de jauge, puis son poids a été mentionné(Peau).

Le pycnométre rempli de sirop, jusqu'au trait de jauge, puis son poids a été mentionné
(Psirop)-

Pendanttouteslesopérationsquivontsuivre,ilnefautpastenirlepycnometreapleine

main. L expression de la densité par « pycnométre » du liquide est :

Y¢= p sirop — p videlp eau—p vide

1.2.2.Filtration:

Lorsque les résultats du contréle qualité sont conformes, le mélange final est transféré de la
cuve de préparation vers la cuve de stockage en le filtrant sur une chambre filtrante de porosité
déterminée. Dans le cas ou un test est inférieur ou supérieur, une rectification est opérée et les tests
sont évalués denouveau.
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1.2.3. Conditionnement:

Le conditionnement primaire n’est effectué que lorsque les tests cités précédemment sont
corrects.

a) Conditionnement primaire:

On utilise des flacons en verre, de couleur ombrée de capacité 125 ml, avec des bouchons en
polyéthylene haute densité de couleur blanche.

Ce conditionnement est effectué de maniere automatique, de la cuve de stockage vers une
remplisseuse-boucheuse puis 1’étiqueteuse.

b) Conditionnement secondaire:

Consiste a mettre chaque flacon dans un étui individuel accompagné d’une notice. Ces étuis
sont conditionnés dans un carton portant le nom du produit, les mentions (N° de lot, date de
fabrication et la date de péremption) ainsi que le nom de lasociéteé.

1.2.4. Contrdle en cours de production (In process control):
Les Bonnes Pratiques de Fabrication décrivent les contrdles en cours comme des:

« Controles effectués au cours de la fabrication d’un médicament en vue de surveiller et si nécessaire
d’ajuster le processus afin de s’assurer que le produit est conforme a ses spécifications ».

Les contrbles du produit en ligne de conditionnement doivent permettre de vérifier au moins les
points suivants:

I’apparence générale duconditionnement.

la présence de tous les éléments deconditionnement.

Controler levolume

I’utilisation des produits et des articles de conditionnementcorrects.
I’exactitude dessurimpressions.

le fonctionnement correct des contréles deligne.

AN NN VNN

L.3. Controle de qualité d’HISTAGAN 0.01% produit fini Saidal:

Dans ce titre sont présentés les méthodes et matériel utilisés pour réaliser le contrdle qualité du
produit fini d’HISTAGAN 0.01% Saidal. Le médicament suit un processus extrémement réglementé
ou le contréle qualité et le respect des bonnes pratiques de fabrication sont essentiels. Il doit répondre a
des normes de qualité nationales et internationales trés strictes, et garantir le respect de
I’environnement et de sécurité.

» Contr6le du produit fini :

Il permet de décrire la méthode des différents paramétres physico-chimiques de ’HISTAGAN
sirop & 0.01%.
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1.3.1. Caractéres organoleptiques:

Les propriétés organoleptiques d’un produit jouent un role primordial dans sa perception avant
usage ou consommation et dans son appréciation lorsqu’il est consommé ou utilisé. Les propriétés
organoleptiques peuvent étre évaluées lors d’une analyse sensorielle pour controler 1’aspect visuel
(forme, couleur, la texture, le gout, ’odeur, les aromes,...etc). Il est nécessaire pour chaque lot de
production.

Aspect : Liquide limpide, sirupeux et légérement jaunatre.
A. Mesure de PH:

Le pH du sirop était mesuré tel quel est ; par un pH métre de laboratoire de types Hanna 211.

B. Densité:

A 20°C la densité a été opérée par le densimétre électronique.

C. Volume moyen:

Le volume moyen des flacons du produit fini HISTAGANO0.01% est déterminé sur 10 flacons
prélevés au hasard du méme lot, et calculé sur la moyenne des 10 flacons.

D. Dosage du principe actif Dexchlorphéniramine maléate et du conservateur
Parahydroxybenzoate de méthyle par PHPLC :
1.3.2. Préparation des solutions :

a) Solution meére de dexchlorephéniramine maléate : Une prise d’essai exactement pesée de
20 mg du dexchlorephéniraminemaléate (matiere premiere titrée) est introduite dans une fiole de
100 ml ; dissoute avec 50 ml de phase mobile, bien agiter, puis compléter au volume avec le méme
solvant et bienagiter.

b) Solution mére nipagine: Une prise d’essai exactement pesée de 60 mg de parahydroxybezoate
de méthyle (nipagine) (matiere premiére titrée) était introduite dans une fiole de 25 ml ; dissoute
avec 15 ml de méthanol ; bien agiter, puis compléter au volume avec le méme solvant ; et bien
agiter.

c) Solution standard : Un volume 5 ml de chaque solution mére a été introduit dans une fiole de
50 ml, puis complété au volume avec le solvant dedilution.

Formule de calcul de la teneur du principe actif dexchlorphéniraminemaléate :

Teneur en dexchlorpheniramine maléate

Se Pst Dilution e
= X X X

Sst  Dilution Vsirop

, 100
Purte x

Avec :
S e : Surface du dexchlorphéniramine maléate dans la solution a examiner.

S st : Surface du dexchlorphéniramine maléate dans la solution standard.
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P st : Prise d’essai du dexchlorphéniraminemaléate dans la solution standard, en g.
Dilution st : Dilution de la solution standard, en ml.

Dilution e : Dilution de la solution a examiner, en

mlL.V sirop : Volume prélevé du produit fini en ml.

Pureté : Pureté du dexchlorphéniraminemaléate (matiére premiére titrée), exprimé en%.

Formule de calcul de la teneur du conservateur parahydroxybenzoate de méthyle :

Teneur en nipagine(g/L00ml)= ﬁx B . Dilutione
Sst  Dilution s Vsirop

ureté

Avec :

S e : Surface du nipagine dans la solution a examiner.

S st : Surface du nipagine dans la solution standard.

P st : Prise d’essai du nipagine dans la solution standard, en g.
Dilution st : Dilution de la solution standard, en ml.

Dilution e : Dilution de la solution & examiner, en

ml.

V sirop : Volume prélevé du produit fini en ml.

Pureté : Pureté du nipagine (matiére premiére titrée), exprimée en%.
I. Etude de stabilité :

C’est la spécification de qualité pour la durée de validit¢ proposée. Pour ’'HISTAGAN sirop
0.01% flacon de 125 ml, de groupe Saidal Constantine 2, une durée de 36mois a été proposé. La
méthode d’évaluation effectuée dans la stabilité est la méme effectuée au cours d’analyse du produit
fini.

Dans la salle climatique (T°15 a 25°C ; H°65%) (Type : Binder de I’Allemagne), il y a trois
enceintes climatiques installées selon les recommandations ICH : International Conférence on
Harmonisation of TechnichalRequirements for Registration of Pharmaceuticals.

Les échantillons ont été conservés dans leurs conditionnements de commercialisation dans les
conditions suivantes :

Conditions réelles : T°/HR% : (25°C+2°C ; HR 60% * 5%) ; (30°C+2°C ; HR 65% +5%).
Pendant X mois (Temps To, T3, Te, To, T12, T1s, Toa, Tx).

Conditions accélérées : T°/HR% : (40°C+2°C ; HR 70%

+5%).Pendant 6mois (Temps To, T3, Ts).
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I11. Contrdle microbiologique:

L’objectif est de controler le niveau de contamination microbienne et fongique d’un produit non
obligatoirement stérile HISTAGAN 0.01% sirop, par la méthode de dénombrement sur plaque
gélosique.

I11.1. Analyse microbiologique des matieres premieres:
111.1.1. Sorbitol :

Le niveau de la contamination bactérienne et fongique du Sorbitol poudrea été contr6lé, par la méthode
de dénombrement sur plaques ou bien par la méthode de filtration sur membrane.

A. Préparation de I’échantillon:
Le poste de travail a été préparé et tout le matériel qui entre dans la zone de travail désinfecté
Selon Iinstruction« PREPARATION DU POSTE DE TRAVAIL »; voir I’annexe 06.

Les gants, bavettes et calot ont été préparés. S/l
Deux boites gélosées TSA ont été mises (une du coté droit &1 ‘4'
et ’autre boite du c6té gauche) a I’intérieur de la hotte pour i )

~ . . Solution mérel/10
controdler 1’airpassif.

Les mains gantées ont été désinfectées (avant chaque ‘

manipulation ou aprés chaque sortie des mains de la hotte). 0-1ml de la solution mére dans

chaque boite de Pétri

En evitant toute sorte de contamination, le flacon de R

-

prélevement contenant 10 g du sorbitol a été dévissé puis

DMLT en DGAT en
ajouter aseptiquement 90 ml de solution tampon au chlorure surface surface
de sodium pH7 afin d’obtenir une solution meére d'un rapport o1 mi 01 mi
de dilution de 1/10 (le contour du flacon a été flambé). Le - 4 -
flacon bien fermé et I’échantillon homogénéisé.
B. Méthode de dénombrement sur plaques:
i. Dénombrement des germes aérobies totaux £ P
(DGAT): e il
Boite SABOURAUD Boite TSA
Etalement en surface : ] 1
A partir de I’échantillon préparé (solution mere 1/10), un ‘
volume de 0.1 ml (100 pl) a été prélevé a I’aide d’une ‘ L
micropipette. Incubation des boites Incubation des boites
SABOURAUD a 20- TSA a 30-35°C
Ce volume a été déposé au centre d’une boite gélosée TSA 25°C pendent 5- pendent 3-Sjours
7jours

et étalé avec une pipetterateau (pour une meilleure

Figure 3 : Méthode de dénombrementsur plaques.

lecture des UFC, veiller a ne pas trop étaler I’inoculum sur la paroi de la boite Pétri).
Un témoin négatif a été effectué en ensemengant 100 pl du pH7 en surface d’une boite gélosée
TSA.
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Les boites gélosées ont été incubées du TSA a 30-35°C pendant 3 a5 jours.

Dénombrement des levures et moisissures totales(DMLT):
Etalement en surface:

A partir de I’échantillon préparé (solution mére 1/10), un volume de 0.1 ml (100 pl) a été prélevéa
I’aide d’une pipette Pasteur.
Ce volume a été déposé au centre d’une boite du milieu Sabourauddextrosé gélosé et étalé avec une
pipette rateau, effectuer un témoin négatif en ensemencant 100 pl du pH7 en surface d’une boite
Sabourauddextroségélosé.
Les boites gélosées Sabouraud ont été incubées a 20-25°C pendant 5-7 jours.
Les étapes sont illustrées dans la figure 1.

Recherche d’Escherichia coli:
11 a été prélevé aseptiquement 10 ml de I’échantillon préparé (solution mére), et ensemencé dans
100 ml du milieu liquide aux peptones de caséine et de soja (TSB), ensuite il a été homogénéisé.
Le flacon TSB a été incubé a 30-35°C pendant 18 a 24 h, puis agiter le flacon aprés cette
incubation.
Un volume de 1ml a été transféré du contenu dans 100 ml de milieu liquide de MacConkey, puis
incubé a 42-44°C pendant 24 a 48h.
Des subcultures 0.1 ml (100 ul) du milieu liquide de MacConkey ont été effectuées sur une boite
de milieu gélosé de MacConkey et étalées a 1’aide d’une pipette rateaustérile.
Les boites gélosées MacConkey ont été incubées a 30-35°C pendant 18 a 72h. Les étapes sont

illustrées dans la figure 2.
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Prélever 10 ml de Soliiboaaiees
I'échantillon préparé

etensemencer 100 ml de
TSB

Homogénéiser le flacon TSB

I Incuber3a 30-35°C pendant24h I

4

Transférer 1 ml du bouillen
TSBdans 100 ml de
Macconkey bouillon

bl

cERecli

| _Pre-enrichissement >

I Incubera 42-44°C pendantd48h I
' 3

Effectuer un repiquage sur
I le milieu Macconkey gélose

| Enrichissement >

[ Incuber a 30-35°C pendant72h ]

| iIsclement >

Apres 72h d’incubation

pa N\

Absence d’E.coli | Présence d’E.coli

Macconkey apres
incubation

Colonies rouges non
mugueuses entourées
d’un halo opaque

Identification Investigation
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Figure 4 : Recherche des Escherichia coli.

iv.  Recherche des Salmonelles:
Il a été transferé aseptiquement 10 g de la matiére pure, et ensemencé dans 100 ml du milieu
liquide aux peptones de caséine et de soja (TSB).ensuite il a été homogénéisé et Incubé a 30-35°C
pendant 18 a 24h. Aprés cette incubation le flacon a été agité.
Il a été transféré aseptiquement 0.1 ml du milieu liquide aux peptones de caséine et de soja dans 10
ml du milieu liquide d'enrichissement pour les Salmonelles Raport-Vassiliadis. Ensuite incuber a
30-35°C pendant 18 a 24h.
Des subcultures ont été effectuées sur boite de milieu gélosé Xylose-lysine-désoxycholate. Ensuite
incubées & 30-35°C pendant 18 a 48H. Les étapes sont illustrées dans la figure 3.
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Ensemencer
aseptiquement 10g de
la matiere pure, dans
100ml du milieu liquide
aux peptones de
caséine et de soja (TSB).

Solution mere

Homogénéiserle flaconTSB
| Incubera 30-35°C pendant24h

0

&

e

[ire-enrichissement>

Transférer 0.1ml gu bouillon
TSB dans un tube de 10ml du
milieu Rappaport-Vassiliadis

[ Enrichissement >

S Incubation 3 30-35°C pendant 24h

S = e il

Effectuer un repiquage sur le
milieu Xylose-lysine-

désoxycholate
[ isclement
=1 Incubation a30-35°C pendant48h

Figure 5 : Recherche des salmonelles.

111.1.2. Arome de cerise:

» Préparation de I'échantillon:
Les gants, bavettes et calot ont été mis, apres désinfecter, avec 1’alcool isopropylique 70%, tout le

matériel qui entre dans la zone de travail.

Une boite de TSA a été mise sous la hotte a flux laminaire pour controler I’air passif.

Bien désinfecter les mains gantées (avant chaque manipulation ou aprés sortie des mains de la
hotte). Ensuite, le contenu du flacon de prélévement contenant I’ardme a été homogénéisé, puis
dévisser le bouchon en évitant toute sorte de contamination (un flambage sur le contour du flacon a
éte fait).

A T1’aide d’une seringue il a été prélevé aseptiquement un volume de 10 ml d’ardme, puis versé
dans un flacon stérile de 100 ml. Le volume a été complété a 100 ml en ajoutant 90 ml de solution
tampon au chlorure de sodium pH7 pour obtenir une solution mére d'un rapport de dilution de 1/10.

Les étapes de la préparation de I’échantillon sont illustrées dans la figure4.
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Flacon de prélévement contenant I'arome

!
Sofution pH7

Flacon Stérile

Homogénéisation

|
i
1
1
i
v

=2

Solution mére 1/10

Recherche
D’Escherichia
coli

DGAT DMLT

v

Recherche
de
salmonelle

Figure 6 : Préparation de I’échantillon « solution mérey.

i. Dénombrement des germes aérobies totaux (DGAT) : méme procédure suivie

dansl’analyse de la matiére premicere.

ii. Dénombrement des levures et moisissures totales (DMLT): méme procédure

suiviedans I’analyse de la matiére premicre.

iii.  Recherche des Escherichia coli : méme procédure suivie dans I’analyse de la matiére

premiére.

iv.  Recherche des salmonelles : méme procédure suivie dans I’analyse de la matiére premiére.

111.2.2. Analyse produit fini:

» Préparation de I'échantillon:
Le poste de travail a été préparé, avec les gants, bavettes et calot.

Cing flacons ont été sortis de leurs emballages puis désinfectés avec une compresse stérile imbibée

d’alcool.

Les mains gantées ont été désinfectées (avant chaque manipulation ou sortie des mains de la hotte);
Ensuite, le contenu de chaque flacon a été homogénéisé, puis dévisser le bouchon en évitant toute sorte de

contamination.

Un volume moyen de chaque flacon a été mis dans un bécher stérile de 50 ml.
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Il a été prélevé un volume de 10 ml du mélange
des 05 flacons a 1’aide d’une seringue stérile et
versé dans un autre bécher stérile de 100 ml ;
ensuite, compléter le volume a 100 ml en
ajoutant 90 ml de solution tampon au chlorure de
sodium pH7 additionné de Tween 80 a 3% pour
obtenir une solution meére d'un rapport de
dilution de 1/10. Bien homogénéiser la solution.
Les étapes de la préparation de
sont illustrées dans la figure6.

I’échantillon

Méthode de dénombrement des gern
aérobies totaux (DGAT) : méme procéd

suivie dans [’analyse de la matiére premidq

Dénombrement des levures et moisissu
totales (DMLT) :
Méme procédure suivie dans l’analyse

de la matiére premiére.

|

Un mélange de 10 ml

@ 10 ml de sirop

pm—

oy —Solution mere
90 ml solutiontampon 10ml sirop

E.Coli
DGAT

bmLT

Figure 7 Préparation de 1’échantillon

Solution HISTAGAN.
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Chapitre 111 Résultats et discussion

I.  Contrdle physico-chimique:

Les résultats obtenus ont pour objectif de déterminer la conformité de toutes les matieres

premiéres jusqu’au produit fini, par rapport aux normes de la pharmacopée européenne 9°™et
10°meédition.

I.1. Matiéres premieres :
1.1.1. Arome de cerise:

Les résultats obtenus du contrble physico-chimique de 1’ardme de cerise sont présentés dans le
tableau suivant :

Tableau 3: Résultats du contrdle physico-chimique de I'ardme de cerise

Test Normes Résultats Conformité
Aspect Liquide limpide incolore a Liquide limpide incolore a Conforme
lIégérement jaune, a odeur lIégérement jaune, a odeur
caractéristique de cerise. caractéristique de cerise.
Densité 0.8960 - 0.9360 0.9147 Conforme
relative
Indice  de 1.3460 -1.3760 1.3610 Conforme
réfraction

Les résultats de 1’analyse de I’ardme de cerise s’accordent aux normes de la pharmacopée

européenne 2017.

La mesure de la densité par un densitométre et 1’indice de réfraction par un réfractomeétre
assure la qualité, ’identité et la pureté de la substance.

1.1.2 Principe actif Dexchlorphéniramine maléate:

Les  résultats

obtenus du contrble

physico-chimique  du

Dexchlorphéniraminemaléate sont présentes dans le tableau suivant :

Tableau 4: Analyse physico-chimique du principe actif Dexchlorphéniraminemaléate

principe

actif

Tests Normes Résultats Conformité
Aspect Poudre cristalline blanche. | Poudre cristalline blanche. Conforme
Solubilité : Soluble. Soluble. conforme

Identification

Pouvoir rotatoire +22 a +23 +22.1 Conforme

spécifique

Spectrophotométrie Identique au spectre de| Identique au spectre de| Conforme

dans I'IR référence du PA. référence du PA.

Réaction (a) des e précipité se dissoutf Le précipité se dissout Conforme
chlorures facilement a I’exception facilement a 1’exception
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d’éventuellesparticules d’éventuelles particules
importantes qui se importantes qui se
dissolventlentement. dissolventlentement.
Essais :
Aspect de la Lasolution S est limpide et | La solution S est limpide et |Conforme
substance n’est pas plus fortement n’est pas plus fortement
colorée gue la solution colorée que la solution
témoin JBe. témoin JBe.
45a5.5 4.6 Conforme
Ph
s <0.5 0.007 Conforme
Perte ala
dessiccation
<0.1 0.0 Conforme

Cendre sulfurique

Dosage par 98 a2 100.5 99.43 Conforme
potentiométre

D’aprés les résultats du Tableau 1 :

Les résultats de I’analyse du principe actif dexchlorphéniraminemaléate s’accordent aux normes
de la pharmacopée européenne 2017.
L’analyse de la solubilité nous permet la diduction de la pureté de PA testé.

La valeur du pH de principe actif mesuré, pH= 4.6, indique la disponibilité des ions H*en solution,
et donc la possibilité de fournir des ions H* a unebase.

L’intérét de mesurer la perte a la dessiccation, trouvée conforme (0.007%), est de connaitre les
conditions de I’élimination de la totalité d’eau libre existante dans la mati¢re sans toucher a sa
composition et d’un c6té microbiologique sert a limiter la prolifération microbienne.

La mesure du pouvoir rotatoire donne +22.1, ce qui confirme 1’état de pureté de notre échantillon
sur le plan chimique, et la pureté isométrique (isomére actif) qui est la base de 1’activité pharmaco-
chimique de la molécule.

Le test de dosage du PA permet de s’assurer de la quantité et la qualité du PA, exigées par les
pharmacopées européennes, pour obtenir 1’effet thérapeutique désiré.

Figure 8 : Carbone asymétrique
(C) du principe  actif
Dexchlorphéniraminemaléate.
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1.1.3. Conservateur nipagine (Parahydroxybenzoate de méthyle):

Les résultats obtenus du contréle physico-chimique de la nipagine sont présentés dans le
tableau suivant :

Tableau 5: Analyse physico-chimique du conservateur parahydroxy benzoate de méthyle.

Tests Normes Résultats Conformité
Aspect Poudre cristalline, blanche. | Poudre cristalline blanche.
e nform
Solubilité Treés peu soluble dans ’eau| Trés peu soluble dans 1’eau Conforme
facilement soluble dans| facilement soluble dans
Conforme
I’éthanol a 96° et le I’éthanol a 96° et |le
méthanol. méthanol.
Point de fusion 1254128 126.3 Conforme
Spectrophotométrie Le spectre de I’échantillon| Le spectre de 1’échantillon
d’absorption correspond a celui de la correspond a celui de la
IR référence. référence. Conforme
La solution S est limpide et/ La solution S est limpide et
Aspect  de n’est pas plus fortement| n’est pas plus fortement
. . ) ) -1 Conforme
solution S colorée que la solution| colorée que la solution
témoin JBs. témoin JBe.
Le virage de l’indicateur | Le virage de I’indicateur
Acidité au bleu ne nécessite pas | au bleu ne nécessite pas
plusde0.1ml d’hydroxyde | plusde0.1ml d’hydroxyde | Conforme
de de
sodium 0.1M. sodium 0.1M.
Substance
apparentées par
HPLC (%):
»  Impureté A <0.5 0.04 Conforme
n |mpuretésnon <0.5 0.00 Conforme
spécifique
= Total <1.0 0.02 Conforme
DREEGE prlr AIPLE 98 a 102 101.4 Conforme

D’apres la pharmacopée européenne 2017, les résultats obtenus dans 1’analyse de conservateur
respectent les régles de la conformité.
L’analyse de la solubilité nous permet la diduction de la pureté de PA testé.
La mesure de point de fusion donne 126.3°C, ce qui indique la température de passage du
conservateur de 1’¢état solide a 1’état liquide. Le résultat est conforme a la norme.
Le spectre d’absorption de la lumiére par I’échantillon correspond a celui de la référence. Donc,
le résultat estconforme.
La recherche des impuretés est trouvée conforme et répond aux exigences de la pharmacopée
européenne.
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= [’objectif de dosage du conservateur est de s’assurer de sa qualité et quantité, et qu’il répond
aux exigences de la pharmacopéeeuropéenne.

1.1.4. Sorbitol :
Les résultats obtenus du contréle physico-chimique de sorbitol sont présentés dans letableau
suivant :

Tableau 6: Analyse physico-chimique de sorbitol.

Tests Normes Résultats Conformité
Aspect Poudre cristalline, blanche. Poudre cristalline blanche. Conforme
Solubilite Trés soluble dans [I’eau, Trés soluble dans [I’eau, Conforme
insoluble dans I’éthanol 96%. | insoluble dans 1’éthanol 96%.
Aspect de la ) o ) o
solution La solution est limpide et La solution est limpide et Conforme
incolore. incolore.
Conductivité a
20°C (uS.Cm- | <20 19 Conforme
1).
Teneur en eau <1.5 0.28 Conforme
(%)
Dosage
(teneur de D-| 984101 98.66 Conforme
glucitol) (%)

D’apres la pharmacopée européenne 2017, les résultats obtenus dans ’analyse de conservateur
respect les régles de la conformité.

La mesure de conductivité & 20°C doit étre <20, le résultat est donné 1.9 uS.Cm™* ; donc il répond
parfaitement aux exigences.

Le dosage de la teneur en eau de sorbitol par la méthode de Karl Fischer permettant d’évaluer la
qualité du sorbitol.

Le dosage de la teneur en D-glucitol donne le résultat 98.66% situé dans I’intervalle exigé *98 a
101%+ par titrage permettant d’identifier la quantité et la qualité de sorbitol.

1.1.5. Saccharose:

Les résultats obtenus du contréle physico-chimique de saccharose sont présentés dans le tableau
suivant :

Tableau 7: Analyse physico-chimique de saccharose.

Tests Normes Résultats Conformité
Poudre cristalline Poudre cristalline blanche.
Aspect blanche. Tres soluble dans 1’eau, peu Conforme
Spec Trés soluble dans ’eau,) soluble dans 1’ethanol96%,
—_ peu soluble dans insoluble dans I’éthanol Conforme
Sl ’ethanol96%, insoluble| anhydre.
dans 1’éthanol anhydre.
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Spectrophotométrie Spectre identique au Spectre identique au spectre
d’absorption  dans spectre de référence dul de référence du saccharosel Conforme
I’infrarouge saccharose SCR. SCR.
Aspect de la solution ) o ) o
La solution S est limpide. |La solution S est limpide. Conforme
Conductivité a 20°C
(uS.Cm1). <35 15.92 Conforme
Pouvoir rotatoire +66.3 &4 +67 +66. 36 Conforme
spécifique
Indice de couleur <45 35.54 Conforme
Sucres réducteurs La couleur bleue n’a pas |La couleur bleue n’a pas Conforme
disparu complétement. disparu complétement.
Perte a la dessiccation <0.1 0.01 Conforme

Les résultats d’analyse de saccharose s’accordent aux normes de la pharmacopée européenne
2017.

La spectrophotométrie de saccharose répond aux normes exigées par la méthode interne de
SAIDAL. Le spectre d’absorption de la lumic¢re dans la région IR est identique au spectre de
référence du saccharose SCR.

La conductivité est calculée par la méthode suivante :

C:-0.35C;

16.2—(0.35 x 0.8) = 15.92 ps/cm

Avec :
C1 : conductivité de la solution= 16.2 ps/cm.
C2 : conductivité de 1’eau utilisée pour la préparation de la solution=0.8 ps/cm.

La conductivité mesurée donne 15.92 pus/cm, et est conforme aux exigences de la pharmacopée
européenne.

Le pouvoir rotatoire spécifique est calculé par I’expression suivante :

ﬂ” X 100 = 17.262 « 100

Pe 26.0117 = 66.36

2|_e pouvoir rotatoire spécifique donne 66.36, et est conforme aux exigences de la pharmacopée
européenne.

Indice de couleur est calculé par la méthode :
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_ Ax1000
-~ bxc
[ = 0.022x1000
1x0.619
Avec :

= 35.54

A : absorbance mesuré a 420 nm.
b : longueur du parcours en cm.
¢ : concentration de la solution (g/ml) calculée a partir de I’indice de réfraction de la solution.

Indice de réfraction = 1.42057. Pour déterminer la concentration, la valeur correspondante a été

cherchée dans le tableau 0204-1 (Annexe). La valeur de I’indice de réfraction a été trouvée

comprise entre [1.4200 et 1.4221], qui correspond a I’intervalle [0.615 g/ml et 0.630 g/ml] donc :
1.4200 — 0.615

1.42057 — C
1.4221 — 0.630
0.630-C
1.4221-1.42057 _ 0630 _, 000153 _ — C=0.619 g/ml
1.4221-1.4200 0.630-0.615 0.0021 0.015

Les résultats trouvés pour 1’indice de couleur sont conforment aux normes de la pharmacopée
européenne 2017.

Perte a la dessiccation : La perte a la dessiccation est calculée par la méthode suivante :
Pe—(Pf — Pi)
Pe

2.00547 — (118.59725 — 116.59202)
2.00547

x 100

x 100 = 0.01%

Avec :

Pe : prise d’essai
(9).Pf: poids final.

Pi: poids initial.

Le résultat trouvés pour la perte a la dessiccation 0.01% correspondent aux exigences de la
pharmacopée européenne 2017.

1.1.6. Eau purifiée:

Les résultats obtenus du contréle physico-chimique de I’eau purifiée sont présentés dans le
tableau suivant:

Tableau 8: Analyse physico-chimique de I'eau purifiée.

Tests Normes Résultats Conformité

Caracteres Limpide et incolore. Limpide et incolore. Conforme
organoleptiques
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1.3a22.1°C
Conductivité <3.6 a10°C 1.3421.3°C
(uS.Cmt) <4.3 a20°C 1.4321.2°C Conforme
<5.1a25°C 13221.0°C
1.3a21.1°C
Substances Solution Iégerement rosée. | Solution légérement rosee. Conforme
oxydables
Nitrates (ppm) <0.2 <0.2 Conforme

Les résultats obtenus dans 1’analyse d’eau purifiée correspondent aux exigences de la
pharmacopée européenne 10¢™édition.

La mesure de la conductivité a 1’aide de conductimétre a une température d’environ 20°C est
conforme aux exigences.

La recherche des substances oxydable dans 1’eau purifiée sert a estimer la quantité de la matiére
organique présente dans la solution trouvée légérement rosée donc conforme aux exigences.

La mesure de nitrate d’ans ’eau trouvée <0.2 conforme. Ce qui détermine 1’absence des
polluants dans I’eaupurifice.

1.1.7. Bouchon et flacon en verrel25 mi:
a) Bouchon:

Les résultats obtenus de contréle physique des bouchons sont présentés dans le tableausuivant :

Tableau 9: Analyse physique des bouchons.

Tests Normes Résultats Conformité
Bouchon TE 28+, en| Bouchon TE 28+, en

Aspect PEHD, de couleur| PEHD, de couleur| Conforme
blanche. blanche.

Dimensions :

Diamétre 31.5+0.3 31.2 Conforme

extérieur(mm)

Hauteur (mm) 20.6£ 0.2 20.6 Conforme

Poids (g) 3.1+0.3 3.1 Conforme

La mesure dimensionnelle des bouchons est conforme aux exigences de la méthode interne de
SAIDAL.

Des bouchons polyéthyléne haut densité ont été utilisés, rigides et résistants aux devers chocs et au
changement de la température de couleur blanche correspondant a la norme de conformité exigée
par la méthode interne de SAIDAL.

La mesure des dimensions est faite comme suit :

31.5+31.5+31+32.5+33.5+30.5+29.5+29.5+30.5+32

Diamétre extérieur(mm): 0 =31.2mm

20.4+20.5+20.8+20.6+20.7+20.8+20.8+20.5+20.6+2.5

Hauteur(mm): ) =20.6mm
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3.1+3.1+3.3+3.3+3.2+2.9+2.943.0+3.2+3.2 _ 3.1g

Poids (g): m

Les dimensions mesurées correspondent a normes exigées par la méthode interne de SAIDAL.

b) Flacon en verre 125 ml:

Les résultats obtenus de contrdle physico-chimique de flacon en verre 125 ml sont présentésdans
les tableaux suivants :

Tableau 10: Analyse physique de flacon en verre 125 ml.

Contro6les dimensionnels Normes Résultats Conformité
Diametre du corps (mm) 48.20 4 49.80 48.76 Conforme
Hauteur (mm) 113.50 4 115.30 113.86 Conforme
?n']?rrge”e interne  du  goulot| 44 76 5 59 30 10.82 Conforme

Les résultats obtenus de contréle chimique de flacon en verre 125 ml sont présentés dans les
tableaux suivants :

Tableau 11: Analyse chimique de flacon en verre 125 ml.

Tests Normes résultats Conformité
Résistance Ne nécessite pas plus
hydrolytique sur | de 8.5 ml dacide| 4.2 Conforme
verre en grain(ml) chlorhydrique.
Transmittance de la
lumiére (%) dans
l’intervalle( ) 290- | =1° <10 Conforme
450nm)

Le volume de

remplissage correspond
volurrll_e 0 de a90% de 99.48 Conforme
el SR ) leur capacité a ras

bord.

Les résultats d’analyse physico-chimique de flacon en verre 125 ml répondent aux normes de la
pharmacopée européenne 9™ édition.
La mesure de diamétre du corps est donnée par I’expression :

484 +484+485+486+48.6+489+489+49.1+49.1+49.1  _ 43 76mm
10

= |La mesure de la hauteur de flacon:

1135+ 1135+113.6 + 113.6 + 113.7 + 113.7 + 114.0 + 114.0 + 114.5+114.5

=113.86mm
10
= Diamétre interne du goulot:
19.67 + 19.71 + 19.62 + 19.65 + 19.75 + 12.;37 +19.32 + 19.80 + 20.50+19.74 = 19.82mm
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= La résistance hydrolytique sur verre nécessite 3.5 ml HCL 0.02 M donc le résultat est conforme
par rapport auxnormes.
= Transmittance de la lumiére dans I’intervalle de 290 nm & 450 nm donne le résultat <10 donc le
verre ne laisse pas passer la lumiére du jour, donc il est conforme aux normes de lapharmacopée
européenne 9°™ édition2017.
= Volume de remplissage:

Avec :

Vmoyen =

V=

Vmoyen x 0.9 x 100

VY

V= 130.83 x 0.9 x 100 _ g4 994, > 90%

125
V1+V2xV3
_)

131+ 130.5 x 131
=130.83 ml

3

Vmoyen : VOlume moyen des 3 flacons

V:: volume de flacon testé.

1.2. Produit intermédiaire :

3

Les résultats obtenus d’analyse physico-chimique de produit intermédiaire (avant filtration) sont
présentés dans le tableau suivant :

Tableau 12: Analyse produit intermédiaire.

Tests

Aspect

Identificatio n

du PA par

HPLC

pH

Densité

Dosage :

= PA(%)

= Conserv
ateur
(9/100
ml)

Normes
Liquide  limpide,  sirupeux
jaunatre.
Le temps de rétention du

dexchlorphéniraminemaléate

dans la solution a examiner
correspond au temps de
rétention du

dexchlorphéniraminemaléate
dans la solution standard.

282432
1.22 31.26

904a110
0.108 4 0.132

Résultats
Liquide
jaunatre.

Le temps de rétention du
dexchlorphéniraminemaléate

limpide, sirupeux

dans la solution a examiner
correspond au temps de
rétention du

dexchlorphéniraminemaléate
dans la solution standard.

2.95
1.23

99.92
0.114

Conformité

Conforme

Conforme

Conforme
Conforme

Conforme
Conforme

= Selon les spécifications décrites dans la pharmacopée européenne 9™ édition, les résultats
d’analyses physicochimiques obtenus en cours de production sont conformes aux normes ; par
conséquent, le procédé de filtration peut étrelancé.
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» Afind’obtenirdesrésultatsplusprécis,ladensitéestmesuréeparméthodedepycnomeétre:

Psirop — P vid
p Fsirop — P vide

_P eau — P vide

D=

_29.840—17.553

12.287 _

27.470 —17.553

goi7 123

1.3. Controéle de produit fini HISTAGAN 0.01% sirop :

Les résultats obtenus d’analyse physico-chimique de produit fini sont récapitulés dans le tableau

suivant :

Tableau 13: Analyse de produit fini HISTAGAN 0.01% sirop.

Tests

Aspect
organoleptique

Identification
du PA par
HPLC

pH
Densité
Volume
moyen (ml)
Dosage :
PA (%)
Conservateur
(g/100ml)

L’évaluation sensorielle de

Normes
Liguide limpide, sirupeux
Iégerementjaunatre.

Le temps de rétention du
dexchlorphéniraminemaléate
dans la solution a examiner
correspond au temps de
rétention du
dexchlorphéniraminemaléate
dans la solutionstandard.

28432
1.22 a1.26
125+6

904110
0.108 2 0.132

I’HISTAGAN 0.01%

Résultats
Liquide limpide,
Iégérementjaunatre.
Le temps de rétention du
dexchlorphéniraminemaléate
dans la solution a examiner
correspond au temps de
rétention du
dexchlorphéniraminemaléate
dans la solutionstandard.

2.95
1.23
125.4

sirupeux

103.77
0.114

Conformité

Conforme

Conforme

Conforme
Conforme
Conforme

Conforme
Conforme

représente un aspect organoleptique

satisfaisant,répondant aux spécifications décrites dans la pharmacopée européenne 9°™édition.

Le pH mesuré de la solution d’HISTAGAN 0.01% est égal a 2.95. On conclut que le pH
mesurérépond aux normes.
La densité mesurée de la solution HISTAGAN 0.01% donne 1.23 ; donc, le résultat est
concluantet répond aux normes de la Pharmacopéeeuropéenne.
Le volume moyen était calculé selon la loi suivante :

Vmoyen =

2 Vm

n

125+ 125+ 125.5 + 126 + 125.5 + 125 + 125 + 126 + 125.5 + 126

moyen ~

Ce résultat trouvé signifie que le volume moyen calculé répond aux spécifications.

10

Vmoyen=125.4 ml

Le dosage du principe actif et conservateur de produit fini HISTAGAN 0.01% par HPLC
estreprésenté par le chromatogramme sur la figure ci-apres.
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mV

1000

750

500

250

Figure 9: Chromatogrammes de la solution standard PA et conservateur.

10

Summary(Compound)
A

1 STD HISTAGAN 184.Icd - Chl

2 STD HISTAGAN 18

3 STD HISTAGAN 18

4 STD HISTAGAN 18

5 STD HISTAGAN 18

6 STD HISTAGAN 182.led 2

7 STD HISTAGAN 181 Icd - Chl

o & STD HISTAGAN 181.lcd - Ch2
I

vvvvvv

Apa=n 225nm

)\conservateur: 254 nm

Le dosage et le pourcentage du PA et conservateur dans le sirop est déterminé par la surface
du pic chromatographique, qui montre un méme temps de rétention d’environ 20 min pour le PA, et
d’environs 13 min pour le conservateur, pour la solution standard et la solution sirop. Le résultat
confirme clairement le pourcentage qui se trouve dans le sirop, qui est de0.01%.

Les résultats obtenus (surface des pics et temps de rétention) de la solution standard du dosage
de PA et conservateur par HPLC sont rassemblés dans le Tableau 14 :

Tableau 14: Détermination de TR et surface moyenne des solutions standards.

Répétabilité 21/,?2;2;0“ Hauteur -rréetg]n%? on de Surface Teneur
STD : PA,injcl 30 13232 20.984 545495 99.53000
STD : PA,injc2 30 13162 20.983 545960 99.53000
STD : PA,injc3 30 13099 20.975 543868 99.53000
STD : PA,injc4 30 13056 20.983 547139 99.53000
STD : PA,injc5 30 12984 20.992 544115 99.53000
La moyenne / 13107 20.983 545315 99.53000
STD :nipagine,injcl | 30 1093113 13.327 24240748 0.12040
STD :nipagine,injc2 | 30 1090060 13.323 24245298 0.12040
STD :nipagine,injc3 | 30 1087678 13.317 24239918 0.12040
STD :nipagine,injc4 | 30 1085471 13.320 24249985 0.12040
STD :nipagine,injc5 | 30 1084849 13.319 24251488 0.12040
La moyenne 1088234 13.321 24245487 0.12040
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Summary(Compound)
Detector A

mV T HISTAGAN PF 065 009.lcd - Cj'r{ 1
1000

e
agine

5 HISTAGAN PF 065 007.Icd - C

Nipagin:
——{Mipugme
Nipagin

AG
6 HISTAGAN PF 065 007.1cd - Ch2

x Apa=n 225nm

}\conservateur= 254 nm

Dexchlorphéniramine Maleate

10 15 20 25 30
min

Figure 10: Chromatogramme de I'HISTAGAN.

Les résultats obtenus (surface des pics et temps de rétention) lors du dosage de la solution
HISTAGAN par HPLC sont rassemblés dans le Tableau 15 :

Tableau 15: Détermination de TR moyen et surface moyenne de I'essai HISTAGAN.

Répétabilité V,(?Itfme. Hauteur T,empg de Surface |Teneur
d’injection retention
HISTAGAN(PA)injcl 30 13719 21.078 566575 103.89356
HISTAGAN(PA)injc2 30 13743 21.068 566118 103 .80865
HISTAGAN(PA)injc3 30 13758 21.055 565105 103.62297
La moyenne / 13740 21.067 565933 1103.77472
HISTAGAN(nipagine),injcl | 30 1059792 13.319 23073934 10.11460
HISTAGAN(nipagine),injc2 | 30 1058669 13.324 23079449 0.11463
HISTAGAN(nipagine),injc3 | 30 1057453 13.326 23078822 0.11463
La moyenne / 1058638 13.323 23077402 |0.11462

D’apres les résultats trouvés, on procede a I’application numérique pour le :

v Dosage du PA:

Teneur en dexchlorpheniramine maléate
Se E , Dilutione Purté N 100
Sst  Dilutionst Vsirop 0.01

100-0.15
TeneurPA(%)= 556;593?135 x 0.;)5(())02 X E%x f—g x99.58 x ( 100 ) x 3%(1 =103.77%

Avec :

S e : Surface du dexchlorphéniraminemaléate dans la solution a examiner.

S st : surface du dexchlorphéniraminemaléate dans la solution standard.

P st : Prise d’essai du dexchlorphéniraminemaléate dans la solution standard.
Dilution st : Dilution de la solution standard.

Dilution e : Dilution de la solution a

examiner.V sirop : Volume prélevé du produit

fini.
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Pureté : Pureté du dexchlorphéniraminemaléate (matiére premiére titrée), exprimé en %.

Le résultat obtenu par 1’équation montre que la quantité de principe actif mesurée dans le
flacon est conforme aux normes de la monographie interne de la société SAIDAL.

v Dosage du conservateur:

N Se p I
Teneur en nipagine(¢/100ml)= — st Dilutione
Sst Dilutiong Vsirop
23077402 , 006044 . 5 50

— X =—x99.40
24245487 25 50 10

=0.1146 g/100ml

ureté

Teneur en nipagine(g’100ml)=

Avec :

S e : Surface du nipagine dans la solution a examiner.

S st : surface du nipagine dans la solution standard.

P st : Prise d’essai du nipagine dans la solution standard, en g.
Dilution st : Dilution de la solution standard, en ml.

Dilution e : Dilution de la solution a examiner, en

ml.V sirop : Volume prélevé du produit fini en ml.

Pureté : pureté du nipagine (matiére premiere titrée), exprimé en%.

Le résultat obtenu par I’équation montre que la quantité de conservateur mesurée dans le
flacon est conforme aux normes de la monographie interne de la sociétéSAIDAL.

I1. Etude de stabilité :

L’¢tude de stabilité a été réalisée sur 'HISTAGAN 0.01% produit fini en condition réelles et en
condition accélérées, selon les directives de I’'ICH :

Conditions réelles : T°/HR% : (25°C+2°C ; HR 60% + 5%) ; (30°C+2°C ; HR 65% +5%).
Conditions accélérées : T°/HR% : (40°C+2°C ; HR 70% +5%).

Les résultats obtenus ont montré que la stabilité du produit HISTAGAN 0.01% sirops T24 sont
conformes par rapport aux spécifications conjoint certificat d’analyse. Sur ce, la durée de stabilité
proposée est de 36 mois pour le produit HISTAGAN 0.01%. Les résultats obtenus sont rassemblés
dans les tableaux suivants:

Tableau 16: Etude de stabilité a T6.

Temps T6

Condition d’étude T=25°C 1 T= 30°C| T=40°C ;75%
60%HR ;65%HR HR

Tests Normes Résultats

Aspect Liquide  sirupeux et | Conforme
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legerement jaunatre.
Identification Le temps de rétention du
par HPLC dexchlorphéniraminemalé

ate dans la solution a
examiner correspond au| Conforme
temps de rétention du
dexchlorphéniraminemalé
ate dans la solution

standard.
PH 28a3.2 2.96 3.00 2.96
Densité 1.222a1.26 1.23 1.23 1.23
Dosage PA 904110 103.77 102.29 103.71
Dosage 0.108 2 0.132 0.114 0.114 0.113
conservateur

Tableau 17: Etude de stabilité a T24.

Temps T24
Condition d’étude T=25°C ; 60%HR | T=30°C ; 65%HR
Tests Normes Résultats
Liquide sirupeux et légerement
Aspect jaunatre. Conforme
Le temps de rétention du
dexchlorphéniraminemaléate dans
Identification la solution a examlner,corr_espond Conforme
par HPLC au temps de rétention du
dexchlorphéniraminemaléate
dans la solution standard.
PH 28a3.2 2.97 2.99
Densité 1.2221.26 1.23 1.24
Dosage PA 90a110 102.15 103.43
Ul 0.108 4 0.132 0.110 0.114
conservateur

I11. Controle microbiologique:

Ces essais permettent de controler la qualité microbiologique de ’'HISTAGAN, en vérifiant
que les limites de contaminations microbiennes ne sont pas dépassées, et pour s’assurer de la sécurité
de médicament.

111.1. Analyse des matiéres premieres:

Les résultats obtenus du contréle microbiologique des matiéres premieres (arome de cerise,
sorbitol, eau purifiée) sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 18: Analyse microbiologique de sorbitol et arome de cerise.

Matiere premiere Sorbitol | Arome de cerise
Tests Normes Résultats
DGAT (UFC/ml) <10 00 | 00
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DMLT (UFC/ml) <10? 00 00
E. coli Absence Absence Absence
salmonelles Absence Absence Absence

Tableau 19: Analyse microbiologique des articles de conditionnement.

Matiere premiere Bouchon | Flacon
Tests Normes Résultats

DGAT (UFC/ml) <10? 00 00
DMLT (UFC/ml) <102 04 00

Tableau 20: Analyse microbiologique d'eau purifiée.

Nombre ,
Tests Normes & échantillons Résultats
Echantillonl 01
Echantillon 2 01
DGAT (UFC/ml) <100 Echantillon3 00
Echantillon4 01
Echantillon 5 01

Les résultats d’analyse microbiologique des matiéres premiéres sont conformes a 1’exigence de la
pharmacopée européenne 10¢™ édition.

111.2. Controéle de qualité microbiologique de produit fini HISTAGAN 0.01%:

Aprés la période d’incubation, la lecture des résultats de dénombrement des germes aérobies
totaux, des levures et des moisissures a été effectuée par un comptage des colonies, alors que la lecture
des résultats de la recherche des germes spécifiques a été effectuée par I’observation a 1’ceil nu puis
confirmée par des tests d’identification.

Les résultats du contrdle microbiologique de produit fini HISTAGAN 0.01% sont récapitulés
dansle Tableau 21 : (Annexe 04)

Tableau 21: Analyse microbiologique de produit fini HISTAGANO0.01%.

Tests Normes Résultats
DGAT (UFC/ml) <100 00
DMLT (UFC/ml) <10 00

E. coli Absence Absence

Selon la pharmacopée européenne 9™ édition, le produit fini HISTAGAN 0.01% satisfait a
I’essai, car il y a une absence totale de germes aérobies totaux, des levures et moisissures, ainsi que
pour les germes spécifiques d’Escherichia coli, et ce qui indique qu’il est conforme.
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Conclusion

Conclusion :

Ce travail, effectué au site de production de solutions buvables et détergentes
« SAIDAL », site de Constantine 2, est porté sur la procédure de fabrication de
I’HISTAGAN 0.01%et les parametres suivis pour obtenir un produit pharmaceutique de

santé valable a effet thérapeutique.

Cette étude a pour objectif de suivre toutes les étapes de fabrication de
I’HISTAGAN et les déférentes analyses physicochimique et microbiologique en suivant

les exigences des BPF et les normes exigées par la pharmacopée européenne.

Tous les résultats du contr6le physicochimique sont conformes aux normes de la
pharmacopée européenne 9éme et 10éme édition, ainsi que sur le plan microbiologique, il
y’a une absence totale des germes aérobie totaux, levures et moisissures, ainsi qu’une

absence totale d’Escherichia coli et salmonelles.

Tous les résultats du contrble effectué sur les matiéres premiéres, articles de
conditionnement jusqu’au produit fini sont conformes. En plus, les tests de stabilité sur le
produit fini donne une validée de 36 mois pour 'HISTAGAN 0.01% ; défini comme

étant prét a la commercialisation et la consommation par lespatients.
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Annexel

Liste des réactifs :

R1 : Ethanol 96°

R2 :Eaudistillée.

R3 : Acide nitrique dilué.

R4: Pastille de bromure de potassium KBr.
R5 : Nitrate d’argent.

R6: Amoniaque.

R7: Vert de bromocrésol.

R8: Eau exempte de dioxyde de carbone.
R9 : Dioxyde de soufre.

R10 : Diiode.

R11: Periodate de sodium.

R12: Acide sulfurique.

R13: Bicarbonate de sodium.

R14: Arsenite.

R15: lodure de potassium.

R16: Hydroxyde de sodium.

R17: Bleu de méthyléne.

R18: Chlorure de potassium.

R19: Diphénylamine.

R20: Acide sulfurique exempte d’azote.
R21: Eau exempte de nitrate.

R22: Solution nitrate a 2 ppm (NO3).

R23 : Solution témoin JB6 (solution étalon JB 5 ml + acide chlorhydrique a 10 g/l de HCI 95 ml).

Liste des standards :
Dexchlorphéniraminemaléate ~ (matiere  premiére titré).
Nipagine (matiere premiere titré).



Annexe 2 :

Liste de matériel :
Polarimétre.

Fusiometre.

Infra-rouge.

PH metre.

Etuve de séchage.

HPLC.

Four a moufle.

Plaque chauffante.

Potentiométre.

Bain marie.

Balance analytigue.

Filtre @ membrane 0.45 pm.

Agitateur magnétique.

Pied a coulisse.

Densimétre.

Refractométre.

Autoclave.

Bain a ultrasons.

Un jeu de 3 tamis constitués par une toile a mailles carrées d’acier inoxydable montée sur
cadre de méme métal. Il se compose de Tamis (a) ; (b) ; (c).
Marteau.

Mortier et pilon métallique.

Feuille d’aluminium.

Tubes a essais en verre de 20 ml.

Hotte a flux laminaire au bec bunsen.

Rampe de filtration avec pompe a vide.
Incubateurs a différentes températures (22°C, 43°C et 46°C).
Embouts stériles.

Pipettes pasteur stériles.

Boites pétries stériles.

Entonnoirs stériles pour la rampe de filtration.
Boite de pétri préablement gélosée.

Liste des colonnes HPLC :

Dimensions : | = 23 m ; @= 2 mm
Dimensions: 1 =0.25m; @=4.6 mm

Liste des verreries :
Eprouvettes graduées de 50 ml, 100 ml et de 250 ml.

Fioles jaugées de 10 ml, 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml et de1000 ml.
Pipettes jaugées de 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml et de 25 ml.
Pipettes graduées de 1 ml, 2 ml et de 10 ml.

Béchers de 100 ml et de 250 ml.

Pycnométre.



Annexe 3 :

Appareillages de fabrication

Cuve mobile a roues

» Cuve congu pour la dissolution du principe actif ;
* Volume : 600 Its

* Volume utile : 500its

*» Température nominal : 100C*

* Température exercé : 15/90C"

« Pression nominal : atmosphérique

* Pression exécré : atmosphérique

* Double : avec deux

. nominal de I : 148C
. exercé de I 1 7/143C
* Agitation :

* 1 disque de 220 mm de diamétre avec un arbre de 40 mm
* mini mixing mélange : 91its

* vitesse max : 990 tr/min

* vitesse min : 185tr/min

* Détecteur de niveau : a 81 Its

* Connexion Utilités :

* Eau purifiée

* Azote

* Alkool (pour les suites ATEXE)

S e e s s e se s s ey

e

Cuve de préparation

Tempéeature nominal de Fenveloppe ; 148C*
Température exercé de Fenveloppe ; 7/143C°

Acitation
Mélangeur : 2 turblnes & POT/48",

wiscosité : 400 cp max

i mixing mélange : 123388
witesse max : 117.55 te/min
vitesse min : 26,52 tr/min

Cuve de stockage
» Cuve congu pour le stockage du produit aprés filtration :
~ Volume nominal : 6000its
~ Volume utile : 5000its
~ Température nominal : 90 C*
~ Température exercé : 15/90 C*
~ Pression nominal : atmosphérique

# Pression exercé : héri
~ Absence de double jaquette
~ Agitation :

* Deux disck de 1700 m de diamétre avec un arbre de 60
mm

* puissance moteur : 2.2 KW

* vitesse max : 31 tr/min

* vitesse min : 5.8 tr/min

* Viscosité : 400 cp max

» Spray ball 3 sprays ball fixées en haut de la cuve

Pompe a lobe 01

Pompe a lobe 02




Machine a laver bin

Labine a Tiux laminaire
Machine a laver piéces formats Cabine » flux famina)

Figure 1 : Différents appareils de production.

Annexe 4 :
Liste des tableaux :

Tableau 1: Table 024-1.

Indice de réfraction VVolume correspondant (g/ml)
1.4138 0.570
1.4159 0.558
1.4179 0.600
1.4200 0.615
1.4221 0.630
1.4243 0.645
1.4264 0.661




Annexes:
1) Description de SAIDAL.:

Le groupe Saidal (SPA ) est un leader dans la production des médicaments génériques en Algérie
et en Afrique dont le siége social est situé a Dar El Beida pour couvrir les besoins du pays en
médicaments, dont le chiffre d’affaire est 2500000000 dinars Algériens, 80% du capital du groupe
Saidal est détenu par 1’état et le 20 % restants ont été cédés. Il était créé en 1982 a la suite de
restructuration de la pharmacie centrale Algérienne (PCA), suite a la mise en ceuvre en 1989, Saidal
devient une entreprise publique économique dotée de 1’autonomie de gestion, et en 1997 était traduit
en groupe industriel regroupant trois filiales ( pharmal, antibiotical etBLeiotic).

Présentation du site Constantine 2 :

Le site de production est situé dans une zone industrielle palma dont le voisinage ne comporte pas
d’industrie lourdes émettant des polluants, les locaux sont situés dans un environnement adéquat en
tenant compte des mesures prises pour protéger la fabrication, et en évitant au maximum le risque de
contamination pour les produits, se compose par :

Les lignes de production dont la superficie est estimée a 3200 m?,

Le magasin de stockage dont la superficie est estimé a 3070 m2.

Le laboratoire de contrble qualité et les bureaux pour le personnel technique dont lasuperficie

est estimée a 630 m2,

Les utilités occuperont environ 580 m? du rez-de chaussée et une surface de 1018 m2.
L’industrie pharmaceutique Constantine 2 est en relation avec :

les usines de production du groupe Saidal.

Le centre de recherche et de développement (CRD) Alger.
Les unités commerciales ouest, 1’est et centre.

La direction vente Marketing (Alger).

Ce groupe pharmaceutique a pour but de mettre a disposition des patients une gamme riche et
diversifiée de médicaments de qualité et de contribuer ainsi a 1’amélioration de I’accessibilité des
patients aux traitements par 1’adoption d’une politique tarifaire et d’accompagner la politique de santé
publique dans le développement de 1’industrie pharmaceutique par le choix d’investissements orientés
vers la satisfaction des besoins clients. A partir du septembre 2021 le groupe Saidal a été choisis par le
gouvernement pour produire le vaccin anti-covid (corona-vac) en partenariat avec la société chinoise
sinovacBiotech.

Le groupe Saidal compte huit usines de production :
Médéa : Production des formes seches orales, injectables pénicilliniques et non
pénicilliniques,formesliquidesbuvables,pommadesdermiques,pommadesophtalmiques.
Gué de Constantine : Production de formes seches orales, suppositoires, gel et pates
dentifrices et des solutésmassifs.
Cherchell : Production de formes seches orales.
Dar El Beida : Production de formes seches orales.
Zmirli : Production de formes séches orales.
Annaba : Production de formes seches orales non antibiotiques.
Constantine 1 : Production d’insuline, vaccin anti-covid
Constantine 2 : production de liquide non stérile a usage oral (sirop).



2) La pharmacopée européenne : La pharmacopée européenne est un ceuvre de références
et de normes communes du conseil de I’Europe, juridiquement assujettissant par les
législations pharmaceutiques nationales et la législation de ['union européenne. Consacré au
controle de qualité de la composition qualitative, quantitative et les essais a effectuer sur le
médicament, et les matiéres premiéres utilisées dans leur production. Pour but de contribuer a
la préservation de la santé publique par I’aspect de la conception ou particularisation
communes reconnues relatives a la qualité du médicament et de sescomposants.

Elle est rédigée par I’Agence Nationale de Sécurité des Médicaments et des produits de santé
(ANSM), puis assurée par la direction Européenne de la qualité du médicament et soins de santé
(DEQM). Asservissant dans 39 pays et utilisé dans plus de 100 pays, elle est composée de plus de
3000 monographies et textes, elle abrite tous les domainesthérapeutiques.

Les experts de santé se réunissent pour la mise en ceuvre de la réforme de cet ouvrage, qui se fait
chaque trois an.

Ces monographies de la pharmacopée européenne répondent au besoin des autorités
réglementaires, des services chargés du contrble qualité des médicaments et de leurs différents
composants.

3) Conférence internationale d’Harmonisation:
Conseil international sur I’harmonisation (ICH) :

Est une organisation internationale fondée en 1990 pour harmoniser la réglementation technique
pour les produits pharmaceutiques a usage humain et les représentants de 1’industrie pharmaceutique.
Ce conseil est dans le but de critiquer, assurer la sécurité, I’efficacit¢ et la qualité des aspects
scientifiques et techniques de I’enregistrement des médicaments.

4) Récipients de verre de type IlI:

Les récipients de verre de type 3 conviennent pour les préparations non aqueuses destinées a
I’administration parentérale, pour les poudres destinées a l’administration parentérale. Pour les
préparations non destinées a 1’administration parentérale, sont de verre calco-sodique, possédant une
résistance hydrolytique moyenne.

5) Techniques de contrdle qualité microbiologique:

Test négatif : c’est un test qui est fait pour controler les conditions opératoires en faisant la
méme analyse avec la méme méthode et les mémes conditions mais en absence de produit.
Gélose tryticase soja (TSA) : est un milieu de croissance non sélectif qui favorise de
nutriments pour permettre la croissance des bactéries non exigeantes aérobies et anaérobiesde
gram positives et gram négatives. Utilisé pour but de stocker des cultures, le comptagedes
cellules, le transport et I’isolement de culturespures.

II existe un autre milieu d’enrichissement qu’on peut trouver aussi sous forme de bouillon
sansagar.

Le milieu TSA se compose de : gélose, glucose, chlorure de sodium, phosphate di-potassique,
parfois complété par le sang pour faciliter la croissance de bactérie.



Annexe 6 :

Préparation du poste de travail :

Cette procédure a pour but de préparer le poste de travail soit sous flux laminaire ou sur
paillasse avant de commencer tout travail afin d’assurer les conditions d’asepsie nécessaires pour la
manipulation microbiologique.

Poste de sécurité microbiologique (PSM) ou hotte a flux laminaire :

1) Avant la manipulation:

Allumer le PSM.

Mettre les gants.

Vaporiser le plan de travail du PSM avec 1’alcool isopropanol.

Essuyer soigneusement le plan avec une lingette ou une compresse stérile.

Faire la méme chose pour tous les accessoires et équipement se trouvant a I’intérieur de la
hotte

Refermer lavitre.

Allumer la lampe UV pendant quelques minutes (15/20minutes) pour aseptiser la surface de
travail de lahotte.

Déposer ensuite tout le matériel et les éléments nécessaires ainsi les milieux de culture
désinfectés au préalable sur le plan de travail afin de réduire le plus possible les mouvements de
bras a I’intérieur et a I’extérieur de lahotte.

Des lampes UV peuvent étre utilisées pour la désinfection.

Refermer la vitre du PSM

Mettre la ventilation en marche pendant aul5 mn avant le début de la manipulation.
Désinfecter les mains au préalable avec un désinfectant approprié ou 1’alcool isopropanol.

La hotte est préte pour manipulation.

2) Pendant la manipulation:

Ne pas ressortir les mains du flux avant la fin de la manipulation ou se décontaminer les mains a
nouveau avant chaque entrée.

Eviter le croisement des avant-bras et des mains.

Pas de bec bunsen sous hotte a flux laminaire comme alternative utilisé du matériel a usage
unique.

Exposer une ou plusieurs boite de Pétri gélosées ouvertes pendant le travail.

3) Aprés la manipulation:

Nettoyer le plan de travail et les vitres latérales avec une lingette ou une compresse stérile
imbibée d’alcool.

Nettoyer les accessoires et équipements se trouvant a 1I’intérieur de la hotte.

Laisser le PSM allumé pendant quelques minutes pour éliminer les aérosols suite au nettoyage.

REMARQUE :
A chaque utilisation du de la hotte ou PSM ; contrdler I’environnement de ce dernier.

> PAILLASSE:

Préparer la paillasse avant toute manipulation.

Essuyer le plan de travail avec un détergent adéquat qui sera intercalé par un autre détergent en
respectant la fréquence, a I’aide d’une lingette, ou compresse stérile.

Allumer le bec bunsen, le laisser allumer quelques minutes pour assurer une zone stérile de 20

cm dediametre.



Ouvrir les tubes et les flacons a proximité de la flamme en les tenants le plus inclinés que
possible.
Commencer la manipulation.

PRECAUTION A PRENDRE :

Les aérosols sont une cause importante de contamination de 1’environnement et d’infection, il est
nécessaire de réduire au maximum leur formation pendant la manipulation. Ils se créent par exemple
lors de :

L’ouverture des boites de Pétri, tubes...
L’utilisation d’agitateurs, seringues...

Lors du vidage des pipettes.

La stérilisation d’anses humides.

L’ouverture d’ampoules de cultures lyophilisées.

Annexe 7:

Figure 2 : HISTAGANO0.01%.
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Résumé

Les antihistaminiques sont des médicaments qui protégent les cellules d’autres effets
allergiques dus a I’Histamine, ils se lient aux récepteurs et les empéchent aussi de fixer
I’histamine. De ce fait, I’histamine ne peut plus causer de réaction chimique a I’intérieur
des cellules. Les symptomes de ’allergie sont alors ¢liminés.

Le contréle qualité est aujourd’hui un acte pharmaceutique important car il garantit la
qualité du médicament fabriqué, tout au long de la chaine de production du médicament,
dans le but de prouver la conformité du sirop non stérile 'HISTAGAN 0.01% pour
assurer la securité des patients et amener le médicament au méme niveau que les
exigences de la pharmacopée européenne.

Mots clés : contrble de qualité, dosage par HPLC, sirop, HISTAGAN 0.01%.

Abstract :

Anti-histamines are drugs that protect cells else effects allergic from histamine, they
bind to receptors and prevent them also to bind histamine, thereby histamine can no
longer cause a chemical reaction inide the cells, the symptoms of the allergy are then
eliminated.

Quality control is today an important pharmaceutical act, because it guarantes the
quality of the drug manufactured, throughout the drug production chain, in order to
prove compliance of non sterile syrup Histagan 0.01%. To ensure patient security and
bring the requirements of the european pharmacopoeia.

Keywords: quality control, HPLC assay, syrup, HISTAGAN 0.01%.



