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Liste des abréviations

ACN

BQCSS

CEl

EDMQ

FR

ICH

IR

I1ISO

LOD

MAA

MCB

NF

P-450

PA

PE

PH

PM

: Acitonitrile.

: Contrdle Qualité Superviseur Senior.

: Commission Electrotechnique Internationale.

: Européenne Directorate for the Quality of Medicines.

: Forme pharmaceutique reconstitue.

: International Council for Harmonisation

. Infrarouge.

: Organisation Internationale de normalisation.

: Loss on Drying (perte a la dessiccation).

: Masse.

: Maitre Assistant classe A.

: Maitres de Conférences classe B.

: Norme Frangaise.

: Cytochromes.

: Principe Actif.

: Point d’Ebullition.

: Potentiel d’hydrogene.

: Poids Moléculaire.



QC

ROI

SST

STD

uv

\Y

: Contr6le Quialité.

: Résidu on ignition (cendre sulfurique).
: Systéme Suivi Stabilité.

: Standard.

: Ultraviolet.

: Volume.

Liste des grandeurs physiques

L

Mi

M

Min

Mm

Cm

pm

Nm

Mol

CO

Mg

. Litre.

- Millilitre.

: Masse molaire.

: Minute.

: Microlitre.

: Millimetre.

: Centimetre.

: Micromeétre.

: Nanometre.

: Gramme.

: Moléculaire.

: Degré Celsius.

: Milligramme.



Bits : Binary digit.

Bar : Baryl.



Glossaire

La biotechnologie : est I'application de processus biologiques, de systéemes ou
d'organismes vivants pour développer des produits ou des technologies utiles a
divers domaines, tels que: la médecine, Iagriculture, I'industrie et

I'environnement.

Un viscometre : est un instrument utilisé pour mesurer la viscosité d'un fluide. I
est utilisé pour assurer la qualité et la performance des produits. La viscosité est

une mesure de la résistance d'un fluide a I'écoulement, et elle peut varier en
Morbi-mortalite : Cumul de morbidité et de mortalité pour une maladie donnée,

dans une population donnée, pendant une période donnée.

La glycuro-conjugaison : est un processus biochimique par lequel une
molécule, une toxine ou un médicament, est liée a l'acide glucuronique. Cela
rend la molécule plus hydrosoluble, facilitant ainsi son élimination de

I'organisme par l'urine ou la bile.

Une isoenzyme (ou isozyme) : est une variante d'une enzyme qui catalyse la
méme réaction chimique, mais qui differe par sa structure et ses propriétés
physico-chimiques. Les isoenzymes permettent la régulation fine des réactions

métaboliques dans différents tissus ou conditions physiologiques.

La méthode Karl Fischer: est une technique analytique utilisée pour
déterminer la teneur en eau d'un échantillon. Elle repose sur une réaction
chimique spécifique entre l'eau et le réactif de Karl Fischer, permettant une

mesure précise et directe de I'humidité.

Isocratique : en chromatographie c’est une référence a une technique ou la
composition du solvant mobile reste constante tout au long de I'analyse. Cela
signifie que le mélange de solvants utilisé pour éluer les composés a travers la
colonne chromatographique, ne change pas en termes de proportions pendant

toute la durée de I'expérience.

Un sonicateur : est un appareil utilisé en laboratoire pour appliquer des
ultrasons a des échantillons liquides. Ces ultrasons créent des ondes mécaniques
de haute fréquence dans le liquide, ce qui peut étre utilisé pour disperser,

homogeénéiser, ou extraire des substances des échantillons.

Un granulometre : est un instrument utilisé pour mesurer la distribution

granulométrique des particules dans un échantillon solide ou liquide. 1l utilise
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Introduction

Le médicament ne peut étre considéré comme un produit ordinaire, il est destiné a la
consommation humaine et animale et doit répondre a des critéres spécifiques. La santé et le
bien-étre de la personne sont au cceur des préoccupations des entreprises du médicament, ¢’est
pourquoi il est nécessaire de fournir une preuve documentée de sa qualité et de sa sécurité

avant d’étre enregistré (1).

L’industrie pharmaceutique est de nos jours une industrie florissante et importante tant
du point de vue de I’innovation que du business. L'enjeu au niveau de la santé publique que
représente la production de médicament nécessite de nombreuses réglementations strictes et
contraignantes qui ont pour but d’assurer la qualité, la sureté et I'efficacité des produits. Pour
cette raison les industriels n’ont cessé d’améliorer la qualité de leurs services au fil des temps
(2). Chaque industrie pharmaceutique doit mettre en place un systéme d’assurance qualité
efficace. Ce systeme doit garantir la conformité de toutes les opérations effectuées dans
I’entreprise pharmaceutique, que ce soit au niveau du département de production ou du
laboratoire de contréle qualité. Cependant, il est nécessaire de valider toute méthode
d’analyse utilisée au sein du laboratoire afin de garantir la fiabilité et ’exactitude des résultats

obtenus.

Le noyau de la validation d’une méthode d’analyse repose sur 1’évaluation de certains
critéres, dont 1’éventail est en fonction du type de méthode, de son utilisation mais aussi des
référentiels choisis. Et a I’heure actuelle, la réalisation d’une méthodologie d’une validation,
au niveau de I’Algérie, s’effectue selon des recommandations ou des "guidelines" tel que

I'ICH (3).

Le premier objectif de ce travail, s’inscrit dans ce contexte, c¢’est de valider la méthode
analytique utilisée pour le dosage du médicament EXIRB (Irbésartan /Amlodipine)
300mg/5mg par la chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC), en se
basant sur les ICH Q2 (R2). Une ligne directrice récente, édité en 2023, fournit des conseils et
des recommandations sur la maniere de dériver et évaluer les différents tests de validation

pour chaque procédure analytique.

L’hypertension artérielle (HTA) est le principal facteur de risque de morbi-mortalité
dans le monde. En Algérie, I’hypertension est la maladie chronique la plus courante avec une

prévalence estimée a 23,6 % selon I’étude de Nibouche (4). En effet, le médicament choisi
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pour notre étude est un anti-hypertenseur. L’EXIRB (Irbésartan /Amlodipine) 300mg/5mg est
un médicament générique développé au sein du laboratoire pharmaceutique EI KENDI MS
Pharma, installé au niveau du p6le biotechnologique de SIDI ABDELLAH, RAHMANIA

ALGER, ou la totalité du notre travail a été effectuée.

Concernant I’HPLC, c’est un systéme qui a été congu pour répondre aux besoins actuels
et futur des scientifiques spécialisés dans la séparation. Actuellement, le développement de
méthodes d’HPLC s’est amélioré grace aux avancées dans le domaine de la technologie des
colonnes et de I’instrumentation, ce développement permet aux entreprises d’améliorer la
productivité en ameéliorant la qualité des informations chromatographiques (5). Donc le
second objectif est de comparer les résultats de la méthode de validation par HPLC, aux
résultats de la méme méthode de validation mais par un changement de la colonne afin de

réduire le temps d’analyse.

A cet égard nous allons structurer notre travail en deux parties principales:

- La premiere partie (partie théorique) sera dédiée a la présentation de quelques
références bibliographiques sur I’hypertension, contrdle de la qualit¢ du médicament,
la validation des méthodes analytiques, la chromatographie liquide a haute
performance (HPLC), ainsi qu'a un apercu des deux principes actifs qui composent
notre médicament, a savoir I'Amlodipine et I'lrbésartan.

- La seconde partie (partie pratique) sera consacrée a la présentation du matériel et
méthodes utilisés dans notre étude, ainsi qu’a la discussion des résultats obtenus.

- Et enfin, nous allons terminer ce manuscrit par une conclusion générale a propos de

notre étude analytique, ainsi qu’une perspective estimée dans le prochain futur.
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L'hypertension artérielle est une pathologie fréquente. Dans la grande majorité des cas,
les mécanismes  physiopathologiques exacts restent incertains car  multifactoriels.
Cependant, les anti-hypertenseurs sont nombreux et appartiennent a différentes classes
médicamenteuses divergeant par leur mécanisme d'action et leurs effets indésirables.
L’administration de médicaments anti- hypertenseurs a pour objectif principal de réduire la
mortalité et la morbidité cardio-vasculaire associée a ’'HTA (6).

1.1. Généralités sur les anti-hypertenseurs

1.1.1. Hypertension artérielle

L’hypertension artérielle également connue sous le nom d’hypertension, est une
condition médicale dans laquelle la pression sanguine est élevée (7). Il est reconnu comme
facteur de risque de maladie coronarienne, d'infarctus du myocarde, de maladie congestive,
d’insuffisance cardiaque, accident vasculaire cérébral et dysfonctionnement rénal (8).
L'hypertension artérielle est causée par une pression excessive du sang dans les artéres, qui
peut étre due a I'age et a la présence de plaques d'athérome dans les artéres. Les facteurs de
risques incluent une consommation excessive de sel, le stress, le tabac, I'obésité, et
I'inactivité physique (7, 8). Son traitement peut inclure des médicaments tels que les anti-
hypertenseurs, qui sont généralement prescrits en fonction du degré d'hypertension et la

présence des facteurs de risques supplémentaires.
1.1.2. Définition des anti-hypertenseurs
Les anti-hypertenseurs sont des médicaments qui raménent a la normale la pression
artérielle anormalement élevée, sans présenter d’effet hypotenseur (9).

1.1.3. Classification des anti-hypertenseurs

Il existe de nombreux médicaments de différents types pour lutter contre I’HTA. Or
chaque classe de médicament n’agit que sur un systéme spécifique de régulation de la tension

artérielle (le systeme rénine-angiotensine, le systéme nerveux sympathique ou le systéme
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de la volémie) (10). Pour obtenir une efficacité optimale du traitement anti-hypertenseur,

aujourd’hui, il existe des produits pharmaceutiques qui associent dans un seul comprimé

deux ou trois molécules différentes. A ce jour, les cing classes principales couramment

utilisées pour le traitement de routine de I'hypertension sont (7, 9, 10) :

1.1.3.1. Inhibiteurs de I'enzyme de conversion (IEC)

Ces médicaments inhibent I'enzyme responsable de la conversion de I'angiotensine |
en angiotensine |1, une substance intervenant dans la régulation de la pression artérielle.
L’inhibition de cette enzyme empéche la fabrication de I’angiotensine et par conséquent,

il y’aura une dilatation des vaisseaux.

1.1.3.2. Bétabloguants

C’est I’'une des plus anciennes classes d’antihypertenseurs. Ces médicaments réduisent
la fréquence cardiaque et la tension artérielle en bloquant les effets de I'adrénaline. Elle

agit essentiellement sur le systéme nerveux sympathique qui est I’'un des systémes du stress.

1.1.3.3. Diurétiques thiazidiques

Ces médicaments augmentent la production d'urine, réduisant ainsi le volume de
liquide dans les vaisseaux sanguins. Plus on élimine de 1’eau, plus on élimine du sel par la

méme occasion, il s’ensuit une baisse de la pression artérielle.

1.1.3.4. Inhibiteurs calciques (IC)

Les inhibiteurs calciques sont une classe de médicaments utilisés dans le traitement
de I'hypertension artérielle, de I'angor stable et de certains troubles du rythme supra
ventriculaire ou ventriculaire. Ils agissent en bloquant les canaux calciques de type L dans
les cellules musculaires, ce qui entraine une diminution du flux calcique entrant dans la

cellule et une relaxation des muscles lisses.
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La structure chimique des inhibiteurs calciques varie en fonction de leurs classes

pharmacologiques:

v Les dihydropyridines (DHP) ; ex. Amlodipine : ont un effet vasodilatateur
prédominant, avec peu d'effet sur la fréquence cardiaque.

v" Les phénylalkylamines ; ex. Le vérapamil : ont un effet plus marqué sur le
ceeur, avec une diminution de la fréquence et de la contractilité cardiaques.
v" Les benzothiazépines ; ex. Le diltiazem: ont un profil intermédiaire, avec des

effets a la fois sur les vaisseaux et le cceur.

1.1.3.5. Antagonistes des récepteurs de I’angiotensine 11

Ce sont des médicaments qui bloguent I'action de I'enzyme angiotensine 1l, responsable
de la vasoconstriction (diminution du diamétre des vaisseaux). En présence d’un
antagoniste, c’est I’inverse qui se produit : une vasodilatation, dont la conséquence est une

baisse de la pression artérielle.
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1.2. Présentation d’anti-hypertenseur EXIRB (Irbésartan/Amlodipine)

300mg/5mg

EXIRB (Irbésartan /Amlodipine) 300mg/5mg est un générique anti-hypertenseur
produit par I’industrie pharmaceutique EI KENDI MS pharma. Il est constitué de deux

principes actifs qui sont 1’amlodipine et 1’irbésartan.

REDMI A1

Figure 1.1 : Médicament EXIRB (Irbésartan / Amlodipine ) 300 mg /5 mg.

1.2.1. Forme pharmaceutique

L’EXIRB (Irbésartan/Amlodipine) 300mg/5mg se présente sous forme de comprimé
pelliculé rond de couleur blanche.

1.2.2. Classe pharmaco thérapeutique

Médicaments agissant sur le systeme rénine-angiotensine, associant un antagoniste des

récepteurs de 1’angiotensine II a un inhibiteur calcique (11).

ik
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1.2.3. Substances actives

Les caractéristiques et renseignements pharmaceutiques des substances actives

d’EXIRB, irbésartan et amlodipine, sont fournis dans le tableau 1.1 :
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Tableau 1.1 : Renseignements pharmaceutiques sur l'irbésartan et I'amlodipine (12,13).

AMLODIPINE IRBESARTAN
L’amlodipine appartient a la L’irbésartan appartient aux
Classe « inhibiteurs calciques ». « antagonistes des récepteurs de
I’angiotensine II ».
Il empéche le calcium de se déplacer Il agit en bloguant I’effet de
S | dans la paroi des vaisseaux sanguins, I’angiotensine 11, ce qui entraine le
‘S | ce qui entraine le relachement des | relachement des vaisseaux sanguins et
Q |vaisseaux sanguins et donc une baisse donc une baisse de la PA.
de la PA.
Formule|  CosH31CiN20sS CasH2sNsO
brute
Masse | 567.1 428.5
molaire
(g/mol)
@ | 3-Ethyl S-méthyl  (4RS)-2-{(2- | 2-Butyl-3-[[2"-(1H-tetrazol-5-yD[1,1"-
g aminoethoxy) méthyl]-4-(2- | biphenyl]-4-yl] methyl]-1,3-
'S | chlorophenyl)-6-methyl-1,4- Diazaspiro [4.4] non-1-en-4-one.
§ dihydropyridine-3,5-
Dicarboxylate benzene sulfonate.
® o 'N—N
g N DAy
'g (0] X N_<I \[,\;//__// - /)\\
S | cH0 0”7 CHg Y T 1
§ CHy” N " NH,
(&)
=2
n
" Aspect : poudre blanche. Aspect: poudre cristalline blanche.
(5]
5— Solubilité : Iégérement soluble dans | Solubilité pratiqguement insoluble
:% I'eau, soluble dans le méthanol, peu | dans I'eau, soluble dans le méthanol,
§ soluble dans I'éthanol anhydre, | 1égérement soluble dans le chlorure de
353
O | légérement soluble dans le 2- | méthyléne.
propanol.
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1.2.4. Indication thérapeutique

Le médicament EXIRB associe deux anti-hypertenseurs dotés de mécanisme
complémentaire, pour contrbler la pression artérielle chez le patient présentant une HTA
essentielle. L’association de ces deux substances présente un effet anti-hypertenseur
synergique, diminuant, de maniere plus importante ’'HTA que chacun des composants

administrés seuls (11).

1.2.5. Propriétés pharmacocinétiques

La pharmacocinétique des deux substances actives d’EXIRB, amlodipine et

irbésartan, est décrite dans le tableau ci-dessous (Tableau 1.2) :
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Tableau 1.2 : Propriétés pharmacocinétiques d'amlodipine et d'irbésartan (12,13).

—

—

AMLODIPINE

IRBESARTAN

Absorption

La concentration plasmatique

maximale  d’amlodipine  est
atteinte en 6 a 12 h apres une
administration orale de la dose

thérapeutique.

La concentration plasmatique
maximale d’irbésartan est atteinte
en 6h aprés une administration

orale.

Biodisponibilité

Absolue varie de 64a 80 %

Absolue varie de 60% a80%

les urines.

L’amlodipine circulante est | Il se fixe aux protéines
S lice a 97 % aux protéines | plasmatiques, surtout a
E plasmatiques. Le volume de | I’albumine et a lacide -
% distribution est de: 21 L / Kg glycoprotéique a environ 96%. Le
° volume de distribution est

entre 53 L et 93 L.

§ 90% métabolisé dans le foie en| L'irbésartan est métabolisé par
E métabolites inactifs. glycuroconjugaison et par
‘:‘% oxydation  principalement  par
E I’isoenzyme CYP2C9 du
- cytochrome P-450.

La demi-vie d’élimination est de | La demi-vie d’¢élimination terminale

30 a 50 h. L’élimination | de I’irbesartan est de 11 a 15 h.
é plasmatique est bi-phasique.10% | L’irbésartan et ses métabolites sont
E de la molécule meére et de | excrétes par les voies biliaire et
w métabolites sont excrétés dans | rénale.

10
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1.3. Contréle qualité (QC) d’EXIRB d’ELKENDI MS pharma

Selon I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) : le controle de la qualité est définit
comme étant toute mesure prise , mise au point des spécifications , échantillonnage |,
analyse et traitement des données analytiques afin de confirmer que les matiéres premiéres,
les produits intermédiaires, les articles de conditionnement et le produit pharmaceutique
final sont conformes aux spécifications établies d’identification, dosage, pureté et autres
caractéristiques (14). C’est-a-dire que le QC des médicaments est un processus essentiel
tout au long du cycle de vie du produit, de la réception des matiéres premieres a la
libération du lot final. Le comprimé EXIRB (Irbésartan/Amlodipine) 300mg/5mg, produit
a El KENDIi MS pharma, subit de différents controles étant comme matiere premiére, en

cours de fabrication et aussi comme produit fini.

1.3.1. Le contrble qualité de la matiere premiére

Le contrdle qualité des matiéres premiéres est une étape essentielle pour assurer la
qualité¢ des produits pharmaceutiques finis. Les contrdles qui s’effectuent sur la matiére
premi¢re d’EXIRB (Irbésartan/Amlodipine) 300mg/5mg sont des controles physico-
chimiques : La description, la solubilité, I’identification (IR, HPLC, Réaction chimique), le
dosage des impuretés, teneur en eau, cendre sulfurique (ROI), perte a la dessiccation (LOD),

substance soluble dans I’eau, substance insoluble dans I’eau et le contr6le microbiologique.

1.3.2. Le contrdle qualité du produit fini

Le contrdle qualité des produits pharmaceutiques finis est essentiel pour garantir la
sécurité et l'efficacité des médicaments. Les contrdles que subissent les comprimés
d’EXIRB (produit fini) se manifestent en :

e Essai d’uniformité, englobe I"uniformité de masse et I’uniformité de la teneur,
e temps de désagrégation,

e vitesse de dissolution,

11
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o friabilité et dureté,
e dosage,
e essai de conservation, et le test d’impureté, qui détermine les différents types

d’impuretés susceptible de provenir de la substance active (organiques,

inorganiques ou solvant résiduels).

12
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L’industrie pharmaceutique utilise de facon intensive la majorité des méthodes
d’analyses physico-chimiques reconnues et ce la a chaque étape de la conception d’un
médicament : recherche et développement, contrdle des matieres premieres, controle de
production, et contrdle des produits finis. Pour chaque production, des milliers d’analyses sont
réalisées quotidiennement au moyen de plusieurs procédures (15). Aujourd’hui, la
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) est une technique
analytique clé pour I’industrie pharmaceutique. Cette technique séparative peut étre
utilisée aussi bien pour des analyses purement qualitatives, que pour des applications
quantitatives. Durant ces derniéres années, les technologies employées en HPLC (phases
stationnaires, phase mobiles, instrumentation ...) ont évolué de maniére tres rapide, afin de
répondre a certaines exigences de qualité et de sécurité dans le secteur pharmaceutique
(16).

11.1. Définition

La chromatographie HPLC est une technique d’analyse qualitative et quantitative qui
permet l'identification, la séparation et le dosage de composés chimiques (principe actif ou
contaminant) dans un mélange liquide non volatil, thermosensible, de polarité différentes,
méme a I’état de traces, tres utilisé dans la chimie analytique vu qu’elle permet 1’obtention
de la précision et 1’étude compléte d’une espéce chimique dans diverses matrices par fois
complexe : produits cosmétiques, produits pharmaceutiques, ingrédients naturels, matrices

biologiques,... (17).
11.2. Appareillage de la chromatographie en phase liquide

L’appareille de la chromatographie en phase liquide se compose d’un réservoir
contenant la phase mobile, d’un systtme de pompage, d’un injecteur, d’une colonne
chromatographique (Thermostat) et d’un détecteur (18, 19) ;

11.2.1. La phase mobile

C’est un éluant de composition constante (systéme isocratique) ou variable avec le

temps (systeme gradient). La phase mobile est mise dans un réservoir qui est plus souvent

14



Chapitre 11 Chromatographie liquide a haute performance

une bouteille en verre dans laquelle on plonge un tube avec une extrémité filtrante en téflon.

Le dégazage se fait par agitation ou a 1’aide d’un sonicateur.

11.2.2. La pompe

Sa détermination se fait par la pression qu’elle permet d’atteindre dans la colonne, son
débit et la stabilité du flux. Il existe plusieurs pompes, a savoir : les pompes a pression de
gaz, les pompes électriques de type seringue et de type piston, mais les plus utilisées sont
les pompes électriques. Actuellement les paramétres d’une pompe sont : débit de 0,01 a 10

ml/min, stabilité < 1 et pression maximale > 350 bar.

I1.2.3. L’injecteur

Couramment utilisé, il comporte une vanne a boucle d’échantillonnage d’une
capacité fixe (10, 20, 50 ul, ...), cette boucle permet d’introduire 1’échantillon sans
modifier la pression dans la colonne. La boucle possede deux positions dont la premiére
permet le remplissage de la boucle avec une injection a volume fixe, la seconde permet la

circulation de I’échantillon dans le systtme chromatographique.

5 orifice
de remplissage
(seringue en 4)

boucle Remplissage

de Ia boucle

boucle Injection
dans Ia colonne

Figure 11.1 : Position de la boucle d'échantillonnage dans un injecteur (20).
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11.2.4. La colonne

C’est en inox généralement avec un diamétre interne de 4,6 mm et une longueur
de 5, 10, 15 ou 25 c¢cm, le remplissage a une granulométrie < 2 um (silice, silice greffée ou

particules polymériques).

11.2.5. Le détecteur

Il suit en continu I’apparition des solutés, pour détecter on opte a I’utilisation de
plusieurs phénomenes physicochimiques. Le signale obtenu est enregistré en fonction du
temps. Le détecteur le plus utilisé c’est un spectrophotomeétre d’absorbation UV-Visible

(190-600 nm) relie a la sortie de la colonne.

11.2.6. L’intégrateur

La chromatographie est une méthode de séparation, il faut donc avant tout
chercher a séparer correctement les pics avant de les intégrés. Une intégration consiste a
mesurer la surface sous un pic. La détection d’un pic chromatographique par 1’intégrateur
dépend de deux parameétres:

w=  le seuil d’intégration (sensibilité),

= et lalargeur attendue des pics.

11.3. Principe

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange
est introduit dans la phase mobile liquide (éluant), suivant la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne
chromatographique. La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression,
parcourt le systtme chromatographique. Le mélange a analyser est injecté puis

transporté a travers le systeme chromatographique.
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Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre la phase
mobile et la phase stationnaire. A la sortie de colonne grace a un détecteur approprié, les
différents solutés sont caractérisés par un pic. L'ensemble des pics enregistrés est appelé

chromatogramme (19).

B . d : Systeme
esevolr de solvant dlintégration et
dicateur de d'impression

pression et débit

Systeme d'injection :
Deétectew

Détecteur

.- =
$=3

Colonne

Figure 11.2 : Schéma du principe d'une chaine HPLC (19).

11.4. Parametres chromatographiques

L’optimisation d’une méthode d’analyse dépend de I’accommodement entre les
divers parametres chromatographiques, en vue d’acquérir une séparation optimale et avoir
un pic fin et symétrique, qui doit étre obtenu dans un temps d’analyse  le plus court,

dont les paramétres sont cités comme suit (19, 21,22) :
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11.4.1. Le temps de rétention (tr)

Il s’agit du temps mis par un soluté pour traverser la colonne et étre déetecter, ce
temps est caractéristique dun soluté dans les conditions d’analyse donnée. Il est

déterminé dans le sommet du pic chromatographique qui correspond généralement a la

trg
J\ L=
a

Temps d'elution (Min)

moitié de 1’élution du composé.

intensité signal du détecteur

Figure 11.3 : Temps de rétention d'un échantillon.

11.4.2. Le facteur de rétention ou de capacité (K’)

Il est utilisé pour caractériser la rétention d’un produit, il permet d’appréhender la
capacité de la colonne a retenir le composé dans les conditions d’élution. K’ représente le

rapport de la quantité d’un soluté dans la phase stationnaire et dans la phase mobile. Et

CaxVs Vs tr - tm
K= — = Kz
CmxVm Y tm

aussi c’est le rapport du temps passé par un soluté dans la phase stationnaire / le temps passé

dans la phase mobile.
K’ : Facteur de rétention ou de capacité. tr : temps de rétention.

Cs : Quantité d’un soluté dans la phase stationnaire. tm : temps mort.
Vs : Volume de la phase stationnaire.

Cm : Quantité d’un soluté dans la phase mobile. Vm : Volume de la phase mobile.

18
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Intensité du signal détecteur

Mo,

try

Temps d’élution

Figure 11.4 : Graphe indiquant les parametres utilisés pour déduire le facteur de
capacité.

11.4.3. Le facteur de sélectivité (a)

Il est employé pour distinguer la distance qui sépare les sommets des deux pics, il
s’agit du rapport des temps de rétentions qui doit étre toujours >1. C’est une condition
nécessaire pour déterminé une séparation. Elle est calculée a partir de 1’équation

suivante:

fﬁz - tO

tFﬂ‘ - tO

a : Facteur de sélectivité.
tr1, tr2 temps de rétentions entre deux solutés.

to : temps mort.

La sélectivité a mesure aussi la différence de distribution thermodynamique des
deux composés.
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11.4.4. La résolution (Rs)

Il s’agit de I’évaluation quantitative de 1’habilité d’une colonne a séparer deux
analytes en explicitant, le fait qu’il y ait ou non un chevauchement de deux pics, elle se

calcule selon la relation suivante:

(:rrﬁ o z‘rl)
(0, +@,)

R=2

R : La résolution.
trl,tr2:temps de retentions entre deux solutés.

(: Largeur du pic a la base.

Si R < 1: mauvaise résolution.

» Sil<R<14:résolution acceptable.
» Sil4<R<1,6:résolution optimale.
= Si R>1,6:résolution trop bonne,

» Plus R est grand plus la séparation est excellente.
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11.4.5. Efficacité d’une colonne (largeur du pic)

I’efficacité d’une colonne chromatographique, dont dépend 1’étalement des pics,
est mesurée pour chaque composé par le nombre de plateaux théorique de la colonne. Le
nombre de plateaux théorique définie la multitude de fois qu’un composé sera échangé
entre la phase mobile et la phase stationnaire, ainsi que 1’altération et le retour entre

les deux phases. Il est donné selon la relation suivante :

2

v=16(i5) =554 (55 = (%)

N : Nombre de plateaux théoriques.

t R : Temps de rétention.

o : Ecart type.
6 : Largeur du pic a mi- hauteur.

@ : Largeur du pic ala base.

tR( A0

Figure 11.5 : Paramétres décrivant I'efficacité d'une colonne
chromatographique.

H : Hauteur du pic.

His : Mi-hauteur.
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11.5. Facteurs influencant I’optimisation de la chromatographie HPLC

L’optimisation de la chromatographie HPLC permet 1’obtention d’une réduction
dans le temps d’analyse, la concentration du solvant et une amélioration dans les

parametres chromatographiques (23) :

11.5.1. La colonne

A ce niveau, on peut opter a I’utilisation d’une nouvelle colonne donc modifier
la phase stationnaire pour avoir plusieurs analyses en méme temps (dosage du PA et ses
impuretés), ainsi qu’améliorer sa sensibilité. En effet, la séparation dépend de la
différence de solubilité des solutés dans la phase mobile et des différentes interactions des

solutés avec les groupements organiques greffés dans la phase stationnaire (23).

11.5.2. La phase mobile et les solvants mis en solution

Ces deux parametres peuvent étre modifiés afin d’étre compatible pour les
diverses analyses effectuées, ce qui permet un bénéfice du temps de préparation et
diminuer 1’achévement de solvants, en utilisant généralement I’acétonitrile, le méthanol

et les solvants organiques.

I1 existe deux types d’¢€lution :

& Le mode isochratique, ou la composition de la phase mobile est fixe tout au long
de I’analyse,

@ et le mode gradient qui consiste a diminuer progressivement la polarité de la
phase mobile en augmentant la concentration du solvant organique utilisé afin de

séparer les solutés ayant une polarité différente.

Le pH de la phase mobile est aussi considéré comme un facteur primordial a
contréler. En effet, celui-ci va modifier I’ionisation des composés, ce qui a I’influence sur la
balance hydrophobe /hydrophile. Le pH agit au niveau de la mise en solution, sur la stabilité

des produits, car certains se dégradent (23).
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11.5.3. Les conditions d’élution

En plus de I’influence des deux phases, d’autres facteurs peuvent avoir un impact
sur la rétention et la sélectivité tels que:

- Le débit qui est lié a la pression, doit étre toléré par la colonne et I’appareillage ;

- La température appliqguée & la colonne lors de I’analyse permet aussi
I’optimisation de la séparation. Plus la température est élevée, plus y’aura une
dégradation des composés thermosensibles, donc il est indispensable de contréler
ce parametre ;

- Et la pente du gradient qui influence la rétention des composés, une pente élevée
permet d’éluer rapidement les composés et de diminuer la résolution, ce qui

permet de jouer sur ce parametre (23).

23



CHAPITRE III:

Validation analytique
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Le contexte industriel actuel exige & de nombreuses entreprises de démontrer que
I’ensemble des procédures et des méthodes utilisées dans 1’élaboration d’un produit
conduisent effectivement aux résultats recherchés. Dans I’industrie pharmaceutique, la
validation des méthodes peut étre considérée comme 1’un des domaines les plus connus de la
chimie analytique. La validation est indispensable et également un outil fondamental,
permettant d’avoir confiance dans la qualité et la sécurité du médicament fabriqué et

d’assurer la crédibilité des laboratoires (24).

I11.1. Généralités sur la validation d’une méthode analytique

111.1.1 Cycle de vie d’une méthode

La vie d’une méthode d’analyse est un cycle évolutif qui suit différentes étapes
(\Voire figure 111.1) ;

- Etape préliminaire (étape « 0 ») : expression du déploiement et de la mise en ceuvre
d’une méthode pour un client / prescripteur et/ou pour un usage spécifié sous la

forme d’un cahier des charges;
- Etape 1: phase de sélection des outils, des analytes,...;

- Etape 2 : phase de développement / optimisation de la méthode (en I’absence de

méthode préexistante pour le domaine d’application considére) ;
- Etape 3: caractérisation intra-laboratoire et au besoin, inter-laboratoires, de la méthode;
- Etape 4: validation de la méthode développée au regard de I’usage attendu ;

- Etape 5:a l'issue de ces étapes précédentes, I’utilisation en routine de la méthode

peut étre envisagée ;

- Etape 6: La revue périodiqgue de la méthode peut donner lieu a un besoin de

revalidation ou d’un nouveau développement (25).
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Figure 111.1 : Cycle de vie d'une méthode d'analyse (25).
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111.1.2. Définition de la validation

Selon la norme NF EN ISO / CEI 17025, il s’agit de la « confirmation par examen et
I’apport de preuves objectives du fait que les exigences particulieres en vue d’une
utilisation prévue déterminée sont remplies ». En fait, selon la norme U47-600-1, cette
confirmation «consiste a comparer les valeurs des critéres de performance déterminées au
cours de 1’étude de caractérisation de la méthode a celles attendues ou assignées au
préalable (limites d’acceptabilité, objectifs a atteindre), puis a déclarer la méthode

d’analyse valide ou non valide» (25).

111.1.3. Type de validation

Le processus de validation est souvent classé en fonction du moment ou il est
effectué le calendrier  de production, afin de réaliser au mieux la validation des
méthodes, le laboratoire d’analyse fixe pour chaque examen la nature des opérations a

mettre en place. Sur la base de cette description il existe 4 types de processus (26,27) :

111.1.3.1. La validation prospective

Ce type est mis en ceuvre lorsqu’un produit est fabriqué avec une nouvelle formule ou
dans une nouvelle installation. Egalement connue sous le nom de validation avant
commercialisation, la  validation prospective est généralement effectuée avant de
commencer la production de routine. Elle est également considérée comme le type de
validation fondamental car elle constitue le point de départ de tout produit qui sera lancé

dans de nouvelles conditions (26).

111.1.3.2. La validation rétrospective

Elle n’est effectuée que lorsque le processus industriel n’a pas fait I’objet d’une
validation formelle documentée. La validation rétrospective s’effectue normalement par
I’utilisation de données historiques et 1’analyse des tendances afin de prouver que le
processus se trouve dans 1’état dans lequel il est censé se trouver. Dans la plupart des cas,

ce n’est plus une approche acceptable de la validation des processus, car tout produit

devrait déja avoir été validé avant sa distribution commerciale (26).
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111.1.3.3. La validation simultanée

Cette validation est effectuée au cours de la production pharmaceutique réguliére
pour déemontrer que le processus fonctionne au niveau qu’il devrait atteindre au cours de

son exécution réelle (26).

111.1.3.4. La revalidation

C’est largement utilisé pour les dispositifs médicaux que pour les médicaments.
Elle est exécutée lorsque la validation prospective arrive a la conclusion que le processus
industriel est incapable de produire le produit de maniére constante. En outre, un critere de
revalidation peut étre indiqué dans le protocole de validation original. Le processus de
revalidation peut ne pas étre aussi complet que la validation initiale, surtout si la

situation ne nécessite que la répétition de certains aspects (26).

111.1.3.5. La validation des méthodes analytique

Il concerne 1’évaluation d’attributs de qualité du produit par des essais, pour prouver
que la fiabilité est bien perpétuer tout au long du cycle de vie du produit et que les
critéeres de la  validation n’ont pas été modifiés. Ces méthodes doivent étre validées ou
revalidées avant leur utilisation en routine:

- Chaque fois que les conditions pour laquelle la méthode a été validée changent ;

- Quand le contréle qualité indique qu’une méthode institué change avec le temps (27).

111.1.4. Aspect réglementaire de la validation
Les industries en Algérie ont recours a la réglementation internationale, a savoir:

Des guidelines ICH: Elle est définie comme étant un processus d’harmonisation des
exigences réglementaires en matiere de médicaments a usage humain, depuis sa création en

1990, I'ICH a progressivement évolué afin de répondre aux développements de plus en
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plus mondiaux dans le secteur pharmaceutique. Sa mission est d’amplifier le degré
d’harmonisation international pour acquérir des médicaments de bonne qualité, soient

développés, enregistrés et maintenus dans les conditions les plus strictes.

Deux guidelines ont été dediés a la validation analytique : Q2 « Analytical validation»
(28):

& Q2A : « Text on Validation of Analytical Procedures »: dont 1’objectif est de
déterminer les criteres et les caractéristiques qui doivent étre prises en considération

au cours de la validation des méthodes analytiques.

& Q2B :« Methodology » : son but est de fournir des conseils et recommandations sur
la matiere, de concevoir les différentes caractéristiques de la validation pour chaque
méthode analytique. En sus de, le document fournit une indication sur les données qui

devraient étre présentées dans un dossier d’enregistrement.

En 2005, les deux guidelines Q2A et Q2B ont éte ralliées en une seule ligne : Q2(R1)
intitulée «Validation des procédures analytiques : « Text and Methodology». Et la ligne
directrice Q2(R2) «Validation des procédures analytiques » est une révision complete de la

ligne directrice Q2 pour inclure plus les applications récentes des procédures analytigques.

C’est une approbation par les membres de I'assemblée de I'ICH et publié pour consultation
publique en Mars 2022 (28, 29).

- Pharmacopée : la pharmacopée est un ouvrage réglementaire destiné aux
professionnels de santé, régulierement mis a jour, qui présente sous forme de
monographies les criteres de pureté des matieres premieres ou des appréts entrant dans la
fabrication des médicaments, aussi bien que les méthodes d’analyse a utiliser pour garantir
leur contréle. Toutes les meéthodes représentées dans la pharmacopée sont considérées
comme étant validées, suivies par des notations qui sont données dans les divers chapitres
relatifs pour chaque méthode, permettant au laboratoire d’assurer son aptitude a les

mettre en ceuvre, la pharmacopée comprend (30) :
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v Pharmacopée Européenne, élaborée et publiée par "EDMQ ;

v Pharmacopée Européenne, élaborée et publiée par I’ANSM (L'Agence nationale de
sécurité du médicament et des produits de santé) en France ;

v" Pharmacopée Américaine, élaborée et publiée chaque année par 1’'US

dont il existe plusieurs textes qui font référence a la validation des méthodes.
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I11.2. Criteres de la validation analytique

I1 est important de bien comprendre l'objectif d’une analyse, car c'est d'aprés ce facteur
qu'on détermine quelles caractéristiques de validation doivent étre évaluées. Vu le but
convoité dans notre étude, nous allons se focaliser aux critéres de performance des méthodes
analytiques approvisionné dans des publications comme les guidelines ICH, particulierement
le guideline ICH Q2 (R2) édité en 2020. Dans I’ambition de fournir des recommandations sur
la maniére de concevoir les diverses caractéristiques de la validation Les caractéristiques de

performance typiques et tests de validation associés sont fournis dans le tableau I11.1 (29).
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Tableau I11.1 : Caractéristiques de performance typiques et tests de validation associés

pour les attribus de produit mesurés (29).

Type d’attribution Identité Impureté, pureté Essai
de Contenu/puissance
Produit mesuré Autres mesures
guantitatives(1)
o o Autres
Quantitative Limite
Procédure MESUTES
Analytique quantitatives(1)
Caracteéristiques
de performance
a démontrer (2)
Spécificité (3) + + + +
Test de spécificité
Plage de fonctionnement - + - +
Convenance du modele
d’étalonnage
Vérification de la limite - QL(DL) DL -
inférieure de la Plage
Exactitude(4) . + - +
Test de I’exactitude
Précision(4) - + - +
Test de répétabilité
Test de  précision - +(5) - + ()
intermédiaire

- : Signifie que ce test n’est normalement pas évalué.

+ : Signifie que ce test est normalement évalué.

() : Signifie que ce test n'est normalement pas évalué, mais dans certains cas complexes

recommandés.

QL, DL: limite de quantification, limite de détection.
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(1) : d'autres mesures quantitatives peuvent suivre le schéma de test d'impuretés, si la plage de
travail est proche des limites de détections ou de quantifications de la technologie, si non
suivre le schéma du dosage est conseillé.

(2) : Certaines caractéristiques de performance peuvent étre remplacées par une justification
inhérente a la technologie ou qualification dans le cas de certaines procédures analytiques,
pour les propriétés physico-chimiques.

(3) : une approche combinée peut étre utilisée alternativement pour évaluer I'exactitude et la
précision séparément.

(4) le manque de spécificité d'une procédure analytique pourrait étre compensé par une ou
plusieurs autres procédures analytiques.

(5) La reproductibilité et la précision intermédiaire peuvent étre réalisées comme un seul

ensemble d'expériences.
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111.2.1. Spécificité/Sélectivité
111.2.1.1. La specificité

La spécificité c’est la capacité d’une procédure de permettre une évaluation univoque
de I’analyte en présence de composés susceptibles d’étre présents. Elle peut étre vérifiee

par les parametres suivants (29):

e Absence d'interférence : démontrée que l'identification et/ou la quantification d'un
analyte n'est pas affectée par la présence d'autres substances (ex. impuretes, produits de
dégradation, substances apparentées, matrice ou autres composants présents dans
I’environnement).

e Comparaison orthogonale des procédures : il s’agit de vérifier que le résultat mesuré
d'un analyte est comparable au résultat mesuré d'une deuxiéme procédure analytique bien
caracteérisée.

e Justification inhérente & la technologie : il s'agit de prédire la spécificite de la
technologie par des parameétres techniques.

e Donnée recommandé :

- Identification : C’est de vérifier I’identité de la substance analysée ;
- Pureté : Il s’agit de vérifier si les analyses permettent de déterminer avec
exactitude la teneur en impuretés de la substance analysée (recherche des

substances apparentées, métaux lourds, résidus de solvants, etc.).

111.2.1.2. La sélectivité
La sélectivité est I’aptitude d’un élément d’analyse a discerner un analyte donné dans
un mélange complexe (29).
111.2.2. Linéarité

La linéarit¢ d’une méthode analytique est sa capacité a donner des résultats qui sont
directement dans certaines limites proportionnelles a la concentration (quantité) de 1’analyte
dans 1’échantillon (29).
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111.2.3.Exactitude et précision
111.2.3.1. Exactitude

L’exactitude d’un procédé analytique exprime 1’étroitesse de 1’accord entre une valeur
généralement admise comme valeur varie ou comme valeur de référence et la valeur trouvée

(une moyenne obtenue en appliquant le procédé analytique un certain nombre de fois) (29).

111.2.3.2. Précision

Le degré daccord entre les mesures obtenues a partir d'analyses séparées de
plusieurs échantillons du méme échantillon homogene dans des conditions spécifiées. La
précision peut étre évaluée a trois niveaux : répétabilite, précision intermédiaire et
reproductibilité (29).

e Reépétabilite
Conditions dans lesquelles des résultats de test indépendants sont obtenus sur le
méme individu testé par la méme méthode, dans le méme laboratoire, par le méme

opérateur, en utilisant le méme équipement et dans un court intervalle de temps (29).

e Précision intermédiaire
Conditions dans lesquelles des résultats de tests indépendants sont obtenus par la
méme méthode sur les mémes individus testés dans le méme laboratoire, en utilisant des
opérateurs différents et en utilisant des equipements différents et a des intervalles de temps
donnés (29).

e Reproductibilité
Conditions dans lesquelles les résultats des tests sont obtenus par la méme méthode
dans différents laboratoires, différents opérateurs et les mémes personnes de test en
utilisant des équipements différents. Habituellement appliquée a la normalisation des
méthodes (29).
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111.2.4. Robustesse

La capacité du protocole a étre immunisé contre les changements mineurs mais
introduits intentionnellement dans les parametres de la méthode ; fournit une indication de sa
fiabilit¢ dans des conditions normales d’utilisations afin de réduire le nombre de tests a

effectuer, un plan expérimental factoriel doit étre utilisé (29).
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L’organisme d’accueil

1. A propos de MS Pharma

MS Pharma est une société pharmaceutique régionale leader dans la région MEA
(Moyen-Orient et Afrique), avec une équipe de direction qui reste basee a Amman, en
Jordanie. L’entreprise emploie plus de 2 000 personnes dans 12 pays (31). MS Pharma
commercialise une large gamme de produits génériques et biotechnologiques pour plusieurs
domaines thérapeutiques.
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2. Présentation de la sociétée ELKENDI MS pharma

El Kendi, qui fait partie de MS Pharma, est la principale société de fabrication de
produits pharmaceutiques genériques en Algerie et le pionnier dans la fabrication locale de
médicaments destinés au traitement des maladies chroniques (cardiologie, rhumatologie,
neurologie...). Les deux sites de production, d’El Kendi part of MS Pharma, installés au
niveau du pbéle biotechnologique de SIDI ABDELLAH, RAHMANIA ALGER,
approvisionne le marché algérien en plus de 175 produits différents (32,33).
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Figurel : Emplacement de I'entreprise EL KENDI MS
pharma.
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3. Les objectifs d’ELKENDI MS pharma

L’entreprise a consacré ses 10 années d’existence a l’acquisition de technologies
nouvelles afin de développer sa production de génériques a forte valeur ajoutée et a enrichir
son portefeuille avec des produits hospitaliers, des traitements oncologiques et ceux issus de
la biotechnologie. En tant que leader du marché, 1’objectif ultime d’El Kendi est d'améliorer
la qualité de vie de leurs communautés en augmentant l'acces a des produits abordables et de

hautes qualités.
4. Activités principales de I’entreprise

El Kendi part of MS Pharma réunit différentes secteurs d’activités. Les principales
formes médicamenteuses fabriquées sont les :
v Formes solides (comprimés, gélules,...) ;
v Formes liquides a usage orale ;

v Formes semi solides (gels, pommades,...) a usage cutané.

5. Différents compartiments de la sociéte EL KENDI MS pharma

L’agencement des zones au sein de I’entreprise EL KENDI MS pharma est comme suit:

a. Département de production :
» Formes solides et semi solides.
» Formes liquides.
» Pesée.

b. Département qualité :
» Laboratoire de microbiologie.
» Laboratoire de physico-chimie
» Assurance qualité.

c. Zone de maintenance et logistique.
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d. Atelier de recherches et développement.

e. Département commercial.

6. Description des activités du laboratoire de controle qualité

<

Le laboratoire de contrdle qualité (QC) comprend une:

salle d’instrumentation : dont on trouve la section du produit fini, stabilité, maticre
premiére et validation. Les équipements de contrble utilisés pour ces différentes
sections sont : la Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC), la
Spectroscopie Ultraviolet-Visible (UV-Visible) et Infrarouge (IR), le dissolu-test, le
tambour rotatif pour le test de friabilité et I’appareil a désagrégation,

salle de stabilité : ou les médicaments sont mis sous surveillance de dégradation selon
la température et I’humidité,

salle d’échantillons : ou les échantillons de mati¢res premicres (MP) et du produit fini
(PF) sont maintenus pour le controle,

salle de préparation pour : la mesure du pH, le potentiometre, la centrifugation, la
préparation des solutions (solution standard, dilution,...) et la conservation des
réactifs.

salle de pesée,

salle réservée pour les sonicateurs et les étuves,

salle de packaging : la ou les tests sur les articles de conditionnements primaires et
secondaires sont effectués,

bureau du superviseur de laboratoire et du manager QC.
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Dans cette partie empirique dont 1’objectif est de mettre au point et de valider une
nouvelle méthode analytiqgue du dosage du médicament EXIRB (Irbésartan/Amlodipine)
300mg/5mg, par HPLC, plusieurs produits et réactifs ont été utilisés ainsi que différents
appareils appropriées, fiables et produisent des résultats précis et reproductibles. On trouve
dans ce chapitre en détail, le protocole de la validation suivi lors de notre étude qui a éteé
réalisée au sein du laboratoire de contrdle qualité, au niveau de I’entreprise EL KENDI MS
pharma, installée auprés du péle biotechnologique de SIDIABDELLAH, RAHMANIA
ALGER et cela conformément au protocole de validation élaboré par les guidelines ICH,
notamment ICH Q2 (R2), en mettant I’accent sur une comparaison entre la méthode de

validation de routine et cette nouvelle méthode exploitée dans ce présent travail.

1V.1. Matériels

Une collection de produits et réactifs, une variété de verrerie ainsi que différents
appareils ont été utilisés.
IV.1.1. Produits chimiques et réactifs

Pour la validation de la méthode du dosage d’EXIRB (Irbésartan/Amlodipine)
300mg/5mg, nous avons eu recours aux produits et réactifs présentés dans le tableau suivant
(Tableau IV.1).
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Tableau IV.1 : Les principaux réactifs et produits utilisés.

Reéactifs Quelques données physico
chimiques
Triéthylamine (CeH1sN) PM:101,191 g / mol
PE:89, 28 °C
Acétonitrile (C2H3N) PM:41,05 g / mol
PE:82 °C
Méthanol (CH3OH) PM:32,04 g / mol
PE:65 °C
Acide Phosphorique (HzPOa) PM:97,994 g / mol
PE:213 °C
Eau purifiée PM:18 g / mol
les PAs
Produits (Amlodipine PMa : 408, 876 +/- 0,022 g /mol
besilate 5mg,
Irbésartan300mg). | pp,: 428, 5294 +/- 0, 0235 g / mol

IV.1.2. Instruments, équipements et conditions

Toute la verrerie utilisée est en borosilicate de classe A, et tous les équipements sont

qualifiés.

1VV.1.2.1. Verrerie et consommables :

- Fioles jaugées (25ml, 50 ml, 100 ml et 250ml);
- Béchers (50 ml, 100 ml, 1000 ml et 2000ml);

- Pipettes jaugées (4ml, 5 ml et 6 ml);

- Pipettes graduées (5ml, 10ml);

- Propipette;
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- Eprouvette (1000 ml);
- Flacons de 2000 ml ;

- Seringues

- Etautres : Spatules, broyeur et filtre nylon de 4,5um,

1V.1.2.2. Equipement :

L’équipement principal utilis¢ dans notre travail est 'HPLC Alliance Waters. Les

conditions chromatographiques et les caractéristiques de la colonne HPLC Alliance Waters

sont indiqués dans le tableau ci-dessous (Tableau 1V.2).

Tableau 1V.2 : Les parametres chromatographiques d'HPLC.

Fabricant

Waters

Modéle

Alliance

Systéme de données

Empower version3

Détecteur Détecteur a longueur d’onde Vvariable
Longueur d’onde (détection) 237 nm

Débit 1,0ml/min

Boucle d’injection 10ul

Caractéristiques de la colonne

Colonne C 18:50 mm de longueur, 4,6 mm

de diamétre et 5 um de porosité.

Température de la colonne

30°C

Le systeme logiciel Empower version3

éléments suivants :

de Waters qui pilote ’'HPLC comporte les
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v Instrumentation chromatographique;
v Ordinateurs d'acquisition et de traitement de données chromatographiques;
v Logiciel Empower, une application logicielle 32 bits d’acquisition et de gestion de

données dotée d’une architecture de bases de données intégrée et avancée.

e Autres appareillage : Hotte, balance, étuve, PH métre et sonicateur.

1VV.2. Méthode

IV.2.1. Préparations des solutions

Pour la validation de cette méthode d’analyse chromatographique par HPLC du dosage

d’EXIRB (Irbésartan/Amlodipine) 300mg/5mg, nous avons préparé différentes solutions:

- Phase mobile,
- diluant,
- solution meére concentrée d’amlodipine,

- solution mére concentrée d’irbésartan,
- placebo ( Excipients d’EXIRB ),

- et le standard [Amlodipine + Irbésartan].

IV.2.1.1. Préparation de la phase mobile

Afin de préparer une solution tampon & pH= 3.0, on a versé 14 ml de triéthylamine dans
un bécher de 2 1 contenant 1800 ml d’eau purifiée et ajusté le pH jusqu’a 3.0 en utilisant
’acide phosphorique dilué, puis on a complété avec de I’eau purifiée jusqu'a 2000 ml et bien
mélangé. Par la suite on a versé dans un autre bécher de 2 | : 1000 ml de la solution tampon a
pH=3.0, 700 ml de méthanol et 300 ml d’acétonitrile et on les a mélangés puis on a filtré et

dégazé le mélange (la phase mobile).
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1VV.2.1.2. Préparation du diluant
Le diluant (solution B) est le méthanol (CH3OH).

1V.2.1.3. Solution mere concentrée d’amlodipine

Dans une fiole de 50 ml on a introduit une masse de 17,4 mg d’Amlodipine besilate et
on a rajouté 25 ml de méthanol, puis on a mis la solution dans I’appareil de sonication

pendant quelques minutes, ensuite on a complété avec du méthanol jusqu’au trait de jauge.

Dilution : on a transvasé 5 ml de la solution C (solution mére concentrée d’amlodipine)

dans une fiole de 50 ml puis on a complété avec du méthanol jusqu’au trait de jauge.

» Calcul des concentrations
On a C mere d’Amlodipine = C massique d’A | Mga <& C massique ’A = M Al V mere A

Donc C mere ’Amlodipine=  Ma'a /Vmereda! M ga

= 0,01744/0,025, /408,876 gmor =0, 696 mol /|

C mere d’Amlodipine = 0, 696 mol / |

> Calcul du facteur de dilution

Ona F=V e/ V mere = (50 ml -5ml) /5 mli

F=5

Donc C fie ’a = C mere d’Amlodipine [F=0,696 mo/1 /5=0, 1392 g /mol

C fille ¢’ Amlodipine = 0, 1392 g /mol
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1V.2.1.4. Solution meére concentrée d’Irbésartan

On a pesé¢ 75 mg d’Irbésartan et on I’a introduit dans une fiole de 50 ml, puis on a

rajouté du méthanol jusqu’au trait de jauge.
> Calcul des concentrations

De la méme maniere que précédemment on trouve les concentrations C mere €t C fille

d’irbésartan donc;

C mere d’irbésartan = 3 mol / | et C fille ¢’Irbésartan = 0, 6 mol / |

IVV.2.1.5. Placebo (solution E) : préparé a partir des excipients d’EXIRB.
IV.2.1.6. Standard [Amlodipine + Irbésartan]

Dans une fiole de 25 ml, on a mélangé 5 ml de la solution diluée d’amlodipine besilate
avec 5 ml de la solution mére d’irbésartan, avec 2, 5 ml du placebo par la suite on a complété

jusqu’ au trait de jauge avec la phase mobile.

Figure V.1 : Préparation de la solution standard (amlodipine +
irbésartan).
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IVV.3. Protocole de validation analytique de la méthode du dosage d’EXIRB

La validation de la méthode du dosage d’EXIRB au sein du laboratoire de contrdle
qualité El Kendi MS Pharma est basée sur I’évaluation des parametres statistiques cités en

ICH Q2 (R2). Les parametres ou les criteres qui seront évalués sont:

IV.3.1. La spécificité

La spécificité de la méthode d’analyse va étre vérifiée en montrant que le pic mesuré ne
provient que de composeé a analyser, sans aucune interférence avec sa matrice. Pour le faire,
on doit comparer les chromatogrammes des solutions (Tableau 1V.3) de : standard, standard +
placebo, placebo dans la phase mobile, phase mobile et méthanol. Et pour confirmer les

résultats, deux séries d’injections des solutions seront effectuées.

Tableau 1V.3 : Préparation des solutions pour le paramétre « spécificité ».

Préparations
Standard
Standard +Placebo
2,5 ml du placebo dans 25 ml de la phase mobile

Phase mobile

Méthanol (diluant)
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1V.3.2. Lalinéarité

Le but de ce criteére est d’apporter la preuve que les résultats obtenus dans ’intervalle de
mesure considéré sont directement proportionnelle a la concentration et de définir si cette
méthode est linéaire, sur des domaines de dosage pré -définit selon I’'ICH. L’évaluation de la
linéarité est réalisée sur cing niveaux de concentration : (50%, 80%, 100%, 120%, 150%)
préparés a partir de la solution standard des cing niveaux (un mélange de 5 ml d’amlodipine
dilué + 5 ml d’irbésartan + 2,5 ml du placebo) dans une fiole de 25 ml, compléter jusqu’au

trait de jauge avec la phase mobile. (Voire tableau 1V.4).

Tableau 1V.4 : Préparation des solutions pour le paramétre « linéarité ».

Niveau (%) | 50 80 100 120 150

Volume de 25 ml
la fiole

Volume | 55 4ml 5 ml 6 ml 75 ml
transféré

dela

solution 5

Compléter avec la phase mobile jusqu’au trait de jauge

Le coefficient de détermination R? doit étre > 0.995 pour les deux substances

amlodipine et irbésartan (35).
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17,4 mg Amlodipine 75 mg Irbisartan

7

2,5 ml + 2,5 ml 50 % ml
i, |
[zm ]

4ml ¥ 4ml 7—2:\“ 80 % ml

5 ml + 5ml 100 % ml
j

6 ml + 6 ml ik VAN
.

7,5 ml 7,5 ml 25 ml 150 % ml

> 50 %>> 80 %> > 100 %>> 120 %> 150 %>
[0,0025 mg / ml 10,004 mg / ml I 0,005 mg/mlI 0,006 mg/mII 0,075 mg/ml}
AMLODIPINE | AMLODIPINE | AMLODIPINE | AMLODIPINE | AMLODIPINE

0,15 mg/ ml 0,24 mg/ ml 0,3mg /ml 0,36 mg / ml 0,45 mg /ml
IRBISARTAN IRBISARTAN IRBISARTAN IRBISARTAN IRBISARTAN

Figure V.2 : Schéma de différentes solutions préparées pour le critéere « Linéarité ».
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IVV.3.3. Précision-répétabilité

Ce parametre correspond a la détermination de 1’écart-type relatif pour les dix

injections du standard.

1VV.3.4. Précision intermédiaire

Ce critere correspond a la détermination de 1’écart-type relatif du standard, dans un
intervalle de temps donné. Le calcul du coefficient de variation doit étre inférieur a 2 % (35).
Nous avons effectué I’étude de la précision intermédiaire entant que deux analystes
différents dans deux périodes différentes, mais dans les mémes conditions. On a pesé une

masse de 13,7884 g d’EXIRB qui correspond a 20 comprimeés.

On a préparé la solution dans une fiole de 250 ml a partir de la dissolution de 5
comprimés dans le méthanol, six dilutions (T1, T2, T3, T4, T5, T6) ont été préparées avec 5
ml de cette solution dans une fiole de 100 ml et on a complété avec la phase mobile jusqu’au
trait de jauge. Les masses de 5 comprimés d’EXIRB qu’on a pesé pour les six préparations se

trouvent dans le tableau ci-joint (Tableau 1V.5).
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Tableau 1V.5: Les masses de 5 comprimés d'EXIRB pesées par deux analystes.

Premier analyste (H.L) Deuxiéme analyste
(B.DJ)
M1:3,4373g M1:3, 4100
M2:3, 4233 g My:3, 4188
Les masses de 5 Ms3:3,4297g M3:3, 4483
comprimés d’EXIRB
pesées pour les six
préparations Ma:3,44129 Ma4:3, 4262
M:s:3,4203g Ms:3, 4018
Me:3,4102¢ Ms:3, 4301

Figure 1V.3 : Préparation des solutions pour le critére « Précision
intermédiaire ».

1VV.3.5. L’exactitude

Pour chaque principe actif, I’exactitude est évaluée a partir de 3 niveaux de
concentrations différents (50%, 100% et 150%). Pour chaque principe actif et pour chaque
niveau de concentration, trois pesées différentes ont été effectuées dans le but de préparer
trois solutions meéres a partir desquelles, les solutions filles seront préparées (dilution 5/50

pour la solution mére d’amlodipine).
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12,5 mg Amlodipine J 75 mg Irbisartan J ii:—gg:o mg

E0059:60.0mg

E0087:58.839mg
E0019:12.0mg
E0077:32.0mg
E0092:36.0mg
V} E0013:224.0mg
E0116:18.0mg
E0105:120.0mg
E0020:5.0mg
E0120:10.0mg
50 ml E0018:3.0mg
E0009:0.14mg

i)

5ml

v
= =
2,5 ml + 2,5 ml + 2,5ml >

+ +
5 mi 5 ml 2.5 ml — 2% ml
7,5 ml + 7,5 ml + 2,5 ml —» 25 mi

) > 100% » 150% >

[0,0025 mg/ ml Amlodipine ] [0,005 mg/ ml Amlodipine ] [0,0075 mg / ml Amlodipine ]

EEE)

11
G

0.15 ma/ ml Irhisartan 0.3 ma/ ml Irbisartan J 0.45 ma/ ml Irbisartan J

0,603 ma/ ml Placebo J 0.603 ma/ ml Placebo J 0.603 ma/ ml Placebo J

Figure 1V.4 : Schéma de différentes solutions préparées pour le critére «
Exactitude ».
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Les différentes solutions préparées d’amlodipine et d’irbésartan pour les trois niveaux

concernant I’exactitude sont décrites dans le tableau suivant (Tableau VL.5).

Tableau 1V.5 : Préparation des solutions d'amlodipine et d'irbésaratan pour trois niveaux

Niveaux

(%)

50

100

150

avec trois pesées différentes.

Amlodipine

La solution mere : dissoudre 8,7 mg dans une fiole
de 50ml et compléter avec du méthanol jusqu’au
trait de jauge

Solution 1(dilution: T1, T2 et T3):diluer 5ml de la
solution mere avec du méthanol dans une fiole de
50ml. Dilution T’1, T°2 et T’3 : diluer 5 ml de la
solution lavec du méthanol dans une fiole de 50ml.

La solution meére : dissoudrel7, 4 mg dans une
fiole de 50ml et compléter avec du méthanol
jusqu’au trait de jauge. Solution 1 (dilution : TI,
T2 et T3):diluer 5ml de la solution mere avec du
méthanol dans une fiole de50ml. Dilution T°1, T°2
et T°3
méthanol dans une fiole de50ml.

: diluer 5Sml de la solution 1 avec du

La solution mere : dissoudre 26,1 mg dans une
fiole de 50 ml et compléter avec du méthanol
jusqu’au trait de jauge.

Solution 1(dilution: T1, T2 et T3) : diluer 5ml de la
solution mere avec du méthanol dans une fiole de
50ml.

Dilution T’1, T°2 et T3 : diluer 5Sml de la solution

1 avec du méthanol dans une fiole de50ml.
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Irbésartan

Solution T1, T2 et T3
dissoudre 37,5 mg dans une
fiole de 50 ml et compléter
avec du méthanol jusqu’au

trait de jauge.

Solution T1, T2 et T3

dissoudre 75 mg dans une fiole
de 50 ml et compléter avec du
méthanol jusqu’au trait de

jauge.

Solution T1, T2 et T3

dissoudre 112,5 mg dans une
fiole de 50 ml et compléter
avec du méthanol jusqu’au

trait de jauge.



Chapitre 1V Matériels et méthodes

Les injections pour ce parametre sont des préparations faites a partir d’un mélange
d’amlodipine, d’irbésartan et de placebo, solutions préparés selon le tableau V1.5, suivant les

volumes du tableau ci-dessous (Tableau V1.6).

Tableau IV.6 : Préparation des solutions pour le paramétre « Exactitude ».

Mélange
Niveau (%) Amlodipine Irbésartan Placebo Volume de la
fiole
50 25 ml
100 5mi 5mi 2,5ml compléter avec
la phase mobile
150

1V.3.6. La robustesse

La robustesse d’une méthode d’analyse est sa capacité a rester stable (maintenir ses
performances) face a de faibles variations des conditions expérimentales. La température, la
longueur d’onde et le débit de la phase mobile sont les parametres a étudier. Le calcul du

coefficient de variation doit étre toujours inférieur a 2 %.
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L’objectif de cette étude est d’effectuer une validation compléte de la méthode
analytique utilisée pour le dosage d’irbisartan / amlodipine (300mg /5mg) a El Kendi MS
Pharma en essayant de réduire le temps d’analyse. Pour cela, nous avons choisi de travailler
sur une colonne C18 de 50 mm de longueur, 4,6 mm de diametre et 5 um de porosité. Sachant
que le débit, le pH et la température de la colonne, qui influence le temps de rétention, ont été

aussi fixés et decrits dans les chapitres précédents.

V.1. Choix de la composition de la phase mobile

La variation de la composition de la phase mobile acétonitrile, méthanol, tampon
triethylamine, de pH = 3 + 1, possede un grand effet sur la rétention et la séparation de
I’irbésartan /amlodipine. On choisit donc une phase mobile constituée d’un mélange

isocratique de composition (3; 7; 10; v /v /v) pour le dosage.
V.2. Résultats et discussions de la validation

V.2.1. La spécificité

L’évaluation de la spécificité de cette méthode consiste a vérifier que les deux pics
mesurés des deux substances actives d’EXIRB (Amlodipine et irbésartan) proviennent
seulement du standard (substances a analyser). Les chromatogrammes d’analyse par HPLC
des solutions préparés : standard (STD), placebo, placebo + STD, méthanol et phase mobile,

pour ce paramétre, sont présentés sur les figures V.1, V.2, V.3, V.4 et V.5 respectivement.
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Figure V.1 : Chromatogramme du STD. phase mobile ; ACN- méthanol-tampon
triéthylamine ( 3;7;10; V/VIV ), ph = 3, débit = 1 ml/min, T= 30 C°

060
0504
0.404
2 030
020
0101
0.00-
e e S i e B S B E
0.00 100 200 300 400 5.00 600 7.00
Mrctes
Peak Name | RT
1| Amiodipine | 3.385
2| irbesartan | 5.736

Figure V.2 : Chromatogramme du placebo, phase mobile : ACN-
méthanol-tampon triéthylamine ( 3;7; V/V/IV'), ph= 3, débit = 1 ml/min,
T=30 C°.
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Figure V.3 : Chromatogramme du placebo + STD, phase mobile ; ACN-

méthanol-tampon triéthylamine ( 3; 7; 10; V/V/V ), ph = 3,débit = Iml/min, T=
30 Ce.
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Figure V.4 : Chromatogramme du méthanol, phase mobile ; ACN-méthanol-
tampon triéthylamine ( 3; 7; 10; V/V/V), ph = 3,débit = 1 ml/min, T= 30 C°.
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FigureV.5 : Chromatogramme de la phase mobile ; ACN-méthanol-tampon
triéthylamine ( 3; 7; 10; V/V/V ), ph = 3,débit = Iml/min, T = 30 C°.
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Tableau V.1 : Les temps de rétention et les aires de pics dans les différentes

solutions; placebo, méthanol, phase mobile et STD + placebo.

Aire du pic Temps de rétention
(min)
Amlodipine Irbésartan Amlodipine Irbésartan
Phase mobile / / 3,385 5,736
Méthanol / / 3,385 5,736
STD 120906 78580253 3,275 5,556
STD + placebo 131554 7611517 3,275 5,557
Placebo / / 3,385 3,736

On constate, a partir des figures ci-dessus, que le chromatogramme du placebo ne
représente aucun pic dans le temps de rétention des deux principes actifs (PAs) et le
chromatogramme du placebo + STD (voire figure V.5) montre les méme temps de rétention

pour les pics des PAs, donc on peut déduire I’absence de 1’effet matrice.

Les chromatogrammes du méthanol seul (voire figure V.4) et celui de la phase mobile
(voire figure V.5) prouvent que le petit pic vers tr = 0,5min, qui apparait sur le

chromatogramme du STD (voire figure V.1) est un pic systeme.

Le chromatogramme de la solution du STD (voire figure V.1) présente une bonne
sélectivité et démontre que la détection des pics correspondants bien aux PAs et sans

présence d’interférences.

D’apres la superposition des différents chromatogrammes (figures V.1, V.2, V.3, V.4,
V.5) présentée sur la figure V.6 ci-dessous, on remarque qu’il n’y a pas d’interférences avec
les PAs.
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Figure V.6 : Superposition des chromatogrammes figures V.1, V.2, V.3, V.4 et
V.5.

Nous pouvons conclure que chaque échantillon des solutions analysées, ne présente
aucune interférence avec les pics des principes actifs irbésartan et amlodipine. Donc, la

spécificité et la sélectivité de la méthode proposée pour le dosage d’EXIRB sont prouvées.
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V/.2.2. La Linéarité

La linéarité de la méthode du dosage est la preuve que les résultats obtenus sont

directement proportionnelles a la concentration. La linéarité de notre méthode analytique est

Résultats et discussions

veérifiée sur cing niveaux de concentration (voire tableau V.2).

Tableau V.2 : Les différents niveaux de concentrations d'amlodipine et d'irbésartan

concernant le test linéarité.

Nom du produit

Irbésartan / Amlodipine (300mg/5mg)

Test

Linéarité

Niveau de
concentration (%)

50 80 100

120

150

Concentration
d’amlodipine

(mg/ml)

0, 0025 0,004 0,005

0,006

0,0075

Concentration
d’irbésartan

(mg/ml)

0,15 0,24 0,3

0,36

0,45
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A partir des cing niveaux de concentration (50%, 80%, 100%, 120% et 150 %), on trace

les droites de régression d’amlodipine (voire figure V.7) et d’irbésartan (voire figure V.8).

Les aires des pics et les concentrations de toutes les solutions sont présentées dans le tableau
V.3

Linéarité d'amlodipine

200000 °
180000 y =1261,3x-800,2 2
160000 R“=099% q-
140000 et
120000 e

100000 e

80000 ’

60000 -

40000

20000

0
0 200 40 60 80 100 120 140 160

Figure V.7 : Droite de régression de la linéaire

d'amlndinine

Linéarité d'irbesartan
12000000

10000000 v
- ®
y= 74105x +15956 9

8000000 .
. R?=0,9988

®»

6000000
4000000 e’
2000000

0
0 20) 40 60 80 100 120 140 160

Figure V.8 : Droite de régression de la linéaire d'irbésartan.

La linéarité a été évaluée par comparaison visuelle des représentations graphiques des
réponses (Y) en fonction des concentrations introduites (x) selon la fonction Y = f(x) pour

I’amlodipine et I’irbésartan.
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Tableau V.3 : Données brutes de I'étude de la linéarité.
Masse introduite  Aires de Masse Aires du
pic introduite pic
50 17,4 63222 75 39714221
80 17,4 99023 75 5932390
100 17,4 124415 75 7589402
120 17,4 151384 75 9027863
150 17,4 188583 75 11329456

Les résultats de notre étude présente une droite linéaire sur toute la gamme des

concentrations, pour les deux PAS, qui est donnée selon 1’équation suivant :

Y =ax +b

Ou Y représente ’aire du pic et x représente la concentration introduite. Le a et b

représente respectivement la pente de I’ordonnée a I’origine. La droite de régression a été

ajustée sur les concentrations calculées en appliquant le modele de régression linéaire, on

utilisant le logiciel EXEL pour laquelle le coefficient de corrélation R?, la pente et I’origine de

la droite sont représentés dans le tableau V.4.

Amlodipin

Tableau V.4 : Paramétres de I'équation de régression de linéarité.

e

Y=1261,3x-800,22

R2? =0,9996

Irbesartan

Y= 74105x+159569

R2 =0,9988
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Le coefficient de détermination R2 > 0.995, ce qui signifie que les résultats des aires
de pics sont proportionnels aux concentrations. Par conséquent, la méthode d’analyse présente

ainsi un profil linéaire.

V.2.3. Précision-répétabilité

La répétabilité a été évaluée a partir de I’injection de la méme solution STD dix fois. Les

tableaux ci-dessous (V.5 et V.6) regroupent les résultats obtenus pour la répétabilité.

Tableau V.5 : Résultats de répétabilité ; temps de rétention d'amlodipine et d'irbésartan.

Test Précision-répétabilité
Temps de
rétention (min)
Nom de Injection Amlodipine Irbésartan
I’échantillon

STD1 1 3,312 5,505
STD1 2 3,309 5,500
STD1 3 3,311 5,503
STD1 4 3,308 5,500
STD1 5 3,308 5,501
STD1 6 3,296 5,480
STD1 7 3,285 5,478
STD1 8 3,304 5,501
STD1 9 3,314 5,507
STD1 10 3,315 5,508

Moyenne 3,306 5,498

Ecart type 0,009 0,011

RSD (%0) 0,3 0,2
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Tableau V.6 : Résultats de répétabilité ; aires de pics d'amlodipine et d'irbésartan.

Nom de Injection Amlodipine Irbésartan
I’échantillon
STD (300/5) 1 133238 7549745
STD (300/5) 2 132444 7488272
STD (300/5) 3 132743 7504265
STD (300/5) 4 132520 7511225
STD (300/5) 5 132505 7505228
STD (300/5) 6 133077 7514424
STD (300/5) 7 132826 7501008
STD (300/5) 8 132522 7505295
STD (300/5) 9 133103 7515243
STD (300/5) 10 132893 7519699
Moyenne 132787 7511420
Ecart type 287 16107
RSD(%) 0,2 0,2

A partir des résultats issus ci-dessus, lors de I’analyse effectuée sur 1’amlodipine et
I’irbésartan qui sont mentionnés dans les tableaux V.5 et V.6, on déduit que le coefficient de
variation (RSD % / Relative Standard Déviation) est inférieur a 2 %. Ce qui prouve que cette

méthode analytique du dosage par HPLC est répétable.

V.2.4. La précision intermédiaire
V.2.4.1. Premier analyste (H.L)

La précision intermédiaire étudiée par le premier analyste a été évaluée par I’injection

de I’échantillon six fois. Le tableau (tableau V.7) ci-dessous regroupe les résultats obtenus
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pour la précision intra-dosage de 1’irbésartan /amlodipine (300 mg /5mg).

Tableau V.7 : Résultats de la précision intermédiaire obtenus par le premier analyste H.L.

s < Amlodipine Irbésartan
FE——
o ==
L
Reésultat Moyenne Ecart | RSD Résultat | Moyenne Ecart RSD
Echantillon type % | échantillon type | %
T1/1 98,91569 | 99,01721 | 0,14343 | 0,14 | 101,94365 | 102,03952/0,13559 0,13
T1/2 99,11854 102,13540
T2/1 99,55210 | 99,65187| 0,14125 | 0,14 | 101,52087 | 101,510920,01407 0,01
T2/2 99,75185 101,50098
T3/1 |101,30777 | 101,31911 0,01603 | 0,02 | 103,43583 | 103,42536|0,01408 0,01
T3/2 |101,33045 103,41489
T4/1  102,06411 | 101,79525| 0,38021 | 0,37 | 102,06222 | 102,08025 [0,02549 0,02
T4/2  101,52640 102,09827
T5/1 101,96489 | 102,33692| 0,52613 | 0,51 | 101,31987 | 101,483330,23118 (0,23
T5/2  102,70895 101,64680
T6/1 98,56860 | 98,60202| 0,04726 | 0,05 | 101,72831 | 101,77810 0,07041 0,07
T6/2  98,63544 101,82789
Ecart | 1,50530 1,56400 0,68982 0,71809
type
» [100,45373 |100,45373 102,05291 102,05291
5
>
o
p=
RSD | 1,49850 1,55693 0,67594 0,70364
%
Critere d’acceptation
RSD% <2,0
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V.2.4.2. Deuxiéme analyste (B.Dj)

effectuant six fois I’injection de 1’échantillon. Le

La précision intermédiaire obtenue par le deuxieme analyste a été évaluée en

tableau V.8 ci-dessous regroupe les

résultats obtenus de la précision intra-dosage de I’irbésartan / amlodipine (300 mg /5mg).

Tableau V.8 : Résultats de la précision intermédiaire obtenus par le deuxiéme analyste B.Dj.

Echantillon Amlodipine Irbésartan
/injection
Résultat Moyenne Ecart RSD Résultat | Moyenne Ecart RSD
Echantillon type % échantillon type %

T1/1 93,9835 | 94,04522 | 0,08730 | 0,09 | 103,35716 | 103,27846| 0,11130 | 0,11
T1/2 94,1070 103,19975
T2/1 98,0602 | 98,21359 | 0,21686 | 0,22 | 106,77700 | 106,77806| 0,00149 | 0,00
T2/2 983669 106,77911
T3/1 985239 98,60089 | 0,10888 | 0,11 | 104,29295 | 104,41540( 0,17316 | 0,17
T3/2 986779 104,53784
T4/1 925804 | 92,44299 | 0,19425 0,21 | 100,88747| 100,97706 | 0,12670 0,13
T4/2 923056 101 ,06664
T5/1 1016167 | 101,50277| 0,16109 0,16 | 106,39909| 106,38075| 0,02593 0,02
T5/2 1013889 102,36242
T6/1 964277 96,17365 | 0,35932 | 0,37 | 102,33610 | 102,23788| 0,13891 | 0,14
T6/2 959196 102,13966

Ecart 3,14632 3,29596 2,189225 2,29440

type

Moyenne | 96,829885 | 96,82985 104 ,01127|104,01127

RSD% | 3,24933 3,40387 2,10482 3,40387

Critere d’acceptation RSD
% <20
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A partir de ces données expérimentales issues de cette analyse, réalisée entre deux
analystes différents dans des temps différents, de précision concernant le produit étudié qui
est I’irbésartan / amlodipine, on constate que le RSD% est légerement différent pour le
deuxiéme analyste par rapport au premier. Cette différence est due forcement aux erreurs de

manipulation.

Tableau V.9 : Comparaison des coefficients de variation (RSD %) pour le parametre

« Précision intermédiaire ».

Premier analyste 1,55693 0,70364

Deuxiéme analyste 3,40387 3,40387

On peut conclure que le critére précision intermédiaire de cette méthode analytique est

acceptable et valide vu que la méthode est déja répetable.

V.2.5. L’exactitude

L’exactitude a été évaluée sur trois niveaux de concentration couvrant le 100%
(50%, 100%, 150%), réalisée sur des solutions I’irbesartan et d’amlodipine décrites dans le
chapitre précédent (Matériels et méthodes). L’analyse a été évaluée sur trois préparations pour
chaque niveau. Les résultats obtenus lors de 1’étude de I’exactitude pour cette méthode du
dosage sont regroupés dans les tableaux ci-dessous (Tableau V.10 et tableau V.11). « Précision

intermédiaire».
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Tableau V.10 : Résultats du traitement statistique de I'exactitude pour la gamme STD

d'amlodipine.
Amlodipine
Masse Air du pic | Moyenne RSD% | Recouvrement
Préparation Amlodipine de lair
(mg) du pic U
pic
130459
Standard préparation 17,4 130343 130783 |0,37578
130906
131424
Préparation 1 67161 102,0
Préparation 1 88 67771 67466
; . 1,85205
Préparation 2 64764
Préparation 2 8,8 65090 64927 100,4
Préparation 3 8,7 66948 67011
Préparation 3 8,7 67073 102,5
Préparation 1 17,3 125069 125559 1,45764 96,6
Préparationl 126049
Préparation2 17,2 127449 127608 98,7
Préparation2 127767
Préparation3 17,4 130030 129610 99,1
Préparation3
Préparationl 26,1 194315 194090 0,83298 98,9
Préparationl 193864
Préparation2 25,8 192873
191771 98,9
Préparation2 190669
Préparation3 26 ,2 195049 194873 99,0
Préparation3 194697
Niveaul Niveau2 = Niveau3 Tous les niveaux
50% 100% 150%
Ecart type 1,06260 1,36799 0,03349 1,81549
Moyenne 101,64002 | 98,12350 98,92885 99,56413
RSD% 1,04545 1,39415 0,03385 1,82344
Critéres d’acceptation RSD%<2,0%
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Tableau V.11 : Résultats du traitement statistique de I'exactitude pour la gamme STD irbésartan.

Irbésartan
Masse Air du pic | Moyenne RSD% | Recouvrement
Préparation Irbésartan del’air du pic | du pic
(mg)
7531602
. . 7539302
Standard preparation 75,0 7496433 7524662 0,75489
7531310
Préparationl 3820877
Preparationl 375 3825472 3823175 1016
50 Preparation2 3793087 0,89393
% 37,7 3799239 100,4
Praparation2 3805391
Préparation3 3742658
Préparation3 38.0 3757644 3750151 98 4
Préparationl 7516744
Préparationl 75.0 7551394 7534069 100,1
Préparation2 7565088
Préparation2 7566529
100 ’p : 75,4 7565809 037536 100,0
Preparation3 7603861
[0)
& Préparation3 75,0 7566529 7587605 100,8
150 Préparationl 11221351
% Préparationl 1125 11204288 | 11212820 | 0,99952 99,3
Préparation2 11411751 11338951
113,0 100,0
Préparation2 11266150
Préparation3 11450779
1125 11450779 101,5
Préparation3 11450779
Niveaul Niveau2 Niveau3 Tousles
50% 100% 150% niveaux
Ecart type 1,64724 0,44664 1,07686 1,01226
Moyenne 100,14240 | 100,324998 | 100,26992 | 100,24577
RSD% 1,64490 0,44504 1,07396 1,00978
Criteres d’acceptation RSD%<2,0%
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La vérification de I’exactitude de la méthode du dosage d’EXIRB est réalisée par
rapport a 1’écart maximale de 1’intervalle de dosage, ou par rapport a la limite d’acceptation
fixée a 2%. On trouve que le pourcentage de recouvrement moyen pour un nombre d’essai de
N=15 est de 99,56 % avec un intervalle de confiance de 2%, d’ou le pourcentage de
recouvrement déduit a partir des résultats se trouve dans l’intervalle [98,4-100,6] pour
I’irbésartan et 1’intervalle de [99,1-102,5] pour I’amlodipine. Ces valeurs sont considérées
tres satisfaisantes dans I’intervalle [100% a 150%], ce qui fait que les valeurs sont exactes

et précises.

V.2.6. La robustesse-stabilité

V.2.6.1. La stabilité

Le test de la stabilité du systeme doit étre effectué avec tout changement de parametre
de méthode, pour s’assurer que la validité de la procédure analytique est maintenue a chaque
utilisation. Cette analyse a été évaluée par I’injection du méme échantillon aprés 24h placé
dans le réfrigérateur afin de changer la température, les résultats sont décrits dans le tableau
ci-dessous (Tableau V.12).
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Tableau V.12 : Les données statistiques de la stabilité d'irbésartan / amlodipine.

Résultats initiales Apres 24heures Résultats initiales
avec
RSD%
Ech | Irbésartan Amlodipine Irbésartan Amlodipine | Irbésartan | Amlodipine
T1 | 102,03952 99, 01712 102, 5064336 | 98, 8362195 0,3 0,1
T2 | 101,51092 99 ,65197 102, 586781 | 100, 6844928 0,7 0,7
T3 | 103, 42536 |101,31911 103,0593984 | 100, 6593956 0,3 0,5
T4 | 102,08025 101,79525 100, 8529677 | 100,1699053 0,9 1,1
T5 | 101, 48333 |102,33692 101, 9971059 | 102, 882568 0,4 0,4
T6 | 101, 77810 98, 60202 102,2770316 | 99 ,58321502 0,3 0,7

Critére d’acceptation RSD2%

Les résultats du tableau V.12 montre que la méthode est validée pour le dosage de

I’irbésartan et 1’amlodipine, d’ou on déduit que RSD% est inférieure a 2 pour les six

préparations de I’irbesartan / amlodipine. On peut conclure que la stabilité de la méthode est

validée.

V.2.6.2. La robustesse

La variation dans les parameétres chromatographiques est un moyen utilisé pour

confirmer I’influence de la température, du débit et du changement de la longueur d’onde sur

le temps de rétention et

I’air du pic de notre échantillon

irbésartan / amlodipine et

d’évaluer la robustesse de notre méthode du dosage. Les résultats trouvés sont regroupés

dans le tableau ci-dessous (Tableau V.13).
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Tableau V.13 : Les données statistiques obtenues avec des faibles variations dans

les conditions expérimentales chromatographiques.

Description Amlodipine Irbésartan
Tr (min) Air du Tr (min) Air du pic
pic
Longueur d’ | 3,292 Rsd (133390 | Rsd 5,575 Rsd% |7790350 | Rsd
onde: % % %
= 232nm
£
2 | T%30°C
2
2
S Débit:
S 1,0ml/min
Longueur 3,350 1,2 131674 | 05 5,632 0,7 (8432902 | 2,8
d’onde
235nm
(-2)
Longueur 3,341 1,0 1136968 | 0,9 5,624 0,6 [7463492 | 1,5
d’onde:
e
= 239nm (+2)
= T°:28°C 3,433 3 136674 | 09 5,736 2,0 7967897 | 0,8
o
(&)
o (-2)
£ T°:32°C 3,199 2,0 (138691 | 1,4 5,457 15 8052056 | 1,2
(¢b]
<
S | (2
s Débit:0,8ml/ | 4,193 182507 10549269
(@) min
(-20%)
Débit:1,2ml/ | 2,788 1166448 6816497
min
(+20%)
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D’aprés les résultats du tableau V.13, on peut conclure que les paramétres de
température, débit et longueur d’onde jouent un réle important sur le temps de rétention et
I’air du pic. On remarque que le RSD d’irbésartan et d’amlodipine sont en moyenne
inférieure a 2, avec les variations en température et en longueur d’onde. Cependant, le
RSD dépasse le 2 avec de tres faibles variations dans le débit de la phase mobile. Ce qui
fait que notre méthode est de robustesse acceptable (deux parameétres valides sur un parametre

non valide).
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V.3. Etude comparative des deux méthodes analytiques (proposée et ancienne)

Pour effectuer cette étude, il suffit de comparer les chromatogrammes du standard
obtenus a partir de chaque méthode analytique (\Voire figure V.9).

Dans I’ancienne méthode du dosage, on a utilisé une colonne C18 (150 * 6 mm, 5um),
en revanche dans la nouvelle méthode d’analyse, nous avons utilisé une autre colonne avec de

plus petites dimensions (un diamétre interne plus faible et des particules plus petites) ; C18 (50
* 4,6 mm, 5um).
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Figure V.9 : Comparaison des deux chromatogrammes du dosage d’irbésartan / amlodipine
obtenus par HPLC selon deux méthode différentes par changement de la colonne.
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On constate, selon les chromatogrammes obtenus, que la nouvelle méthode produit des
résultats en trois fois moins de temps (un temps d’analyse plus court) en réduisant le temps
de rétention ; allant de 28 min pour I’ancienne méthode jusqu’au 7 min par la nouvelle
méthode. Il en est du méme cas pour les airs du pic de notre produit ; on a remarqué une large
diminution allant de 11,101 jusqu’a 3,293 pour ’amlodipine et de 23, 586 jusqu’a 5,576

pour I’irbésartan.

Les résultats obtenus par la nouvelle méthode proposee ont répondu a toutes les
exigences et performances spécifiques élaborées dans cette approche harmonisée, ce qui
atteste que la nouvelle méthode exploitée est vérifiée et valide pour son usage prévu et son
aptitude a étre utilisée et appliquée en routine par les laboratoires de controle qualité d’EL
KENDI MS pharma, pour le dosage d’irbésartan /amlodipine dans les comprimés d’EXIRB
300mg/5mg.

» Conclusion

Les parametres de validation de cette nouvelle méthode, utilisant une nouvelle colonne

chromatographique, obtenus lors de notre étude refletent:

e Une bonne spécificité qui se manifeste par ’absence d’interférence entre le placebo, la

phase mobile, le diluant, et nos deux principes actifs.

e Une linéarit¢ acceptable dans I’intervalle de concentration choisit pour les deux

principes actifs, avec des coefficients de corrélation qui s’approchent de 1.

e Une exactitude prouvée avec des coefficients de variations inferieurs a 2.0% pour
chaque niveau de concentration et un taux de recouvrement compris entre 95 et 105%

pour chaque préparation.
e Le test de précision a montré des résultats dans les normes.
e Robustesse de la méthode vérifiée.

Par conséquent, il est possible de conclure que la méthode analytique du dosage du
médicament EXIRB® réalisée par HPLC est approuvée et peut étre employé pour controler
les lots de routine. Grace a cette validation, EI-KENDI industrie des médicaments pourra
réduire le temps d'analyse et réduire la quantité de réactif utilisée, ce qui entrainera une

économie de temps et d'argent.
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Conclusion générale

La validation des méthodes analytiques est une étape indispensable et primordiale
pour le systéme d’assurance qualité, elle permet d’avoir des résultats fiables et exacts, et donc
elle contribue a I’obtention d’un médicament qui répond aux exigences de qualité,

d’efficacité, et de sécurité.

Les méthodes analytiques sont validées en se basant sur des critéres établis par I'lCH
(spécificité, linéarité, précision, exactitude, etc.). L'évaluation de ces criteres est effectuée en
utilisant des outils statistiques prédéfinis tels que le coefficient de variation, le coefficient
de corrélation, le recouvrement, etc.

La validation de notre méthode analytique choisis par HPLC a été effectué
conformément aux recommandations de I’ICH Q2 R2 et ce, en utilisant une autre colonne
avec de plus petites dimensions et les résultats fournis par ce protocole expérimental

apportent preuve que ce dernier convient aux fins d’analyse prévues et y est acceptable.

En outre et comme perspective de demain on peut utilisé une autre méthode analytique et
la validée qui garanti la qualité, la sécurit¢é d’un médicament et en une période de temps
réduite, que la société EL KENDI MS pharma nous a suggéré dés le début de notre pratique
mais, sous prétexte d’un contre temps nous n’avons pas pu la réalisée, il s’agit du dosage
d’EXIRB 300 mg / 5 mg par UPLC; une approche holistique faisant intervenir des
innovations simultanées dans la technologie des particules et la conception des instruments
a été tentée pour relever les défis du laboratoire.

Des avancées significatives en instrumentation tel que le systeme ACQUITY UPLC
et technologie de colonne ont permis d’augmenter de facon spectaculaire la résolution, la
vitesse et la sensibilité de la chromatographie liquide. Depuis son lancement en 2004, le
systeme UPLC, de plus en plus utilisé permet aux entreprises d’améliorer la productivité en
améliorant la qualité des informations chromatographiques et en réduisant le temps

nécessaire pour acquérir ces informations.

La nouvelle technologie UPLC peut étre utilisée comme plateforme de routine

remplagant ainsi I’HPLC classique (36).
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1. Certaines appareilles et réactifs utilisées lors de notre étude

HPLC Alliance Waters J

Equipé d’un systtme logiciel
Empower version 3: sert comme
appareil du dosage d’EXIRB (300 mg
/5 mg).

Balance

Instrument de mesure des différentes
masses de nos échantillons analyses.

Broyeur

Utilisé afin de broyer les comprimés
d’EXIRB (300 mg/ 5mg)

Méthanol

Utilis¢ comme diluant des solutions
meres concentrées  d’amlodipine
besilate et d’ibésartan.

Acétonitrile J

Utilis¢ comme constituant de la
phase mobile associé au méthanol et
au tampon triéthylamine.
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Triéthylamine J

Utilisé comme constituant de la
phase mobile

Sonicateur J

Utilis€ comme source d’ultrasons en
créant des ondes mécanique a haute
fréquence pour, la préparation de la
solution concentrée d’amlodipine.

> La formule utilisée pour le calcul du pourcentage de dosage

Content (%) =

where:
As
Au
Dfu
Dfs
Ws

MBRF

WsxP MDRE RF1 + RF2
© Asx100 ) 2
AuxDfux MBRF x Fx M x fx 100

WuxDFsx LC

Peak area or height of standard solution (mean of two bracketing standard Injections. in the USP sequence)
Peak area or height of sample solution [ mean of the two injections If present ) .
Dilution factor of the sample solution

Dilution factor of the standard solution

Weight of the standard.

Weight of the sample

Purity of the standard

Product factor either specific gravity or average weight.

Conversion factor to convert from base to salt or vise versa.

Factor to calculate the content for either solid preparations or wets preparation
Label claim

Response Factor

Mean Bracketing Response Factor
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2. Résultats de la précision issues par le premier analyste H.L

El kendi Pharmaceutical Manufacturing Company

Quality Control Department

Project

Analytical Method Validation

Product Name

Irbesartan/Amlodipine (300mg/5mg) Film Coated Tablet

Test Assay Test
Parameter Precision (Intra-Assay Precision)
Amlodipine Irbesartan
samples Sample#
Sample#/ Test Mean Std. % / Samples Mean Std. %
Injection# Result Dev |RSD Injection | Test Results | Result Dev | RSD
Results H
T1/1 98,91569 T1/1 |101,94365
99,01712 | 0,14343 | 0,14 102,03952 | 0,13559 | 0,13
T1/2 99,11854 T1/2 ]102,13540
T2/1 99,55210 T2/1 |101,52087
99,65197 | 0,14125 0,14 101,51092 | 0,01407 | 0,01
T2/2 99,75185 T2/2 |101,50098
T3/1 101,30777 T3/1 |103,43583
101,31911 | 0,01603 | 0,02 103,42536 | 0,01480 | 0,01
T3/2 101,33045 T3/2 |103,41489
T4/1 102,06411 T4/1 |102,06222
101,79525 | 0,38021 | 0,37 102,08025 | 0,02549 | 0,02
T4/2 101,52640 T4/2 |102,09827
T5/1 101,96489 T5/1 |101,31987
102,33692 | 0,52613 | 0,51 101,48333 | 0,23118 | 0,23
T5/2 102,70895 T5/2 |101,64680
T6/1 98,56860 T6/1 |101,72831
98,60202 | 0,04726 | 0,05 101,77810 | 0,07041 | 0,07
T6/2 98,63544 T6/2 |101,82789
Std. Dev | 1,50530 1,56400 Std. Dev | 0,68982 0,71809
Average |100,45373 |100,45373 Average |102,05291 102,05291
% RSD 1,49850 |1,55693 % RSD |0,67594 0,70364
Acceptance Criteria %RSD <2.0 Acceptance Criteria %RSD <2.0
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3. Résultats de la précision issues par le deuxieme analyste B.DJ

3.1 Amlodipine
El kendi Pharmaceutical Manufacturing Company
Quality Control Department
Project Analytical Method Validation

Product Name

Exirb 300mg/5mg FC Tabletr

Test Assay Test
Parameter Precision (Intra-assay Precision)
Precision (Intra-assay Precision)
Samples
Sa_mpl_e#/ Test Results Mean Std. Dev % RSD
Injection# Result
T1/1 93,9835
94,04522 0,08730 0,09
T1/2 94,1070
T2/1 98,0602
98,21359 0,21686 0,22
T2/2 98,3669
T3/1 98,5239
98,60089 0,10888 0,11
T3/2 98,6779
T4/1 92,5804
92,44299 0,19425 0,21
T4/2 92,3056
T5/1 101,6167
101,50277 0,16109 0,16
T5/2 101,3889
T6/1 96,4277
96,17365 0,35932 0,37
T6/2 95,9196
Std. Dev 3,14632 3,29596
Average 96,82985 96,82985
% RSD 3,24933 3,40387
Acceptance Criteria %RSD <2.0
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3.2 Irbésartan :

El kendi Pharmaceutical Manufacturing Company

Quality Control Department

Project Analytical Method Validation
Product Name Exirb 300mg /5mg FC Tabletr
Test Assay Test
Parameter Precision (Intra-assay Precision)
Precision (Intra-assay Precision)
N Samples Test Mean o
Sample#/Injection# Results Result Std. Dev %o RSD
T1/1 103,35716
103,27846 0,11130 0,11
T1/2 103,19975
T2/1 106,77700
106,77806 0,00149 0,00
T2/2 106,77911
T3/1 104,29295
104,41540 0,17316 0,17
T3/2 104,53784
T4/1 100,88747
100,97706 0,12670 0,13
T4/2 101,06664
T5/1 106,39909
106,38075 0,02593 0,02
T5/2 106,36242
T6/1 102,33610
102,23788 0,13891 0,14
T6/2 102,13966
Std. Dev 2,18925 2,29440
Average 104,01127 104,01127
% RSD 2,10482 2,20591
Acceptance Criteria %RSD <2.0
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4. Chromatogrammes du comprimé pelliculé (Irbésartan/Amlodipine) 300 mg
/5mg

.80+
4
2 A
0.40H - |=
N &l
™ & |
8 18|
020 £ II-_—II
|
|
E |I I|
<L [}
0.00 s z —_—
T T T T T T T
0.00 100 200 3.00 4.00 5.00 6,00 T
Minutes
Peak Name | RT Area % Area | Height | USP Plate Count | USP Tailing
1| Amlodipine | 3.271 | 130085 1.70 | 15441 /T 12
2 | Irbesartan | 5.557 | 7544452 | 98.30 [ 583843 4338 1.1
0.80-
0,60
2 R
0.407 E |§||
7 H
2 ||;||
020 = [
B o
: A
0.0 = 3 = J -3
N P T P PR v
NMinutes
Peak Name | RT Area | % Area| Height | USP Plate Count | USP Tailing
1| Amlodipine | 3.279 | 129567 1.64 | 15980 3853 1.1
2 | Irbesartan |5.565 (7777645 | 9B.36 (612109 4512 1.1

Chromatograms Comparison New Method vs Old Method
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5. Résultats obtenus pour le critere spécificité

Amlodipine Irbesartan
Name
Area RT min Area RT

Standard 130906 3,273 7580253 5,556

Standard + Placebo 131554 3,275 7611517 5,557
Placebo No Peak No Peak No Peak No Peak
Mobile Phase No Peak No Peak No Peak No Peak
Methanol No Peak No Peak No Peak No Peak

6. Reésultats obtenus pour le critére linéarité

Product Name

Irbésartan/Amlodipine (300mg/5mg) Comprimé Pelliculé

Concentration
Level (%)

50

80

100 120

150

Amlodipine
Concentration
(mg/ml)

0,0025

0,004

0,005 0,006

0,0075

Irbésartan
Concentration

(mg/ml)

0,15

0,24

0,3 0,36

0,45

Concentration

Amlodipine Area

Level (%)
50 63222
80 99023
100 124415
120 151384
150 188583

Coﬂgszf'g/?)" f Irbesartan Area
50 3971421
80 5932390
100 7589402
120 9027863
150 11329456




7.1. Les temps de rétentions
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7. Résultats obtenus pour le critere répétabilité

Product Name

Irbesartan/Amlodipine (300mg/5mg) Comprimé Pelliculé

Retention Time

Sample Name Injection # Amlodipine Irbesartan
Standard 1 (300/5) 1 3,312 5,505
Standard 1 (300/5) 2 3,309 5,500
Standard 1 (300/5) 3 3,311 5,503
Standard 1 (300/5) 4 3,308 5,500
Standard 1 (300/5) 5 3,308 5,501
Standard 1 (300/5) 6 3,296 5,480
Standard 1 (300/5) 7 3,285 5,478
Standard 1 (300/5) 8 3,304 5,501
Standard 1 (300/5) 9 3,314 5,507
Standard 1 (300/5) 10 3,315 5,508

Mean 3,306 5,498
Std. Dev. 0,009 0,011
% RSD 0,3 0,2
7.2. Les airs de pics
Area Summarized
Sample Name Injection # Amlodipine Irbesartan
Standard 1 (300/5) 1 133238 7549745
Standard 1 (300/5) 2 132444 7488272
Standard 1 (300/5) 3 132743 7504265
Standard 1 (300/5) 4 132520 7511225
Standard 1 (300/5) 5 132505 7505028
Standard 1 (300/5) 6 133077 7514424
Standard 1 (300/5) 7 132826 7501008
Standard 1 (300/5) 8 132522 7505295
Standard 1 (300/5) 9 133103 7515243
Standard 1 (300/5) 10 132893 7519699
Mean 132787 7511420
Std. Dev. 287 16107
% RSD 0,2 0,2
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8. Résultats issus pour le critere robustesse par changement de parameétre

El Kendi Pharmaceutical Manufacturing Company

Quality Control Department

PTOJect

Analytical Method Validation

Product Name

Irbesartan /Amlodipine (300 mg / 5mg) Film Coated Tablet

[est

Assay Test
Parameter
Robustness- Method Parameters Change-
Description
Retention Symmetry _ |Retention Symmetry '
Time) Standard (Mean) (Mean andar (Mean) (Mean Area)
(Mean) Area) (Mean)
237nm RSD RSD RSD RSD RSD RSD| |RSD RSD
% % % % % % % %
O ® N
Sz S 3672 1,1 5 o ~ S
S 3 ™ A Rt S g
S 3 [30°C & s
1,0 ml/min
w = o H S
235 nm i 12 | 3050¢&HM11 0,0 @ 0,5 = 0,7 = 5,8 . 0,0 %
oo
(- 2nm) o % N [ <
N
@ 10 3015 pEKM11 00 | 5 (09 | o |06 & 00 | =
F | com | £ 1R BE
2 : 3 ) 8
5 &
=] 28°C (-2°C) ~ 3644 (05 1,1 |00 | ~ |09 o 120 0,9 0,0 N 0,8
= & & ~ = 2
g 2 2 EE
o BN ES ~
\‘
3°C(+2°C) | 1n (20 3643 [0,6 [1,2 1,4 15| 01 | 00 | »| 1,2
9 @w o = 5]
3 & B - N
- ~ S P
0,8 170 CCYUN28 (Wi 5 > 5 S
ml/min (- © & g S G
20%) N S
12 13,0 <XIEM6,0 (¥ = ‘E’ 5 &
ml/min (+ w > > co g
20%) @ EN %)
S ~

Acceptance criteria : % RSD <2, 0 % for each parameter
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Robustness-Stability-

InitialResults After24Hoursinplates % RSDwithInitialResults
Sample# | Amlodipine | Irbesartan Amlodipine | Irbesartan Amlodipine | Irbesartan
T1 99,01712 | 102,03952 98,8362195 | 102,506434 0,1 0,3
T2 99,65197 | 101,51092 100,684493 | 102,586781 0,7 0,7
T3 101,31911 | 103,42536 100,659396 | 103,059398 0,5 0,3
T4 101,79525 | 102,08025 100,169905 | 100,852968 1,1 0,9
T5 102,33692 | 101,48333 102,882568 | 101,997106 0,4 0,4
T6 98,60202 | 101,77810 99,583215 | 102,277032 0,7 0,3
Acceptance Criteria %RSD <2.0
9. Chromatogrammes de critére exactitude
é
0801 ﬁ
él
2 2 i
040+ R I
” |
o | |
0201 g |\
|
000+ N s IJ‘ >
0 10 200 30 400 s &0 0
Mruses
Peak Name | RT Area | % Area | Height | USP Plate Count | USP Talling
1| Amiodipine |3.262| 192873| 166| 22432 3386 12
kbesartan | 5541 | 11411751 | 98.34 | 875585 4269 1"
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0 80+
060
2 o g‘
040 ic
|
8 H
3 3|
0.20+ 4 /—i\
sl —— TN A,
OCD‘ llm‘ Z;D' 3;”' e 4,:3. 5<lﬂ)' 16&" 7.50'
Mrutes
Peak Neme | RT Area | % Area | Height | USP Plate Count | USP Tailing
1 | Amlodipine |3.262| 127449| 1.66| 14938 3345 1.2
2 | rbesartan |5.543 | 7565088 | 98.34 | 583677 4295 1.1
080+
0504 o
2 §
040- 3
f\
0201 § "l "n
| '.
J 1
E 1 N
0004—" [ L] T L)
D e N S B B A e e S S s st Gt SO
0.00 100 200 100 4.00 5.00 600 1.00
Mrutes
Peak Name | RT Area | % Area | Height | USP Plate Count | USP Tailing
1 |Amiodipine |3.264 | 64764 168| 7641 3408 1.2
2 | Irbesartan | 5.550 | 3793087 | 98.32 | 203759 4307 11
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10. Résultats obtenus pour le critere exactitude

Accuracy Test

Acceptance Criteria

Actual Actual
Ctua .
, , 0 . Weightof 0
Preparations Weightof Area | MeanA| % RSD off Recover|| Preparations Area | Mean |% RSD off Recovery
. Irbesartan
Amlodipine rea Area |y Area | Area
(mg)
Besylate
(mg)
130459 7531602
q 130343 q 7539302
Standard Preparation 174 130783 | 0,37578 Standard Preparation | 750 7524662 | 0,25489
130906 7496433
131424 7531310
Preparationl 67161 Preparationl 3820877
N 838 67466 102,0 \0 37,5 3823175 101,6
°° Preparationl 67771 °° Preparationl 3825472
n n
= Preparation2 64764 = Preparation2 3793087
3 86 sa27 | 8205 | 1004 || 8 37,7 3799239 | 089393 1004
] Preparation2 65090 0 Preparation2 3805391
> >
2 Preparation3 66948 2 Preparation3 3742658
8,7 67011 102,5 38,0 3750151 98,4
Preparation3 67073 Preparation3 3757644
Preparationl 125069 Preparationl 7516744
°\° 17,3 125559 96,6 32 75,0 7534069 100,1
8 Preparationl 126049 8 Preparationl 7551394
- -
- Preparation2 127449 - Preparation2 7565088
L 17 17608 | M4 gz || @ 754 7965809 | 373611000
] Preparation2 127767 T Preparation2 7566529
> >
2 Preparation3 130030 2 Preparation3 7603861
17,4 129610 99,1 75,0 7587605 100,8
Preparation3 129190 Preparation3 7571348
Preparationl 194315 Preparationl 11221351
°\" 26,1 194090 98,9 °\° 112,5 11212820 99,3
8 Preparationl 193864 8 Preparationl 11204288
- [
- Preparation2 192873 - Preparation2 11411751
L 25,8 w7 | OB g9 || 8 1130 nazagst | 09521 4000
] Preparation2 190669 o Preparation2 11266150
> >
g Preparation3 195049 9 Preparation3 11450779
26,2 194873 99,0 112,5 11450779 101,5
Preparation3 194697 Preparation3
Levell Level2 Level3 AllLevel Levell Level2 Level3 AllLevel
(50%) | (100%) | (150%) | (50%) | (100%) | (150%) eves
Std.Dev| 1,06260 | 1,36799 | 0,03349 | 1,81549 Std.Dev| 1,64724 | 0,44648 | 1,07686 1,01226
Average| 101,64002 | 98,12350 | 98,92886 | 99,56413 Average | 100,14240 | 100,32498 | 100,26992 100,24577
%RSD| 1,04545 | 1,39415 | 0,03385 | 1,82344 %RSD| 1,64490 | 0,44504 | 1,07396 1,00978

pcepnce rveia | oot )
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11. Quality by design

1. La qualité par conception dans les
produits pharmaceutiques

La qualite par la conception est largement
utilisée dans I'espace pharmaceutique. La
QbD définit une approche systémique de la
prédéfinition des objectifs et de la gestion des
processus dans la  fabrication  des
médicaments, fondée sur la science et la
recherche.

La sécurité et l'efficacité du médicament
délivré au consommateur s'en trouvent
renforcées.

Afin de garantir I'existence d'une norme
industrielle en matiere de sécurité et
d'efficacité, la Conférence internationale sur
I'hnarmonisation a établi plusieurs lignes
directrices qui decrivent le processus de
qualité par la conception.

2. Les étapes clésdeQb D

* Définir les cibles et les objectifs de conception
du produit ;

* Définir le marché idéal et les clients ;

* Etudier le besoin du marché et les clients ;

* Développer les caractéristiques du produit qui
répondront a ces besoins ;

* Produire ces caractéristiques ;

* Développer des contrles de processus pour
transférer les nouvelles conceptions dans les
opérations.

Process Understanding

QbD

Quality by Design

Process Control

Scientific Knowledge

L’ICH Q8 est la ligne directrice qui décrit la
qualité par conception.

3. Les éléments constitutifs du Q b D

o Définir le profil de qualité cible du
produit (QTPP) qui identifie les
attributs de qualité critiques (AQC) du
médicament

Conception initiale du produit et
recherche identifiant les attributs
matériels critiques (CMA)

Conception du processus et recherche
identifiant les paramétres critiques du
processus (CPP)

Comprendre les liens entre les AQC,
CMA, CPP

Une stratégie de contréle qui comprend
les spécifications de la substance
médicamenteuse, des excipients et les
contréles pour chaque étape du
processus de fabrication

Capacité des processus et amélioration
continue.

N. Linder. (2024), Tulip platform for frontline operations. Qu’est ce que la qualité par conception (QbD)
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12. Fiche technique des donnees de sécurite des réactifs utilises
& Meéthanol

336 I ldentificateur de produit
METHANOL 1230 | * Identification de la substance Methanol

* Numéro CAS 67-56-1
* Nom(s) alternatif(s) methanol
* Numéro d'article A0287913

% Il.  Utilisations identifiées pertinentes de la

b substance ou du mélange et utilisations

déconseillées ;
PENDANT LE DECHARGEMENT *Utilisations identifiées pertinentes Emploi général

@ 0 0 @ 1. Les principaux effets néfastes physicochimiques,
pour la santé¢ humaine et pour 1’environnement
= - = _ = . . . .
A (. a’-“ e A Des effets immédiats sont a craindre apres une

:] En cas de contact avec la peau ou les yeux exposition de courte durée. Le produit est combustible et

Ri bond alr z - 1
it e (8 & P2 il peut senflammer au contact avec des sources

Prévenir :
f; ZONE DANS LAQUELLE UNE ATMOSPHERE d Inﬂammatlon pOtentIe”eS'

EXPLOSIVE EST SUSCEPTIBLE DE SE FORMER

IV. Etiquetage selon le réglement (CE) no 1272/2008 (CLP)

- Mention d'avertissement Danger
- Pictogrammes GHS02, GHS06, GHS08
» Mentions de danger
H225 Liquide et vapeurs trés inflammables.
H301+H311+H331 Toxique par ingestion, par contact cutané ou par inhalation.
H370 Risque avéré d'effets graves pour les organes.
» Conseils de prudence
P210 Tenir a I'écart de la chaleur, des surfaces chaudes, des étincelles, des flammes nues et de toute.
P260 Ne pas respirer les poussieres/fumées/gaz/brouillards/vapeurs/aérosols.
P280 Porter des aants de protection/des vétements de protection/un équipement de protection des

Yeux /du visage.

P301+P310 EN CAS D'INGESTION: Appeler immédiatement un CENTRE ANTIPOISON/un médecin.
P308+P311  EN CAS d'exposition prouvée ou suspectée: Appeler un CENTRE ANTIPOISON/un médecin.
P370+P378 En cas d'incendie: Utiliser du sable, du carbone dioxyde ou un extincteur a poudre pour I'extinc®
P403+P233 Stocker dans un endroit bien ventilé. Maintenir le récipient fermé de maniére étanche.
P403+P235 Stocker dans un endroit bien ventilé. Tenir au frais.

V. Description des premiers secours

Notes générales

Ne pas laisser la personne concernée sans surveillance. Eloigner la victime de la zone de danger. Tenir la personne
concernée tranquille, au chaud et couvert. Enlever immédiatement tout vétement souillé ou éclaboussé. En cas de
malaise ou en cas de doute, consulter un médecin. En cas de perte de conscience, mettre en position latérale de
sécurité et ne rien administrer par la bouche.

Apreés inhalation ;

En cas de respiration irréguliere ou d'arrét de respiration, envoyer immédiatement chercher un médecin et
ordonner les premiers secours. Fournir de l'air frais.

Apres contact cutané ; Laver abondamment a 1’eau et au savon.

CHEMS. (2019), Fiche de données de sécurité méthanol. CE no 1907/2006 REACH.
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% Aceétonitrile

I Identificateur de produit

Identification de la substance Acétonitrile ROTISOLV®
*HPLC Gradient Grade

*Numeéro d'article 8825

*N° d’enregistrement (REACH) 01-2119471307-
38-XXXX

*Numeéro index dans I'annexe VI du CLP 608-001-00-3
*Numéro CE 200-835-2
*Numéro CAS 75-05-8

Il. Utilisations identifiées pertinentes de la substance ou du
mélange et utilisations déconseillées

Utilisations identifiées pertinentes: Substance chimique de
laboratoire Utilisation en laboratoire et a des fins d'analyse

Utilisations déconseillées: Ne pas utiliser pour des fins privés
(ménage). Aliments, boissons et y compris ceux pour animaux.

I11. Les principaux effets néfastes physicochimiques, pour la santé humaine et pour I’environnement

- Le produit est combustible et il peut s'enflammer au contact avec des sources d'inflammation

potentielles.
- Mentions de danger
H225 Danger Liquide et vapeurs trés inflammables.
H302+H312+H332 Nocif en cas d'ingestion, de contact cutané ou d'inhalation.
H319 Provoque une sévere irritation des yeux.

IV. Conseils de prudence — prévention

- P210 Tenir a I'écart de la chaleur, des surfaces chaudes, des étincelles, des flammes
nues et de toute autre source d'inflammation.

- P280 Porter des gants de protection/un équipement de protection des yeux

V. Conseils de prudence — intervention

*P305+P351+P338 3N CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX: rincer avec précaution a I'eau pendant
plu sieurs minutes. Enlever les lentilles de contact si la victime en porte et si elles peuvent étre facilement
enlevées. Continuer a rincer.

*P403+P235 s Stocker dans un endroit bien ventilé. Tenir au frais

V1. Description des mesures de premiers secours

Enlever les vétements contaminés.

Apreés inhalation Fournir de I'air frais. En cas de malaise ou en cas de doute, consulter un médecin. Apres
contact cutané Rincer la peau a 1’eau/se doucher. En cas de malaise ou en cas de doute, consulter un
médecin. Aprés contact oculaire Tenir les paupiéres ouvertes et rincer abondamment les yeux pendant 10
minutes & I'eau courante. En cas d'irritation oculaire, consulter un ophtalmologue. Aprés ingestion Rincer la

bouche avec de I'eau (seulement si la personne est consciente). Appeler un médecin

ROTH. (2024), Fiche de données de sécurité d’acétonitrile. V. (5). 6. 0 fr. REACH. CE. No 1907/2006.
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& Triethylamine

‘ 1. Identificateur de produit
% @ Description du produit: Triethylamine
Cat No. : BP616-500
Synonymes TETN
Numeéro d'index 612-004-00-5
@ @ Numéro CAS 121-44-8

N° CE 204-469-4

Formule moléculaire C6 H15 N
Numéro d'enregistrement REACH -

2. Utilisations identifiées pertinentes de la substance ou du mélange et utilisations déconseillées

Utilisation recommandée = Substances chimiques de laboratoire.

Secteur d'utilisation SU3 - = Utilisations industrielles : Utilisations de substances en tant que telles ou
en préparations sur sites industriels

Catégorie de produit PC21 - = Substances chimiques de laboratoire

Catégories de processus PROC15 - Utilisation en tant que réactif de laboratoire

Catégorie de rejet dans I'environnement ERC6a - Utilisation industrielle ayant pour résultat la fabrication
d'une autre substance (utilisation d'intermédiaires)

Utilisations déconseillées — Pas d'information

3. Eléments d’étiquetage

H225 - Liquide et vapeurs trés inflammables

H302 - Nocif en cas d'ingestion

H311 + H331 - Toxique par contact cutané ou par inhalation

H314 - Provoque de graves brilures de la peau et de graves lésions des yeux
H335 - Peut irriter les voies respiratoires

**Conseils de prudence **

P210-Tenir a I’écart de la chaleur, des surfaces chaudes, des étincelles, des flammes nues et de toute autre source
d’inflammation. Ne pas fumer

P280 - Porter des gants de protection/des vétements de protection/un équipement de protection des yeux/du
visageP301 + P330 + P331 - EN CAS D'INGESTION : Rincer la bouche. NE PAS faire vomir P303 + P361 + P353 -
EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU (ou les cheveux) : Enlever immédiatement tous les vétements
contaminés. Rincer la peau a 1’eau ou se doucher P305+P351+P338-EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX :
Rincer avec précaution a ’eau pendant plusieurs minutes. Enlever les lentilles de contact si la victime en porte et si
elles peuvent étre facilement enlevées. Continuer a rincer P310 - Appeler immédiatement un CENTRE
ANTIPOISON ou un médecin.

4. Quelques premiers secours

Conseils généraux ; Présenter cette fiche de données de sécurité au médecin responsable. Consulter immédiatement
un médecin.

Contact oculaire ; Rincer immédiatement et abondamment & I'eau, y compris sous les paupieres, pendant aumoins 15
minutes. Consulter immédiatement un médecin.

Contact cutané ; Rincer immédiatement et abondamment a I'eau pendant au moins 15 minutes. Consulter
immédiatement un médecin.

Ingestion NE PAS faire vomir. Consulter immédiatement un médecin ou un centre antipoison. Inhalation ;
Transporter la victime a 1'air frais. En cas de difficultés respiratoires, administrer de I’oxygéne. Ne pas pratiquer le
bouche —a —bouche si la victime a ingéré ou inhalé la substance ; pratiquer la respiration artificielle a l'aide d'un
masque raccordé a un insufflateur manuel muni d'une valve anti-retour, ou autre dispositif médical respiratoire
approprié. Consulter immédiatement un médecin.

THOF. Scientific (2023), Fiche de données de sécurité de triéthylamine. CE no 1907/2006.
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% Acide phosphorique

1. Identificateur de produit
, Identification de la substance Acide phosphonique a 85%
ACIde Numéro d’enregistrement (REACH) cette information
n'est pas disponible

phosphonque Numéro CAS 7664-38-2
Nom(s) alternatif(s) acide orthophosphorique a 85%
Numeéro d'article A0216944

2.

2. Utilisations identifiées pertinentes de la substance ou du mélange et utilisations déconseillées
Utilisations identifiées pertinentes Emploi général
Utilisations déconseillées Ne pas utiliser pour l'injection ou vaporisation.
Ne pas utiliser pour des produits qui sont destinés au contact
direct avec la peau.

3. Eléments d'étiquetage

Etiquetage selon le réglement (CE) no 1272/2008 (CLP) —

Mention d'avertissement danger —

Pictogrammes GHS05 —

H290 ; Peut étre corrosif pour les métaux.

H314 ; Provoque de graves brdlures de la peau et de graves lésions des yeux. - Conseils de prudence
P260 ; Ne pas respirer les poussieres/fumées/gaz/brouillards/vapeurs/aérosols.

P280 ; Porter des gants de protection/des vétements de protection/un équipement de protection des
yeux/du visage/une protection auditive/....

P301+P330+P331 ; EN CAS D'INGESTION: rincer la bouche. NE PAS faire vomir.

P303+P361+P353 ; EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU (ou les cheveux): Enlever immédiatement
tous les vétements contaminés. Rincer la peau a I'eau ou se doucher.

P305+P351+P338 ; EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX: rincer avec précaution a I'eau pendant
plusieurs minutes. Enlever les lentilles de contact si la victime en porte et si elles peuvent étre facilement
enlevées. Continuer a rincer.

P310 ; Appeler immédiatement un CENTRE ANTIPOISON/un médecin. P390 Absorber toute substance
répandue pour éviter qu'elle attaque les matériaux environnants. P501 Eliminer le contenu/récipient dans
des installations de combustion industrielles.

4. Description des premiers secours

Notes générales

Ne pas laisser la personne concernée sans surveillance. Eloigner la victime de la zone de danger. Tenir la
personne concernée tranquille, au chaud et couvert. Enlever immédiatement tout vétement souillé ou
éclaboussé. En cas de malaise ou en cas de doute, consulter un médecin. En cas de perte de conscience,
mettre en position latérale de sécurité et ne rien administrer par la bouche.

Apreés inhalation

En cas de respiration irréguliére ou d'arrét de respiration, envoyer immédiatement chercher un médecin et
ordonner les premiers secours.

Dans les cas de l'irritation des voies respiratoires consulter un médecin. Fournir de l'air frais.

Apres contact cutané

Laver abondamment a 1’eau et au savon. Apres contact oculaire Enlever les lentilles de contact si la
victime en porte et si elles peuvent étre facilement enlevées. Continuer a rincer. Tenir les paupieres
ouvertes et rincer abondamment les yeux pendant 10 minutes a I'eau courante.

Aprés ingestion

Rincer la bouche avec de I'eau (seulement si la personne est consciente). NE PAS faire vomir.

CHEMS. (2021), Fiche de données de sécurité d’acide phosphorique. CE. No 1907/ 2006. REACH. V. GHS.1.0
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13.Monographie d ’Irbesartan décrite dans la pharmacopée européenne

EUROPEAN PHARMACOPOEIA 11.0 Irbesartan
TESTS
Appemncc of solution. The solution is clear (2.2.1) and not
more ) d than ref ¢ solution B, (2.2.2,
Method I1).

E (lR.Sr.SS 8r)-8-methyl-8-(1- m:thyldhyl) -3-[(2-
)01)' iak yuu|32 Ijoctane.

r lrr

04/2021:2465
E’gﬁl
¥
IRBESARTAN
Irbesartanum
[+ ‘N=N\
OM~ Y™y
N
N-\_\
CHy
CyHLN,O M, 4285
[138402-11-6]
DEFINITION

2-Butyl-3-[[2"-(1 H-tetrazol-5-yl)[1,1"-biphenyl]-4-yljmethyl]-
1,3-diazaspiro[4.4]non-1-en-4-one,

Content:99.0 per cent to 101.0 per cent (anhydrous substance).

PRODUCTION

As N-nitrosamines are classified as probable human
carcinogens, their presence in irbesartan should be avoided or
limited as much as possible. For this reason, manufacturers
of irbesartan for human use are expected to perform an
assessment of the risk of N-nitrosamine formation and
contamination during their mmufmuring process; if this
identifies a p risk, the facturing
process should be modi ified to minimi
and a control strategy implemented to delccl nnd control
N-nitrosamine impurities in irbesartan, The general chapter
2.5,42. N-Nitr in active substances is available to
assist manufacturers,

CHARACTERS
Appearance: white or almost white, crystalline powder.

Solubility: practically insoluble in water, sparingly soluble in
methanol, slightly soluble in methylene chloride.

It shows polymorphism (5.9).

IDENTIFICATION
Infrared absorption spectrophotometry (2.2.24).
Comparison: irbesartan CRS,

lf the  spectra obmnd in the solid state show differences,
the ¢ to be ined and the reference
b ly in methanol R, ev to dryness at
60°C nnd record new spectra using the “residues,

Dissolve 0.50 g in a mixture of 1 volume of 2 M sodium
hydroxide R and 9 voll of methanol R2 and dilute to
10mL wilh the same mixture of solvents.

1 y B. Liquid chr graphy (2.2.29). Prepare the

solutions immediately before use.

Test solution. Dissolve 0.100 g of the substance to be examined

in the mobile phase and dilute to 5.0 mL with the mobile

phase.

Reference solution. Dissolve 25.0 mg of sodium azide R

(sodium salt of impurity B) in the mobile phase and dilute

to 100.0 mL with the mobile phase. Dilute 0.25 mL of the

solution to 200.0 mL with the mobile phase.

Precolumn (used to prevent saturation of the column with

irbesartan):

- size:[=0.05m, @ =4 mm;

- stationary phase: strongly basic anion-exchange resin for
chromatography R (8.5 pm).

Column:

- size:[=025m, @ =4 mm;

~ stationary phase: strongly basic anion-exchange resin for
chromatography R (8.5 pm).

Mobile phase: 4.2 g/L solution of sodium hydroxide R in

carbon dioxide-free water R.

Flow rate: 1.0 mL/min,

Detection: conductivity detector with a sensitivity of 3 pS; use

a self-regenerating anion suppressor.

Neutralisation of the eluent: cither chemical or electrochemical:

chemical: by c urrent circulation in

neutralising mlcmmrmbnnc. performed before dctrcllon

- neutralising solvent: 0.025 M sulfuric acid,

- flow rate: 10 mL/min;

- pressure: about 100 kPa,

~ electrochemical: 300 mA (for example).

Injection: 200 pL.; after cach injection of the test solution, rinse

the precolumn with a mixture of mobile phase and methanol R

(40:60 V/V) for 10 min; equilibrate to initial conditions as

necessary; a switch valve can be used to avoid disconnecting

the precolumn from the column,

Run time: 25 min,

Retention time: impurity B = about 14 min,

System suitability: reference solution:

~ signal-to-noise ratio: minimum 10 for the peak due to
impurity B,

Limit:

~ impurity B: not more than the area of the mrmponding
peak in the ch btained with the
solution (10 ppm),

Related Liquid ch graphy (2.2.29).

Buffer solution pH 3.2. Mix 5.5 mL of phosphoric acid R and

950 mL of water for chromatography R and adjust to pH 3.2
with triethylamine R.

Test solution. Dissolve 50 mg of the substance to be examined
in methanol R2 and dilute to 50.0 mL with the same solvent,

Reference solution (a). Dilute 1.0 mL of the test solution to
100.0 mL with methanol R2. Dilute 1.0 mL of this solution
to 10.0 mL with methanol R2.

Reference solution (b). Dissolve 5 mg of the substance to

be examined and 5 mg of irbesartan impurity A CRS in
methanol R2 and dilute to 10 mL with the same solvent. Dilute
1 mL of the solution to 10 mL with methanol R2.

hat:

General Notices (1) apply to all monographs and other texts

3129
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Irinotecan hydrochloride trihydrate

EUROPEAN PHARMACOPOEIA 11.0

Column:

- size:1=025m, @ =4 mm;

~ stationary phase: end-capped octadecylsilyl silica gel for
chromatography R (5 ym).

Mobile phase: acetonitrile R1, buffer solution pH 3.2

(33:67 V/V).

Flow rate: 1.0 mL/min.

Detection: spectrophotometer at 220 nm.

Injection: 10 L.

Run time: 1.4 times the retention time of irbesartan,

Identification of impurities: use the chromatogram obtained
with reference solution (b) to identify the peak due to
impurity A.

Relative retention with reference to irbesartan (retention
time = about 23 min): impurity A = about 0.7,

System suitability: reference solution (b):

- resolution: minimum 3.0 between the peaks due to
impurity A and irbesartan.

Limits:

~ impurity A: not more than 1.5 times the area of the
principal peak in the chromatogram obtained with

reference solution (a) (0.15 per cent);

unspecified impurities: for cach impurity, not more than the
area of the princirnl peak in the chromatogram obtained
with reference solution (a) (0.10 per cent);

~ total: not more than twice the arca of lhe pnncipal penk
in the chr btained with © (a
(0.2 per cent);

disregard limit : 0.5 times the area of the principal peak in
the chromatogram obtained with reference solution (a)
(0.05 per cent).

Water (2.5.12): maximum 0.5 per cent, determined on 1.00 g

Sulfated ash (2.4.14): maximum 0.1 per cent, determined on
1.0g.

ASSAY

Dissolve 0.300 g in 50 mL of anhydrous acetic acid R. Titrate
with 0.1 M perchloric acid, determining the end-point
potentiometrically (2.2.20).

1 mL of 0.1 M perchloric acid is equivalent to 42.85 mg of
C,H,N,O.

IMPURITIES
Specified impurities: A, B.

-N-HZ “(1H

A. i 1-5-y1)[1,1-
blphcnyll 4 yl]mclhyl.; yel -cart id

B. N, : trinitride (azide).

01/2017:2675
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J

IRINOTECAN HYDROCHLORIDE
TRIHYDRATE

Irinotecani hydrochloridum trihydricum

OO

Cy,H,,CIN,0,3H,0 M, 677
[136572-09-3]

DEFINITION

(45)-4,11-Dicthyl-4- hydroxy -3,14-dioxo-3,4,12, 14-
klnhydm 1H-pyrano[3'4"6,7 ]indolizino[1,2-b lin-9-yl

1,4"-bipiperidine-1'-carboxylate hydrochloride lnhydnle
Content: 98.0 per cent to 102.0 per cent (anhydrous substance).

CHARACTERS

Appearance: pale yellow or yellow, crystalline powder.
Solubility: sparingly soluble in water, in cthanol (96 per cent)
and in methanol.

It shows polymorphism (5.9).

IDENTIFICATION
A. Infrared absorption spectrophotometry (2.2.24).
Comparison: irinotecan hydrochloride trikydrate CRS.
lf the : spectra obulned in the solid nne show differences,
the ¢ to be ined and the reference
P ly in hanol R, evap to dryness
and record new spcdra using the residues.
B. Water (sec Tests).
C. It gives reaction (a) of chlorides (2.3.1).
Dissolve 0.10 g in water R and dilute to 50 mL with the
same solvent.

'

TESTS

App of soluti The soluti hdm(!Zl)andno(
more i ly col d than refc ion GY, (2.2.2,
Method II).

Dissolve 0.200 g in water R with heating at 80 °C and dilute to
20 mL with the same solvent.
Enantiomeric purity. Liquid chromatography (2.2.29).
Solvent mixture: diethylamine R, anhydrous ethanol R
(0.4:100 V/V).
Test solution. stsolv: 15.0 mg of the substance to be
ined in the i and dilute to 10.0 mL with

the solvent mixture.
Reference solution (a). Dilute 1.0 mL of the test solution to
100.0 mL with the solvent mixture. Dilute 1.0 mL of this
solution to 10.0 mL with the solvent mixture.
Reference the a vial of
irinotecan for system suimb:hl‘y 1 CRS (containing impurity L)
in 1 mL of the solvent mixture.
Column:
- size:[=025m, @ =46 mm;
~ stationary phase: cellulose derivative of silica gel for chiral

separation R (10 pym),
Mobile phase: diethylamine R, anhydrous ethanol R, hexane R
(0.2:50:50 V/V/V).

lusbic 5 1
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14. Monographie d’Amlodipine décrite dans la pharmacopée européenne

EUROPEAN PHARMACOPOEIA 11.0 Amlodipine besilate
Related sub Liquid ch graphy (2.2.29). Carry
LCHy out the test protected from light.
" 13 () momer end Test solution (a). Dissolve 50,0 m, 30( the substance to be
A CHy examined in the mobile phase and dilute to 50.0 mL with the
Ho: A mobile phase.

F. (5EZ,10RS)-5-]3- (dlmﬂhylamina)pwpylldcnr] 10,11~
dihydro-5H-dib [a.d][7] 10-ol,

G. 10,11-dihydro-5H-dibenzola,d][7]annulen-5-ol

(dibenzosuberol),
- 04/2016:1491
.
AMLODIPINE BESILATE
Amlodipini besilas
HC N o~ N
u,co\(\LJ\Arovcn, ' S0,H
o "o @

-
O/ and enantiomer

C,H,CIN,O,S
[111470-99-6]

DEFINITION

3-Ethyl 5-methyl (4RS)-2-[(2-aminoethoxy)methyl]-
4-(2-chlorophenyl)-6-methyl-1,4-dihydropyridine-3,5-
dicarboxylate benzenesulfonate,

Content: 97.0 per cent to 102.0 per cent (anhydrous substance).

PRODUCTION

It is considered that alkyl benzenesulfonate esters are
genotoxic and are potential impurities in amlodipine besilate.
The manufacturing process should be developed taking into
consideration the principles of quality risk management,
together with considerations of the quality of starting
materials, process capability and validation. The general
method 2.5.41. Methyl, ethyl and isopropyl benzenesulfonate

I : 1ahl £

M, 567.1

in active es is a to assist turers.
CHARACTERS
App e: white or al white powd

Solubility: slightly soluble in water, freely soluble in methanol,

sparingly soluble in anhydrous ethanol, slightly soluble in
2-propanol.

IDENTIFICATION

Infrared absorptlon sptctmphowmnry (2.2.24).
Comparison: if besilate CRS.

TESTS

Optical rotation (2.2.7): - 0.10° to + 0.10°,
Dissolve 0.250 g in methanol R and dilute to 25.0 mL with the
same solvent.

Test solution (b). Dilute 5.0 mL of test solution {(a) to 100.0 mL
with the mobile phase.
Reference solution (a). Dilute 1.0 mL of test solution (a) to
10.0 mL with the mobile phase. Dilute 1.0 mL of this solution
to 100.0 mL with the mobile phase.
Reference solution (b). Dissolve 2.5 mg of amlodipine
impurity B CRS and 2.5 mg of amlodipine impurity G CRS in
the mobile phase and dilute to 25.0 mL with the mobile phase.
Dilute 1.0 mL of the solution to 10.0 mL with the mobile
phase.
Reference (¢). Dissolve 2.5 mg of for peak
identification CRS (containing meumles D, Eand F) in 5 mL
of the mobile phase.
Reference solution (d). Dissolve 5.0 mg of amlodipine
impurity A CRS in acetonitrile R and dilute to 5.0 mL with the
same solvent. Dilute 1.0 mL of the solution to 100.0 mL with
the mobile phase. Dilute 1.0 mL of this solution to 10.0 mL
with the mobile phase.
Reference solution (e). Dissolve 50.0 mg of amlodipine
besilate CRS in the mobile phase and dilute to 50.0 mL with
the mobile phase. Dilute 5.0 mL of the solution to 100.0 mL
with the mobile phase.
Column:
~ size: [=025m, @ = 4.0 mm;
~ stationary phase: octadecylsilyl silica gel for
chromatography R (5 pym);

- temperature: 30 °C.
Mobile phase: 2.3 g/L solution of ammonium acetate R,
methanol R (30:70 V/V).
Flow rate: 1.5 mL/min,
Detection: spectrophotometer at 237 nm.
Injection: 20 uL of test solution (a) and reference solutions (a),
(b), (¢) and (d).
Run time: twice the ion time of amlodipi
Identification of impurities: use the chromutogrum supplied
vnlh amlodipine for pmk ndennf cation (.RS and the

gram e ion (c) to identify
lhc peaks duce to lmpunlm D E and F; use the chromatogram
obtained with reference solution (d) to identify the peak due
to impurity A,
Relative tion with refc e to
time = about 20 min): impurity G = about 0.21;
impurity B = about 0.25; impurity D = about 0.5;
impurity F = about 0.8; impurity E = about 1.3.
System suitability: reference solution (b):
~ resolution: minimum 2.0 between the peaks due to

impurities G and B,

Tuetis :4;4

PP Y
T

(retention

Limits:

— correction factors: for the calculation of content,
multiply the peak arcas of the following impurities by
the corresponding correction factor: impurity D = 1.7;
impurity F = 0.7;

~ impurity D: not more than 3 times the area of the principal
peak in the ch btained with reference
solution (a) (0.3 per cent);

— impurity A: not more than 1.5 times the area of the
corresponding peak in the chromatogram obtained with
reference solution (d) (0.15 per cent);

— impurities E, F: for each impurity, not more than 1.5 times
the area of the principal peak in the chromatogram
obtained with reference solution (a) (0.15 per cent);

General Notices (1) apply to all monographs and other texts
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Ammonia solution, concentrated

EUROPEAN PHARMACOPOEIA 11.0

unspecified impurities: for each impurity, not more than the
area of the principal peak in the chromatogram obtained
with reference solution (a) (0.10 per cent);

total: maximum 0.8 per cent;

disregard limit: 0.5 times the area of the principal peak in
the chromatogram obtained with reference solution (a)
(0.05 per cent); disregard any peak due to benzene
sulfonate (relative retention = about 0.14).

Water (2.5.12): maximum 0.5 per cent, determined on 1.000 g.
Sulfated ash (2.4.14): maximum 0.2 per cent, determined on
10g.

ASSAY

Liquid chromatography (2.2.29) as described in the test for
related substances with the following modification.
Injection: test solution (b) and reference solution (¢).

Calculate the percentage content of C, H, CIN,0,S taking into
account the assigned content of amlod‘iplnr besilate CRS.

STORAGE
In an airtight container, protected from light.

IMPURITIES

Specified impurities: A, D, E, F.

Other detectable impurities (the following substances would,
if present at a sufficient Jevel, be detected by one or other of
the tests in the monoguph. They are limited by the general
acceptance criterfon for other/unspecified impurities and/or
by the general monograph Subst, for pharmaceutical use
(2034). It is therefore not necessary to identify these impurities
for demonstration of compliance. See also 5.10. Control of
impurities in substances for pharmaceutical use): B, G, H.

0
HC n O/\/N
HCO 0._.CHy o
H
o 0
<l

A. 3-cthyl 5-methyl (4RS)-4-(2-chlorophenyl)-2-[[2-(1,3-

dioxo-1,3-dih ro-ZH-holndol-Z-yl)ﬂhoxﬁmc\hyﬂ-b-
methyl-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate,

[L=N

N

0
HC n o/\/n
o L L
ITH
[+] ; (4]
o

00 enanbiomer
B. 3-ethyl 5-methyl (4RS)-4-(2-chlorophenyl)-6-
methyl-2-[[2-[[2-(methylcarbamoyl)benzoyl Jamino) -

cthoxy|methyl]-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate,
HC. N L
0._Chy

o
cl

Hco
+]

D. 3-ethyl 5-methyl 2-[(2-aminocthoxy)methyl]-4-(2-
chlorophenyl)-6-methylpyridine-3,5-dicarboxylate,

e N o~ N
anOMOvcu,
vH
o 10
]

O and enantiomer

E. dicthyl (4RS)-2-[(2-aminocthoxy)methyl]-4-(2-
chlorophenyl)-6-methyl-1,4-dihydropyridine-3,5-
dicarboxylate,

me N | 07~
HCOo OCH,
& iV

A O
O/ and anantiomar

E dimethyl (4RS)-2-[(2-aminoct Jmethyl]-4-(2-
chlorophenyl)-6-methyl-1,4-dihydropyridine-3,5-
dicarboxylate,

HyC n CHy
HCO ' I OCH,
0 0

cl

G. dimethyl 4-(2-chlorophenyl)-2,6-dimethyl-1,4-
dihydropyridine-3,5-dicarboxylate,

HO,.C
HC n Ownp
o I L
I ]
] (o]
Cl
O and ennntiomer

H. 2-[[2-[[(4RS)-4-(2-chlorophenyl)-3-(ethoxycarbonyl)-
5-(methoxycarbonyl)-6-methyl-14-dihydropyridin-2-

yl|methoxy]ethyl|carbamoyl|benzoic acid.
AMMONIA SOLUTION,
CONCENTRATED

Ammoniae solutio concentrata

01/2017:0877

NH,

DEFINITION
Content: 25,0 per cent m/m to 30,0 per cent m/m.

CHARACTERS
Appearance: clear, colourless liquid, very caustic,
Solubility: miscible with water and with ethanaol (96 per cent).

IDENTIFICATION
A. Relative density (2.2.5): 0.892 to 0.910.
B. It is strongly alkaline (2.2.4).

M, 17.03
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15. La notice d’EXIRB ( Irbésartan / Amlodipine ) 300 mg / Smg




\ | N A\.\ N A\.\ N A\.\ N A\.\ N A\.\ N A\\ \ A\\ \ A\\ \ »\\ N
N gg; A gggz gg; A * * * : g\g;’zg\gg’zg\gg’zg\gg’zg\g%’zg\g;’zg\gg’zg\gg’zg\gg’z
% ) ! SN A A AN TS A A A AN ! b))

%

Résumé g’
Il est essentiel de valider les méthodes analytiques dans un domaine aussi réglementé . \

que l'industrie pharmaceutique, afin d'assurer que les médicaments fabriqués répondent aux \x A\

exigences de qualité, d'efficacité et de sécurité. Notre présent travail vise a valider la méthode “ e
analytique du dosage par HPLC du médicament EXIRB ®, un générique anti-hypertenseur ¥

fabriqué au sein du laboratoire de contréle qualité de I'industrie pharmaceutique EI KENDI, et

de comparer les résultats de la méme méthode de validation pour deux colonnes différentes,

,
"
24
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afin d’étudier le temps d’analyse et la productivité de la méthode. En se référant aux

directives de I’ICH, on a réalisé plusieurs tests, a savoir la spécificite, la précision, la linéarité,

I’exactitude et la robustesse. Ces tests visent a démontrer la validité de notre méthode. Les
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résultats obtenus montrent que notre méthode présente une spécificité et une linéarité

adéquates, avec une bonne précision et exactitude, ce qui confirme que la méthode est validée.

De ce fait, cette méthode analytique, peut étre utilisée dans le contrble routinier de ce

AQ% médicament. X
. Abstract Ny
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It is essential to validate analytical methods in a field as regulated as the

0

pharmaceutical industry, in order to ensure that the drugs manufactured meet quality,

efficacy and safety requirements. The aim of our work is to validate the HPLC analytical

\,
\§%)
-
WOy

method for the determination of EXIRB ®, a generic anti-hypertensive drug manufactured in
the quality control laboratory of the EI KENDI pharmaceutical industry, and to compare the
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results of the same validation method for two different columns, in order to study the analys is

time and productivity of the method. Referring to the ICH guidelines, several tests were

&

.~ performed, namely specificity, precision, linearity, accuracy and robustness. These tests were

&

designed to demonstrate the validity of our method. The results show that our method has

~, \, \, \,
/A/\’/’i/\'&//‘/\'&//‘/\
S~ =~

adequate specificity and linearity, with good precision and accuracy, confirming that the

method is validated. As a result, this analytical method can be used in the routine control of

=

&

this drug.
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