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Introduction générale

L'industrie pharmaceutique est essentielle pour le développement et la fourniture de
médicaments vitaux, grace a des processus rigoureux garantissant la sécurité et 1'efficacité des
produits. Dans ce contexte, le nettoyage et la prévention de la contamination sont cruciaux pour
maintenir la qualité et la sécurité des médicaments.

En Algérie, le laboratoire pharmaceutique Novo Nordisk joue un réle clé en produisant divers
médicaments, notamment la Novoformine®. Ce mémoire de fin d'études, réalisé au sein de ce
dernier traite un probléme important qui est la présence de traces de metformine HCI dans les
blancs qui est la phase mobile (solution tampon pH 3.0), affectant ainsi la validité des tests
HPLC et la conformité du systéme de suitabilité.

La metformine HCI, un agent hypoglycémiant oral, requiert des méthodes analytiques
rigoureuses pour assurer la sécurité et I'efficacité du médicament.

Dans ce contexte, cette étude vise a identifier les sources des traces de metformine HCI
détectées dans les blancs lors de I’analyse du médicament Novoformine® par chromatographie
liquide a haute performance (HPLC), une technique employée pour séparer, identifier et
quantifier les composants d'un mélange complexe. En appliquant la méthodologie A3 du Lean
management, des solutions efficaces pour éliminer ces traces seront développées.

Cette approche structurée permet de diagnostiquer les causes profondes des traces, d'identifier
les points critiques du processus de production et d'analyse, et de mettre en ceuvre des solutions
ciblées pour corriger ces anomalies. En adoptant cette méthodologie, nous visons non seulement
a ¢liminer les traces indésirables mais aussi a optimiser les procédures de nettoyage et de
maintenance des équipements HPLC.

La rigueur méthodologique et la précision analytique seront centrales a cette investigation,
assurant des solutions durables conformes aux standards d'excellence de Novo Nordisk.

Ce manuscrit est divisé en 4 chapitres.

Le premier est consacré a la description du site de production et du médicament. Dans le
deuxiéme chapitre sont donnés des généralités sur la chromatographie liquide a haute
performance et sur la méthodologie A3 du Lean management.

Les chapitres 3 et 4 représentent la partie pratique. Dans cette derniére sont décrits dans un
premier temps le matériel et les différents protocoles utilisés pour finir avec la présentation et

la discussion de I’ensemble des résultats obtenus.
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Chapitre 1 Description du site de production et du médicament

I. Présentation du site Novo-Nordisk

I.1. Apercu historique
C’est dans les années 20 a Copenhague au Danemark que 1’histoire de Novo Nordisk débuta
avec deux petites entreprises danoises du nom de Nordisk Insulinlaboratorium et Novo
Terapeutisk laboratorium. Les premiers patients traités avec de I’insuline remonte a 1923
ouvrant ainsi le champ a un siécle d’innovation au profit des personnes atteintes de maladies
chroniques graves.
C’est en janvier 1989 que Novo Nordisk est fondée apres la fusion de deux sociétés
pharmaceutiques danoises, Nordisk Gentofte A/S et Novo Industrie A/S. [1]
Dans le cadre de la coopération entre 1’Algérie et le Danemark née Novo Nordisk Aldaph
production Pharmaceutique (NNAPP). De son nouveau nom LMA- Tablets, elle fut leur
premicre usine construite en Afrique, située a environ 7 km au sud-est de la wilaya de Tizi-
Ouzou dans la zone industrielle d’Oued-Aissi a Aissat Idir.
Il s’agit aussi du premier site de production en Algérie exploitant 1’énergie verte générée par
I'énergie solaire dans la production.
Congue selon les exigences de bonnes pratiques de fabrication et les propres standards de Novo
Nordisk, I’usine produit un antidiabétique oral sous plusieurs dosages « Metformine » a 500mg,
850 mg et 1000mg sous le nom commercial de Novoformine® destinés a des patients atteints

de diabéte de type 2.

Figure 1: site de production pharmaceutique Novo Nordisk.
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I.2. Structure du site LMA- Tablets
Trois principaux départements constituent le site de production, a savoir :
1.2.1. Service qualité

Ce service a pour role de veiller a ce que le médicament Novoformine® produit soit conforme
aux exigences du dossier d’autorisation de mise sur le marché (AMM) et n’expose le patient a
aucun risque lié a des carences en matic¢re de sécurité, de qualité ou d’efficacité. Il comporte

deux départements distincts :

I.2.1.1.  Service assurance qualité

Ce département gére le travail des différents départements du site et garantie que les
médicaments sont congus et développés en tenant compte des exigences des bonnes pratiques

de fabrication et de laboratoire.

1.2.1.2. Laboratoire contréle qualité
Ce laboratoire se compose de deux entités :

— Laphysico-chimie : avec deux unités produit fini et articles de conditionnements (ADC)
et matiére premiére (MP).
— La microbiologie
1.2.2. Département de production
Appelé également zone blanche, ce département est congu de fagon a répondre aux exigences

de la production de la metformine qui passe par les trois processus illustrés ci-dessous :

Les trois processus de production

v

Compression : permet la Pelliculage : permet d’ajouter une
mise en forme des couche en plus aux comprimés nus a
granules en comprimés. ’aide d’agents de pelliculage

Conditionnement :
primaire et secondaire.
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1.2.3. Département de maintenance

Ce département est chargé de la maintenance de tous les équipements des différents

départements de I’usine.

1.2.4. Département business support

C’est le département chargé des approvisionnements et du stockage des MP, des ADC ainsi

que I’expédition des produits finis.

I1. Présentation du médicament

I1.1.Définition

La metformine est un biguanide substitué synthétis¢ a partir du principe actif de la guanidine
dont son nom chimique officiel est N,N-diméthylimidodicarbonimidic diamide (également
appelé 1,1-diméthylbiguanide). De formule brute CsHiiNs (figure 2), c’est une molécule
antidiabétique de premiére intention largement utilisée pour le diabéte de type 2 excrétée par le
rein [2]. Recommandée en monothérapie par les lignes directrices des sociétés européennes et
américaines du diabéte, cette substance, sous forme de metformine HCI dans les comprimés,
agit en réduisant la production hépatique de glucose sans provoquer d'hypoglycémie ni de prise
de poids. Dés 1929, son efficacité a ét¢ démontrée chez les lapins [3], mais son développement
a été éclipsé par la découverte de l'insuline & la méme époque. Approuvée aux Etats-Unis en
1995, la posologie habituelle varie de 1 a 3 comprimés par jour (500 mg, 850 mg ou 1000 mg),

a prendre pendant les repas pour minimiser les effets gastro-intestinaux indésirables. [3].

NH NH

I

N NH
o
Figure 2: structure chimique de la metformine. [3]

I1.1.1. Mécanisme de formation
La metformine a été décrite pour la premiere fois en 1922 par Werner et Bell [3]. Il s'agissait
d'une simple réaction de précipitation du chlorhydrate de diméthylamine et de la 2-

cyanoguanidine a chaud. Cette synthése est illustrée par la figure 3 ci-dessous.
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NH NH
H
)k N HCI N
\N:QLH w, HC —> + \\)L

N NH
H 2

Dimethylamine chloride

Cyanoguanidine
Figure 3: premiere synthese de la metformine réalisée par Werner et Bell. [3].

Compte tenu du fragment diméthylamine de la metformine, il s’agit d’un site pratique pour la
déconnexion rétrosynthétique. Cette liaison NC peut étre formée par attaque nucléophile de
diméthylamine sur le carbone nitrile électrophile de la cyanoguanidine. C’est d’ailleurs ainsi
que la metformine est préparée industriellement ou divers processus de synthéses brevetés sont
disponibles, impliquant presque tous la réaction du chlorhydrate de diméthylamine avec de la
cyanoguanidine. Seules les conditions de réaction et la méthode de purification différent. [4]

Un mécanisme détaillé pour cette réaction chimique est proposé dans la figure 4 ci-dessous :

NH NH,
N NS )L AN N
N \ —_—— NH % )L
A \ NH, /

N
H

® ¢
)L )L /_\ N NH,
\T N NH, - )L )L

SR
Figure 4: mécanisme de formation de la metformine HCI.
Premiérement, le chlorhydrate de diméthylamine est déprotoné par la cyanoguanidine, formant
un cation guanidinium. L'azote diméthylamine dispose désormais d'une paire isolée libre
disponible pour une attaque nucléophile sur le carbone nitrile électrophile. Un transfert de
protons donne le sel final de metformine HCI. [4]
11.2.Différentes propriétes
I1.2.1. Propriétés physico-chimiques
L’ensemble des propriétés physicochimiques de la metformine HCI sont regroupées dans le

tableau 1 ci-dessous :



Chapitre 1 Description du site de production et du médicament

Tableau 1: Propriétés physicochimiques du chlorhydrate de metformine. [5]

Metformine HCI Propriétés physicochimiques /organoleptiques
Nomenclature Chlorhydrate de 1,1-diméthylbiguanide
Formule brute C4H1NsHCI
Aspect Cristaux blancs ou sensiblement blancs
Masse molaire (g/mole) 165,62
Point de fusion (°C) 222-226
Teneur (%) 98,5-101(substance desséchée)
Facilement soluble dans 1’eau, peu soluble dans 1’alcool,
Solubilité pratiquement insoluble dans ’acétone et dans le chlorure de
méthyléne
pH 6,68 [6]
pKa 12,4 [7]

I1.2.2. Propriétés pharmacocinétiques
Les différentes propriétés pharmacocinétiques sont résumées dans le tableau 2 suivant :

Tableau 2: Propriétés pharmacocinétiques du chlorhydrate de metformine [8].

Paramétre Valeur/Caractéristique

50 a 60 % aprés administration orale d'un comprimé de
chlorhydrate de metformine.

Biodisponibilité Environ 50 4 60 %.

Fraction non absorbée | 20 a 30 %.

Absorption

Absorption Saturable et incomplete.

Temps de demi-vie Environ 6,5 heures.

Elimination Par voie rénale, avec une clairance rénale supérieure a 400 ml/min.
Clairance Proportionnelle au débit de filtration glomérulaire.

Cmax (Concentration N'excédant pas 5 pg/ml, méme aux posologies maximales.
plasmatique maximale)

Alimentation Ralentit Iégerement 'absorption de la metformine.

Meétabolisme Pas de métabolites identifiés chez 'homme.

Distribution Volume de distribution (Vd) moyen compris entre 63 et 276 litres.

) . Un risque potentiel, surtout chez les patients avec une insuffisance
Acidose lactique

rénale ou des facteurs de risque tels que 1'alcoolisme.

Il est important de noter que la metformine est contre-indiquée chez les patients présentant une

insuffisance rénale terminale (débit de filtration glomérulaire < 30 ml/min).
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I1.2.3. Propriétés pharmacodynamiques

La metformine HCI est un médicament utilisé pour traiter le diabéte de type 2, notamment chez
les patients en surpoids lorsque le régime alimentaire et I'exercice ne suffisent pas a rétablir
'équilibre glycémique. Elle agit sur le métabolisme du glucose et des lipides, réduisant la
glycémie basale et postprandiale en inhibant la production hépatique de glucose, en augmentant
la sensibilité a I'insuline au niveau musculaire, et en retardant I'absorption intestinale du glucose
[8]. Contrairement a d'autres médicaments, la metformine ne stimule pas la sécrétion d'insuline,
¢vitant ainsi I'hypoglycémie [9-10]. Elle favorise également la synthése intracellulaire du
glycogéne et améliore le métabolisme lipidique, réduisant le cholestérol total, le LDL
cholestérol et les taux de triglycérides. [11]. Toutefois, la metformine peut interagir avec
certains médicaments, tels que les inhibiteurs de TCO1 et TCO?2, affectant son efficacité et son
¢limination rénale, nécessitant des précautions particulicres, surtout chez les patients atteints
d'insuffisance rénale. [8]
I1.3.Effets thérapeutiques

En plus de son efficacité contre le diabéte de type 2, la metformine agit sur d'autres pathologies.
En effet, elle réduit significativement la glycémie a jeun et 'HbA Ic, seule ou en combinaison
avec d'autres antidiabétiques. Le risque d'hypoglycémie est faible, mais peut augmenter avec
un apport énergétique insuffisant, des exercices intenses, ou en association avec d'autres
antidiabétiques ou de 1'alcool [2] . Chez les personnes obéses, la metformine favorise une 1égére
perte de poids ou une stabilisation, contrairement a l'insuline ou aux sulfonylurées [9]. Des
études suggerent qu'elle pourrait réduire l'incidence de certains cancers et le risque
cardiovasculaire, mais ces effets nécessitent davantage de validation clinique. [2]

III. Controle qualité du produit fini Novoformine®

La libération des lots du produit fini nécessite des controles physicochimiques et
microbiologiques au sein du laboratoire du contréle qualité. Ils sont en nombre de sept : six

tests physicochimiques et un test microbiologique.

II1.1. Tests microbiologiques
Ce sont des tests quantitatifs et/ou qualitatifs de trois sortes de microorganismes dans les
comprimés de metformine :
e Recherche de Fungis (levures et moisissures) apres cinq jours d’incubation a 22°C

du produit dans un milieu saboraud. Le test est validé si Fungis <10% cfu/g. [5]
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e Recherche des germes aérobies totaux du produit dans un milieu de gélose tryptone
soja (TSA) aprés cing jours d’incubation a une température de 32°C. Le test est valide
si le nombre des (GAT) est de 103 cfu/g. [5].

e Recherche E. Coli aprés 24 heures d’incubation du produit dans un milieu bouillon
Tryptone-Soja (TSB) a 32°C puis incubation dans un milieu microcompartiment
bactérien (BMC) pendant vingt-quatre heures enfin incubation dans la gélose
MacConkey (GMC) a 32°C, ce qui inhibe la croissance d’autres bactéries exceptées
celle d’E. Coli. Le test est conforme si E. coli est absente dans 1g. [5].

I11.2. Tests physicochimiques : Les tests physico-chimiques essentiels pour évaluer

la qualité des comprimés de metformine sont illustrés dans le schéma ci-dessous :

Identifcaton et
dosage des
impuretés par
HPLC

Unformité
de masse

Tests physico-
chimiques

Dissolution

Dosage de la
metformine
par UV

Perte a la

dessication

Figure 5 : contréle qualité physicochimique de la Novoformine® produit fini [5].
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I. Généralités sur PHPLC
1.1. Définition

La chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) est une technique analytique
clé, utilisée dans de nombreux secteurs d'activité pour l'analyse de matrices agroalimentaires,
environnementales et pharmaceutiques. Cette technique séparative peut étre utilisée aussi bien
pour des analyses purement qualitatives, que pour des applications quantitatives. [12]

I.2. Principe d’une chaine HPLC

La chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) repose sur le principe de la
répartition des composés entre une phase mobile et une phase stationnaire. La phase mobile est
un liquide qui traverse la phase stationnaire, qui est un support plus ou moins poreux recouvert
d'un gel. Le mélange a analyser est injecté dans la phase mobile, qui est poussée par une pompe
sous haute pression. Les composés se répartissent alors suivant leur affinité entre la phase
mobile et la phase stationnaire. En sortie de colonne, un détecteur approprié permet de
caractériser les différents solutés par un pic, enregistré sous forme de chromatogramme.

Il est a noter que le choix de la colonne et des solvants est important pour assurer une séparation
efficace des composés. [13]

L.3. Intérét de ’utilisation de P’HPLC en industrie pharmaceutique

L'engouement pour l'utilisation de I'HPLC en industrie pharmaceutique s'explique par sa
polyvalence et son efficacité dans le processus de fabrication des médicaments. Elle est cruciale
pour le contrdle qualité, permettant de doser les molécules et de rechercher les impuretés, et
pour le développement de méthodes analytiques spécifiques. Cette technique est également
utilisée pour la qualification des équipements de fabrication, garantissant leur fiabilit¢ et
précision, ainsi que pour les analyses de routine, assurant une surveillance constante de la

qualité des produits pharmaceutiques. [14]

1.4. Appareillage

Un équipement HPLC comme I’illustre la figure 6 se compose d'un systéme de pompage pour
délivrer la phase mobile, d'un injecteur pour introduire I'échantillon, d'une colonne
chromatographique, d'un détecteur pour détecter les analytes et d'un systéme d'acquisition des
données pour enregistrer et analyser les résultats. La phase mobile, qui peut étre fournie a partir
d'un ou plusieurs réservoirs, circule a travers la colonne a un débit constant et passe ensuite par

le détecteur. [13]
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Schéma de principe
d'une chaine d'HPL.C

Systeme
d'intégration et
d'impression

BEtecteu

Détecteur |5y y vy 0
(1 | |

Figure 6 : schéma de principe d'une chaine HPLC. [15]

e Lapompe
Composant essentiel d’un systeme HPLC, elle a pour role de générer et de mesurer le débit du
solvant a haute pression, généralement en ml/minute [16]. Une pompe souvent équipée de deux
pistons qui fonctionnent en alternance pour délivrer et aspirer le solvant a un débit programmé
peut étre isocratiques, c'est-a-dire qu'elle utilise un seul solvant a composition constante, ou a

gradient, ou la composition du solvant change pendant l'analyse.

e Injecteur

L'injecteur permet d'introduire 1'échantillon a analyser dans le flux de phase mobile qui circule
dans le systéme.

Il est généralement équipé d'une boucle d'injection qui permet de prélever un volume défini de
I'échantillon a injecter dont la taille détermine le volume d'injection.

Il a donc pour réle principal d'introduire de maniere reproductible un volume précis de
I'échantillon dans le flux de phase mobile, afin de permettre sa séparation et son analyse par le

systeme HPLC. [17]

e Dégazeur

Le dégazeur permet de retirer les bulles d’air présent dans le(s) solvant(s) afin d’éviter

d’endommager les échantillons ou la phase stationnaire [16].
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e Colonne

Une colonne pour HPLC est un tube fabriqué dans un matériau inerte aux produits chimiques,
souvent en acier inoxydable ou en verre, avec un diametre intérieur compris entre 4 et 20 mm
et une longueur généralement comprise entre 15 et 30 cm. La colonne est remplie de phase
stationnaire et la phase mobile circule a travers elle a un débit constant pour séparer les
analytes.[17]

La colonne est souvent précédée d’une précolonne (colonne de garde), courte (0,4 a 1 cm),
remplie de la méme phase stationnaire, permettant de retenir certaines impuretés. [16].

e Détecteurs

Le détecteur suit en continu I’apparition des solutés. Pour détecter, on utilise différents
phénomenes physico-chimiques. Le signal obtenu pour la phase mobile et le soluté est
généralement comparé a celui de la phase mobile seule et enregistré en fonction du temps. [13]
Le détecteur le plus utilis¢ en HPLC est un spectrophotometre d’absorption UV-visible relié¢ a

la sortie de colonne.

e Phase mobile

La phase mobile est composée de solvants ou d'éluant qui circulent a travers la colonne remplie
de la phase stationnaire, permettant la séparation des analytes. La composition de la phase
mobile peut varier en fonction du type de séparation souhaité et des propriétés des composés a
analyser.

Les solvants utilisés dans la phase mobile sont classés selon leur polarité et leur force éluant.
Les plus couramment utilisés en HPLC sont 1'eau, 1'acétonitrile et le méthanol, souvent en
combinaison pour former des mélanges adaptés a la séparation des analytes. [18]

o Phase stationnaire

La phase normale et la phase inverse sont deux types de phases stationnaires utilisées en
chromatographie liquide haute performance (HPLC).

La phase normale est constituée de gel de silice, un matériau trés polaire qui nécessite
l'utilisation d'un éluant apolaire. Lors de 1'injection d'une solution, les composés polaires sont
retenus dans la colonne, tandis que les composés apolaires sont €lués en premier. Cependant, la
phase normale a l'inconvénient de se détériorer rapidement au fil du temps, entrainant une perte
de reproductibilité des séparations. [19]

La phase inverse, en revanche, est composée de silice greffée de chaines linéaires de 8 ou 18

atomes de carbone (C8 et C18), ce qui la rend apolaire. Elle nécessite 1'utilisation d'un ¢éluant

11
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polaire, tel que l'acétonitrile, le méthanol ou I'eau. Dans ce cas, ce sont les composés polaires
qui sont ¢lués en premier. Contrairement a la phase normale, la phase inverse ne subit pas de
détérioration au fil du temps, ce qui permet de maintenir la qualit¢ de la séparation

constante.[20]

L.5. Optimisation d’une méthode HPLC

L'amélioration d'une méthode HPLC consiste a ajuster les conditions de séparation et de
détection pour optimiser les performances sans changer de mode HPLC. Les améliorations
portent sur la séparation chromatographique, la réduction de l'asymétrie des pics,
I'augmentation de la sensibilité, la robustesse, le débit, et 1'optimisation de la phase mobile et
de la préparation des échantillons pour réduire les interférences. Cela peut impliquer des
ajustements de la phase mobile, de la colonne, de la phase stationnaire, du débit, de la
température, du volume injecté, et des parametres de détection. Les performances doivent étre
définies dans les spécifications techniques, et chaque amélioration doit étre suivie d'une
vérification de la spécificité pour garantir la fiabilité des résultats. Les protocoles de vérification

sont fournis aux clients pour assurer la conformité et la qualité des analyses. [21-23]

II.  Mdéthodologie du lean

La pensée Lean est une approche globale qui vise a améliorer la performance des entreprises
en réduisant les colts, en améliorant la productivité et en créant de la valeur pour les clients, en
adoptant une mentalité d'apprentissage et de collaboration.

Le Lean fait appel a plusieurs méthodologies et outils, a savoir : Le Kaizen, Les 58S, six sigma,
PDCA, DMAIC, JAT, Poka-Yoké, Management visuel, Qualité Total, diagramme d’Ishikawa,
Loi de Pareto, etc. [24]

I1.1. Méthodologie de I’enquéte

Larésolution d’un probléme consiste a éliminer la cause d’un dysfonctionnement et de s’assurer
que tout a été mis en ceuvre pour que le probléme disparaisse et ne réapparaisse pas au cours du
temps. Cette démarche est favorisée par le travail d’équipe, en effet, constituer un groupe de
travail permet d’analyser plus efficacement le probleme et donc de le résoudre plus rapidement.

Cette résolution comporte quatre étapes clés illustrées dans la figure ci-dessous. [25]

12
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Clarification du probléme

LY

.
L Rechercher la ou des cause(s) a

I’origine du probléme

Y

Rechercher la ou les solution(s)
possible(s) pour éliminer la ou les
cause(s) a ’origine du probléme

Mesure de Iefficacité des actions
entreprises

Figure 7 : lllustration des étapes de résolution de probleme.[25]

Parmi les outils lean utilisés dans le pharmaceutique pour résoudre les problémes de qualité
dans les processus, on retrouve l'outil A3 ou (SPS), qui est la méthode systématique de

résolution des problémes.

I1.2. Le SPS A3: « system problem solving »

La démarche A3 est une méthodologie structurée qui vise a identifier la cause racine d'un
probléme et a 1'éliminer de manicre définitive. Elle est également un outil de gestion fédérateur
qui favorise la collaboration en impliquant activement différentes parties prenantes, telles que
'animateur, le facilitateur et 'opérateur.

Pour mettre en ceuvre le processus A3, il est important d'utiliser trois méthodologies de
résolution de problemes issues de I'approche Lean :

— Le diagramme d'Ishikawa : le diagramme de causalit¢ « 6M » est un outil de
classement de toutes les causes profondes possibles du probléme. Le regroupement
repose sur 06 familles : Main-d’ceuvre, Milieu, Méthode, Matieres premicres, Moyens,
Mesures. [25]

— Le brainstorming : C’est un outil utilisé dans plusieurs contextes au sein d’une
organisation, c¢’est une méthode structurée consiste sur un travail d’équipe pour but de
générer des idées ou des solutions. Le déballage d’idées doit toujours s’initier par une
formulation claire et écrite de 1’objectif de I’étude. [26]

— Les 5 Pourquoi : sont un outil d'analyse qui permet d'explorer et de mettre en lumicre
toutes les causes ayant conduit a la non-conformité. Cette approche structurée aide a
mieux appréhender les événements indésirables et a mettre en place des actions

correctives pour prévenir leur réapparition. [27-28]
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Cause racine

Pourguoi ?

Pourguoi ?

Pourguoi *

Pourguoi ?

[
[
[ Pourguoi ?
(
[

S S L W L S L S—

Probleme

Figure 8 : Schema des 5 Whys. [28]

L'implémentation efficace du processus A3 est essentielle pour promouvoir une culture de
qualité pérenne au sein de l'entreprise. Le processus A3 suit une approche d'amélioration
continue basée sur le cycle PDCA, qui comprend huit étapes clés pour gérer les problemes
efficacement. Cette approche permet de promouvoir une culture de qualité en résolvant

efficacement les problémes et en améliorant continuellement les processus. [29-30].

ePlannifier eidentifier les

*Analyser solutions
sComprendre les elLes implémenter
causes réelles du utilisant un pilote
probléme

simplémenter la solutic sVérifier les
généralisée. résultats.
*Recommencer un autre eMesurer les
cycle dans le cadre de
I'amélioration continue l(:;:gh?;:"é:ons ot
va )

Figure 9 : Présentation de la roue de Deming. [30]
0 Plan :
Etape 01 : initier le probléme tel qu’il a était percu. (Initial problem perception)
Etape 02 : clarifier le probléme avec des arguments qui peuvent étre des statistiques, des
graphes, photos..., afin de dégager 1’énoncé du probléme qui indiquera I’ambiguité principale
a résoudre. (Problem clarification)
Etape 03 : construire le flux du processus en examinant chaque étape séquentiellement, puis
de rétrograder a chaque fois pour identifier le point de défaillance qui est I'origine du probléme.

(Point of cause)
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Etape 04 : Prévenir les effets nocifs d'une situation problématique en prenant rapidement des
mesures d'urgence pour stopper leur propagation. (Containment = Correction)

Etape 05 : Combiner le brainstorming et le diagramme d'Ishikawa permet une analyse plus
approfondie des problémes. Le brainstorming aide a trouver toutes sortes d'idées pour résoudre
un probléme. Le diagramme d'Ishikawa organise ensuite ces idées en catégories pour mieux
comprendre les causes du probléme. En utilisant ces deux outils ensemble, on peut a la fois
générer de nombreuses solutions potentielles et structurer 1'analyse des causes du probléme.
Cela permet d'avoir une vision plus compléte pour résoudre efficacement les problémes. (Cause

& effect)

0 Do :

Etape 06 : Enquéter avec le personnel sur la cause la plus fréquente identifiée dans le
diagramme d'Ishikawa en menant des entretiens avec eux pour évaluer leur perception de sa
contribution directe ou indirecte au probléme. Sélectionner ensuite la cause la plus influente et
appliquer la méthode des "5 Pourquoi" pour remonter a la cause racine. (Cause investigation/
5 Why invistigation)

0 Check :

Etape 07 : Aprés avoir identifié la cause fondamentale du probléme, il est essentiel d'assigner
clairement les responsabilités pour chaque action corrective, d'établir des échéances précises
pour leur mise en ceuvre, et de surveiller régulierement leur progression et leur efficacité a long
terme. (Correctives actions = Countermeasures)

O Act:

Etape 08 : Communiquer aux autres départements le plan d'action afin de prévenir toute
répercussion sur leurs performances et enfin standardiser son sucées a travers des normes, des
méthodes de travail ou des instructions pour étre répliqué dans d'autres situations similaires.

(Preventive action = Sharing). (Document interne)
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Problem-Sclving A3 P N
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Figure 10 : processus de réflexion A3 sur le lean management et le leadership. [31]
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Cette étude vise a résoudre I'apparition des traces de metformine HCI dans le blanc qui est la
phase mobile (tampon a pH 3.00) lors de l'analyse par chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) du médicament Novoformine ® en utilisant la méthodologie A3 du Lean
Management. Nous nous concentrons sur le premier blanc, qui sert de témoin négatif et ne
devrait présenter aucune absorbance autre que celle spécifique au profil du blanc.

Les objectifs spécifiques de I'é¢tude incluent l'analyse des étapes du processus HPLC pour
identifier les points critiques, la mise en ceuvre d’une méthode de nettoyage et de préparation
des échantillons pour minimiser la contamination et l'évaluation de l'efficacité des solutions
proposées en termes d’¢élimination des traces. Une approche méthodologique rigoureuse a été
adoptée, incluant l'utilisation de dispositifs spécifiques, des conditions expérimentales
contrdlées, des protocoles de nettoyage, et des procédures analytiques pour garantir des résultats

fiables et précis.

I. Matériels

Un chromatographe HPLC de la marque Alliance Waters représente 1’équipement principal sur
lequel s’est basé ce travail.
I.1. Présentation du syst¢tme HPLC Alliance Waters

Le systéme de séparation des modeles Alliance €2695 et 2695 (figure 11) installé dans le
laboratoire LMA- Tablets constitue une plateforme intégrée pour la gestion des solvants et des
¢chantillons qui facilite la réalisation de toutes les séparations complexes. (Manuel interne)
Le module de séparations contrdle aussi :

e Laprogrammation des méthodes,

e La composition des solvants,

o Le débit,

e Le ringage du joint de piston,

e Leringage de ’aiguille,

e D’injection des échantillons,

e Le dégazeur intégre,

e Le réchauffement de la colonne,

e Le réchauffement refroidissement de 1’échantillon.

17



Chapitre 3 Matériels et méthodes

Figure 11 : Modeles des systemes de séparation Alliance e2695 et 2695

1.1.1. Conditions d’utilisation de PHPLC
Le mélange réactionnel est analysé a 1I’aide d’une chromatographie liquide a haute performance
Alliance Waters équipée d’une colonne a gel de silice échangeuse de cation fortement acide
avec une phase mobile constituée de tampon a pH 3.00.
Les conditions d’analyse utilisées sont mentionnées dans le tableau 3 ci-dessous :

Tableau 3 : Conditions d’analyse par chromatographie liquide a haute performance.

Chromatographie Alliance Waters
Colonne NUCLEOSIL100-10-SA
Débit 1,0 ml/min

Longueur d’onde (détection) 218 nm

Volume injecté 20ul

Température du four 30°C

Le détecteur utilisé dans ce travail est de type UV/VIS 2487. Ce type de détecteur a double
absorption programmable, fonctionnant sur deux longueurs d'onde et a deux canaux, offre des
performances de détection exceptionnelles.

Doté d’une sensibilité élevée, il permet de détecter les contaminants mineurs, tandis que sa
plage dynamique linéaire permet de quantifier simultanément les composants majeurs et
secondaires. (Manuel interne)

Les temps de rétention des échantillons sont mentionnés dans le tableau suivant :
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Tableau 4 : Temps de rétention des standards.

Produit Temps de rétention (tr) (min)
Metformine HCl 13,00
Dicyandiamide 2,81
M¢élamine 4,90

La metformine HCI est utilisée pour 1'identification du principe actif du médicament
Novoformine®. Son rdle est crucial dans la détermination de I'efficacité et de la sécurité
du médicament, en assurant une conformité rigoureuse aux standards pharmaceutiques
et réglementaires.

La dicyandiamide est une impureté résultant de la dégradation de la metformine HCI,
couramment utilisée pour l'identification et le dosage des substances apparentées. Son
suivi et sa quantification sont essentiels pour garantir la pureté et la sécurité des
formulations pharmaceutiques, en conformité avec les normes réglementaires strictes.
La mélamine est utilisée dans le test de suitabilité pour évaluer la performance de la
colonne, en raison de sa similitude structurelle avec la metformine HCI et de leurs
différences de temps de rétention. Cela permet d’évaluer 1’efficacité de la séparation de

la colonne entre deux composés chimiquement similaires.

Il est a noter que le tr des deux standards (metformine HCI1 et mélamine), varient avec le temps

en raison de la sollicitation de la colonne, c’est pour cela que le test de la résolution de la colonne

(solution 4 = mélamine + metformine échantillon) est systématiquement réalisé¢ avant chaque

lancement et méme a la fin de la séquence pour vérifier la performance colonne.

La résolution doit toujours €tre = 10 [5] et c’est pour cela qu'un registre pour le suivie de

chaque colonne a été¢ implémenté.

Les résultats d’analyse obtenus sont traités par le logiciel Empower 2 et 3 versions de Waters.

Ce systeme acquiert, traite et gere les informations chromatographiques, et génére des rapports.

Empower convertit avec précision les résultats de haute qualité en informations utiles, tout en

respectant les réglementations en vigueur et les exigences de sécurité.
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I.2. Verrerie et équipements

Le tableau ci-dessous résume 1’ensemble des équipements, verreries et consommable utilisés.

Tableau 5 : Verreries, consommable et équipements utilisés.

Verreries et consommable Equipements
* Béchers 200ml/ 100ml/ 50ml/ 20ml

* Pipettes graduée. * Balance analytique

* Micropipette. * Microbalance

* Fioles jaugées 100ml. * Bain ultrasons

* Seringues Sml. * pH-metre

* Erlenmeyer de 5L/ 2L. * Agitateur magnétique
« Eprouvettes. * Plaque chauffante

* Sabo et papiers de pesage. * Thermometre

* Filtre PVDF de 0,45 um.

* Spatules de pesée.

* Barreaux magnétiques.

* Pipettes en plastique pour ajustement.

e Para film / Embouts.

L.3. Réactifs

e Meéthanol (CH30H)

e Acétonitrile (CH3CN)

e Isopropanol (C3HgO)

e Dihydrogénophosphate d’ammonium (NH4+H2POy4), phase mobile pH 3.00
e Acide phosphorique (H3PO4).

e EPC (Milli-Q)

e Metformine HCI standard.

¢ Dicyandiamide standard

e M:¢élamine standard.

II. Méthodes

I1.1. Préparation de la solution tampon a pH 3.0 (NH4H2PO4)
» Peser 34+1.7g de NH4H,PO4 dans un bécher de 200ml

» Ajouter de I’EPC a ce bécher jusqu’au remplissage

» Ajouter un barreau magnétique au bécher et mettre sur 1’agitateur
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» Apres agitation, verser le bécher dans un erlenmeyer de 2 litres d’EPC (ajuster avec une

pipete)

» Ajuster le pH a 3+0.2 avec quelques gouttes de H3PO4 sur un pH- métres

» Faite la lecture du pH a 25°C sur une plaque chauffante (agitation+ chauffage)

» Filtrer la solution tampon pH 3.00 avec un filtre de 0.45um par une pompe sous vide

dans un autre flacon.

I1.2. Préparations des solutions

Tableau 6 : Préparation des solutions.

Solution Préparation
Dissoudre environ 500mg [475-525]mg de la metformine HCI dans
100ml de PM (solution tampon pH = 3.00).
STD metformine HCI 1 dilution : diluer Iml de la solution obtenue dans 50ml de phase

mobile.
2 dilution : diluer 1ml de la lere dilution dans 20ml de PM.

Solution 1 (La
solution de
metformine HCI

Dissoudre 545mg de broyat fraichement préparé de
Novoformine® 500mg et 850mg, ou 500mg de la Novoformine
1000mg correspondant a 500mg de metformine HCI dans 100ml

concentrée
échantillon) de PM.
Solution 2 ]C)12slrs1(())u(111raeniZrilg;;o;laniolrg(gmhl(91’E—P é 1] mg de dicyandiamide (1-
STD dicyandiamide yanog .

Diluer 1 ml de la solution obtenue dans 200ml de PM.

Solution 3 (La
solution de
metformine HCI
diluée échantillon)

Diluer 1ml de la solution 1 dans 50ml de PM, puis prélever 1ml
de cette derniere dans 20ml de PM.

Solution 4 (mélamine
+ metformine HCI
échantillon)

Dissoudre environ 10mg [9.5 — 10.5] mg de mélamine et 5 ml de la
solution 1 dans 100ml d’EPC.
Diluer 1ml de la solution obtenue dans 50ml de PM.

La préparation de ces solutions se fait comme suit :

» Peser les quantités précisément en utilisant une balance analytique pour I’échantillon de

la Novoformine® et le standard metformine HCI et une micro balance pour les standards

dicyandiamide et mélamine a I’aide des sabo dans des fioles appropriées

» Ajouter de I’EPC ou de la PM selon I’exigence

» Mettre les fioles dans un bain a ultrason pendant 15 a 20 min avec agitation chaque 5

min

» Ajuster les fioles jusqu’au trait de jauge, puis effectuer les dilutions nécessaires
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» Mettre les fioles dans le dégazeur
» Filtrer les solutions en prélevant une petite quantité par une seringue a 1’aide d’un

acrodisk pour €éliminer les excipients, puis remplir les vials.

I1.3. Préparation de I’équipement et lancement des séquences

L’opération de préparation de I’équipement avant une compagne de contréle ainsi qu’une
séquence de préanalyse avant chaque séquence d’analyse sont effectuées.
L'équipement est préparé¢ avec de 1'EPC, puis avec de la PM (tampon pH 3.00), suivi d'un
conditionnement.
Apres la fin des séquences de contrdle, une séquence apres analyse doit étre lancée afin d’arréter
automatiquement 1’équipement puis on procéde a son nettoyage.
I1.4. Critéres d’acceptations d’une séquence d’analyse
Le systéme suitabilité est valide si : [5]
e Le blanc présente une absence d’absorption autre que celle spécifique au profil du blanc.
e Les 5 injections de la solution 2 présentent un RSD < 2.0%.

e La résolution (mélamine et metformine HCI) > 10.

I1.5. Description de la méthodologie A3

La méthodologie A3 nous a permis d'adopter une approche structurée pour résoudre ce
probléme en identifiant les causes racines de l'apparition des traces de metformine HCI dans le
1°" blanc, qui sert de témoin négatif et ne devrait présenter aucune absorbance autre que celle
spécifique au profil du blanc, en proposant des solutions potentielles et en mettant en ceuvre des
actions correctives efficaces. Pour ce faire, nous avons suivi les étapes définies dans le format
A3 pour chaque aspect du probleme.

Suite a une séance de brainstorming avec 1'équipe du Contrdle Qualité (QC) du site, nous avons
procédé a la classification des hypotheses proposées en différentes catégories en fonction de
leur nature et de leur viabilité. Un certain nombre d’hypotheses liées au nettoyage de
I’équipement ont ¢été soulevées. C’est dans ce contexte que nous avons fait le choix de
concentrer nos investigations sur cette seule cause afin de déterminer si elle constitue réellement
la cause racine du probléme.

Le point a investiguer est donc « l'inefficacité de la séquence de nettoyage apres l'injection
d’une solution concentrée de metformine HCI. »

Pour mener a bien cette étude, nous avons entrepris plusieurs tests afin de déterminer si le

probleme réside réellement dans le nettoyage apres l'injection de la solution concentrée.
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Avant d'initier ces tests, plusieurs étapes doivent étre effectuées avant chaque test,

conformément a notre méthode quotidienne d'analyse. Les étapes préliminaires comprennent :

1. Nettoyage de I'équipement : préparation de I'équipement aprés I'analyse précédente pour
garantir sa propreté et son bon fonctionnement.

2. Préparation du tampon pH 3.00, comme déja mentionnée,

3. Nouveau nettoyage de I'équipement : préparation de I'équipement avant la nouvelle série
d'analyses.

4. Préparation de la solution STD (solution concentrée) sans dilutions, comme mentionné
précédemment.

5. Préparation des vials selon la séquence suivante :

o Remplissage d'un bécher avec la PM et identification.

o Remplissage d'un autre bécher avec de I'EPC et identification.

o Remplissage des vials avec la PM, la solution STD, et I'EPC, suivant un
processus de filtration a I'aide d'une seringue et d'un filtre PVDF, avec
identification de chaque vial rempli.

6. Création des séquences avec un temps d’acquisition (tr+ 5) pour I’obtention du pic de
la metformine HCI.

7. Test préanalyse (figure 12), réalisé avant chaque lancement/ test.

EPC > EPC > Blanc > Blanc
(Imin) (Imin) @min) " (t+5)

Figure 12 : Test de préanalyse.

I1.6. Test du carryover de I’équipement (test 1)

Le carryover, qui signifie le transfert d’échantillons survient lorsque des résidus d’une
précédente injection sont présents dans celles qui suivent. Ce phénoméne peut entrainer des lots
défectueux, des résultats hors spécifications et une mauvaise reproductibilité. Plusieurs facteurs
influencent le transfert, tels que la chimie de 1'analyte, la colonne analytique et la conception de
l'injecteur du systéme HPLC. [32]

Dans le but de confirmer ou d’écarter 1’hypothése que le probléme est dii au phénomene
de carryover de I’équipement, des injections de 20ul de blancs aprés chaque solution

concentrée ont été effectué.
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I1.6.1. Procédure
Nous avons alterné entre les injections de la solution standard (STD) et les injections de blanc,
avec une injection pour chaque vial. Le temps d'acquisition pour chaque injection est tr+5
minutes. Cette séquence a été répétée 6 fois pour s’assurer de la fiabilité des résultats qui ne
doivent pas dépasser la limite de 0,2% mentionnée dans ’EDQM.[33]
I1.7. Test de 1a méthode de nettoyage avec augmentation du nombre de blanc (test 2)
L’objectif de ce test est de déterminer le nombre de blancs nécessaires pour 1’¢limination totale

des traces. Pour cela, le nombre de vial de blanc a ét¢ augmenter.

11.7.1. Procédure

Des injections de 20ul pour chaque type de solution ont été effectuée en alternant entre la
solution concentrée et plusieurs injections de blanc. Chaque injection avait un temps
d'acquisition de tr +5 minutes. La séquence a commencé par une injection de la solution
standard suivie du blanc 1. Cette séquence a été répété tout en augmentant progressivement le
nombre d'injections de blanc aprés chaque STD comme suit : aprés la premiére injection de
STD, nous avons fait une injection du blanc 1, puis apres la deuxiéme injection du STD, nous
avons fait deux injections de blanc (blanc 1 et blanc 2), et ainsi de suite, jusqu'a atteindre six
injections de blanc apres la derniere injection de STD. Cela nous a permis de vérifier la
persistance des traces et d'évaluer I'efficacité du nettoyage.

Le test est conforme si aucune trace de la metformine et aucune absorbance que celle spécifique
au blanc n’est présenté par les surfaces obtenues.

I1.8. Test de 1a méthode de nettoyage avec de ’EPC (test 3)

La metformine HCI étant trés soluble dans I'eau [5], nous souhaitons évaluer a travers ce test si
le nettoyage avec de ’EPC est plus efficace. Pour cela, la 1° injection du blanc a été remplacé

par I’EPC.

I1.8.1. Procédure

Des injections de 20ul de différentes solutions ont été effectuées avec un temps d'acquisition
de tr+5 minutes pour chaque injection. La séquence a commencé par une injection de la solution
standard (STD), suivie par une injection d'EPC, puis une injection de blanc. Cette séquence
(STD, EPC, Blanc) a été répétée deux fois supplémentaires. En tout, trois séries d'injections ont
été réalis€, chacune comprenant une injection de la solution standard, une injection d'EPC, et
une injection de blanc.

Le test est considéré conforme si les surfaces obtenues ne montrent aucune trace de metformine

ni aucune absorbance en dehors de celle spécifique au blanc.
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I1.8.2. Comparaison
Une comparaison des surfaces des pics de blanc entre les tests 2 et 3 sera réalisée une fois les
résultats obtenus et comparés aux surfaces des STD, afin de tirer une conclusion précise et
satisfaisante.
I1.9. Test du changement des solutions de needle wash et seal wash (test 4)
Le needle wash dans un systéme HPLC est une procédure de nettoyage utilisée pour rincer
l'aiguille de l'injecteur entre les injections. Cela aide a prévenir la contamination croisée entre
les échantillons et a éliminer les résidus d'échantillon qui pourraient rester dans l'aiguille.
Le seal wash est quant a lui une fonctionnalité congue pour nettoyer et maintenir les joints du
systeme de pompage. Cette procédure implique leur ringage avec un solvant appropri¢ pour
prévenir I'accumulation de dépdts et de résidus de I'échantillon, ce qui peut prolonger la durée

de vie des joints et améliorer la fiabilit¢ du systéme HPLC.

11.9.1. Procédure

Afin de déterminer si le probléme est causé par le solvant de ringage, une séquence d’analyse
avec une modification concernant le solvant utilisé pour le nettoyage du needle wash et du seal
wash, qui auparavant était exclusivement de I'EPC a été lancé aprés avoir effectué les étapes de
préparation de I’équipement conformément a nos procédures habituelles.

1. Solution 5% isopropanol (IPA) pour le needle wash.

2. Solution 20% acétonitrile (ACN) pour le seal wash.
Ces ajustements seront suivis par un test de préanalyse (figure 12).
Le test est conforme si les surfaces obtenues ne présentent ni traces de metformine ni

absorbance autre que celle du blanc.
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Chapitre IV Résultats et discussion

Ce chapitre présente les résultats expérimentaux obtenus au cours de notre étude visant a
résoudre la problématique de la contamination par la metformine HCI dans les analyses HPLC.
Nous discuterons des implications de ces résultats sur la validité du test HPLC ainsi la
conformité du systéme suitabilité, et formulerons des recommandations pour améliorer les
procédures analytiques et garantir une conformité optimale aux standards de qualité les plus

élevés.

Un chromatogramme du pic de metformine HCI qui appariait dans le blanc est représenté ci-

dessous dans la figure 13 suivante :

0040 —
o.ua&i
0.030-
0.025':‘?

g 0.021}:5
0.01 5—_'
o.mo—é

0,005

. > Metformine HCI - 12.599

woo—

000 200 400 6.00 800 10.00 1400 16.00 18.00

Minutes
——— Désignation Tampon pH3.00; Lot N/A

[
3

Peak Results

|
Peak Name RT Area | % Area | Height Re:z.:t Colonne

Metformine HCI | 12.599 | 44596 | 100.00 | 1124 | 171201 | HPLC-061

—

Figure 13 : Chromatogramme du pic de metformine HCI qui apparait dans le blanc.

I. Test du carryover de I’équipement (test 1)
Dans le but d’évaluer ’emplacement et la cause des traces de metformine HCI, un test du
carryover de I’équipement a été réalisé.
Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 7 ci-dessous, et les chromatogrammes

obtenus sont illustrés dans [’annexe 1.
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Tableau 7 : Résultats obtenus du test du carryover de [’équipement.

No Surface STD Surface pic blanc | % pic blanc
1 311710532 44596 0,01
2 311744266 43643 0,01
3 311808742 42337 0,01
4 311540552 91244 0,03
5 310748399 46812 0,02
6 310799373 58482 0,02

Condition : volume d’injection : 20ul
I.1. Discussion
D'aprés les résultats obtenus, bien que les surfaces des pics soient significatives, les
pourcentages obtenus varient entre 0,01 % et 0,04 %. Ces résultats montrent que la valeur des
traces reste largement inférieure a la limite de 0,2 % mentionnée dans la EDQM Ph. EUA. Ce
qui les rend moins préoccupantes. Cependant, ce probléme doit tout de méme étre résolu, car
comme cela a été dit dans le précédent chapitre, le premier blanc, qui sert de témoin négatif ne

devrait présenter aucune absorbance autre que celle spécifique au profil du blanc.

I.2. Conclusion
Les résultats de ces tests indiquent que le pourcentage du pic observé est inférieur a la valeur
limite de 0,2 % mentionnée dans la EDQM Ph. EUA. [33], nous permettant ainsi d’écarter un
probléme di a un phénomeéne de carryover lié a I’équipement. Cependant, la présence de ces
traces constitue toujours un écart par rapport aux criteres d’acceptation du systeme de

suitabilité.

II. Méthode de nettoyage avec augmentation du nombre de blanc (test
2)
Ce test nous a permis d'évaluer la surface du pic apparaissant et de déterminer le niveau auquel
il disparait.
Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous dans le tableau 8, et les chromatogrammes sont

quant a eux illustrés dans 1’annexe 2.
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Tableau 8 : Résultats du test de la méthode de nettoyage avec augmentation du nombre de

blanc.
Ne Surface STD Surface pic Blanc
1 309125969 1*"blanc 21563
1*"blanc 50037
2 309208600 2T planc 9858
1*" blanc 29478
3 308530371 2°M planc 3989
3°™€ planc 2261
1°*" blanc 36641
2°™ blanc 3552
4 307387778 3T planc T
4°M€ planc 1198
1*" blanc 32268
2°™ blanc 5138
5 306923742 3°™ blanc 1716
4°M€ planc 1244
5¢™¢ planc 428
1*" blanc 37074
2°M blanc 3425
3™ planc 2183
6 306015393 45 planc I
5™ blanc 501
6°™ blanc 397

Condition : volume d’injection : 20ul

II.1. Discussion

A la vue de ces résultats, nous constatons une réduction de la surface du pic de la metformine

HCI qui apparait dans le blanc (Figure 13) passant d’une surface de 44596 a une surface de 397

a I’injection du 6°™° blanc représenté dans la figure 15, en augmentant le nombre de vials de

blanc injecté jusqu'a une quasi-disparition totale a partir de l'injection du quatriéme vial en

comparant a la surface du STD.
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1| Metformine HCI | 12.385 | 21563 | 100.00 | 526 | 171392 | HPLC-061
System Suitability Separation Results
PeakName RT K Prime EP Plate Count | Symmetry Factor | Resolution
1| Metformine HCI | 12.385 | 1.964102e+001 | 2.727678e+003 1.125716

Figure 14 : Chromatogramme du pic de metformine HCI dans le 1¢" blanc du test 2.
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System Suitability Separation Results
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Figure 15 : Chromatogramme du pic de metformine HCI dans le 6°"°blanc du test 2.
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I1.2. Conclusion

Malgré ces résultats satisfaisants, nous ne pouvons pas introduire ce nombre de vial de blanc
apres l'injection de la solution 1, car cela entrainerait une séquence d'analyse prolongée, une
perte de temps et une augmentation des colts. Néanmoins, ces résultats seront pris en

considération pour une meilleure amélioration.

III. Méthode de nettoyage avec de ’EPC (test 3)

Nous cherchons a évaluer, a travers ce test, l'efficacité du nettoyage avec de I'EPC.
Les résultats sont mentionnés dans le tableau 9, tandis que I’annexe 3 présente les
chromatogrammes obtenus a 1’issu de ce test.

Tableau 9 : Résultats obtenus du test de la méthode de nettoyage avec de [’EPC.

Ne Surface STD Surface du pic
EPC 14891
1 296060814
Blanc 3692
EPC 16925
2 295549550
Blanc 5458
EPC 28477
3 295260859
Blanc 4958

Condition : volume d’injection : 20ul
I11.1. Discussion

Les résultats montrent que 1'utilisation de I'EPC réduit les traces de metformine HCI (Figure 16)
par rapport au début de son apparition (Figure 13) mais ne les ¢limine pas compleétement.

En effet, la surface des pics de ces traces aprés injection de 1'EPC varie passant de
44596 a 14891, indiquant une efficacité limitée et une variabilité dans les résultats.

L'injection de blancs suivant I’EPC présente une réduction notable des traces comparées a celles
du STD, mais n'atteint pas une élimination compléte. Les surfaces de ces traces sont plus faibles

que celles observées avec 'EPC, mais restent néanmoins toujours présentes.
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PeakName RT K Prime EP Plate Count | Symmetry Factor | Resolution
1 | Metformine HC! | 12.103 | 1.917215e+001 | 1.758426e+003 0.899380

Figure 16 : Chromatogramme du pic de metformine HCI dans le blanc du test 3.

II1.2. Conclusion

Les résultats indiquent donc que l'utilisation de I'EPC réduit les traces de metformine HCI, mais

ne les élimine pas completement.

111.3. Comparaison

En comparant les résultats des tests 2 et 3, nous observons que l'injection de deux blancs
successifs et 1'injection d'EPC suivie d'un blanc entrainent toutes les deux une diminution des
traces de metformine HCI, mais sans les ¢liminer completement, avec des surfaces résiduelles

similaires dans les deux configurations.

II1.4. Conclusion

Les méthodes de nettoyage utilisées dans les deux tests, bien qu'elles montrent une réduction
des traces de metformine HCI, ne parviennent pas a les éliminer complétement, soulignant la
nécessité d'améliorer les techniques de nettoyage ou d'explorer d'autres protocoles pour garantir

une élimination totale.
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IV. Changement des solutions de needle wash et seal wash (test 4)

Ce test a été réalisé dans le but de vérifier si le probléme réside effectivement dans les solutions
utilisées pour le ringage des joints de piston (weal sash) et de I’aiguille (needle wash).
Les résultats obtenus sont illustrés par les figures 17, 18 et 19, et les chromatogrammes dans

[’annexe 4.
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Figure 17 : Chromatogramme du blanc obtenu avant changement des
solvants de nettoyage.

O.WJZ:

-0.0001

00002+ - : — ;
000 200 400 600 8O0 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800
Minutes

- Désgnation Tampon pH3.00; Colonne HPLC-061

Figure 18 : Chromatogramme obtenu avec le 1°" blanc apreés changement des
solvants de ringage.
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Figure 19 : Chromatogramme obtenu avec le dernier blanc aprés changement
des solvants de ringage.

V.1. Discussion

Apres examen des chromatogrammes obtenus, on constate qu’en effectuant un nettoyage du
needle wash avec un solvant organique, qui est I’isopropanol (IPA) dans notre cas et du seal
wash avec de I'acétonitrile (ACN), aucune trace de metformine HCI n’est observée dans le
chromatogramme du blanc (Figures 18 et 19) comparés a ce qui est observé lors du nettoyage
avec I’EPC (Figure 17)

V.2. Conclusion

Le changement de solvant et I’utilisation de I’isopropanol pour le needle wash et de
’acétonitrile pour le seal wash a permis d'éliminer complétement les traces de metformine HCl
dans tous les blancs de la séquence d'analyse, démontrant une efficacité accrue et améliorant la

fiabilité des résultats analytiques.
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Conclusion générale

L'objectif de ce mémoire a été de résoudre 'apparition des traces de metformine HCI détectées
dans les blancs des échantillons analysés par chromatographie liquide a haute performance
(HPLC). Pour cela, la méthodologie A3 du lean management a été utilisé pour diagnostiquer
les causes profondes de ces traces, identifier les points critiques du processus de production et
d'analyse, et mettre ainsi en ceuvre des solutions ciblées pour éliminer ces anomalies.

Le travail réalisé dans le cadre de ce mémoire de fin d'études a permis de développer et
d'optimiser une méthode efficace pour éliminer les traces de metformine HCI dans les systemes
analytiques, garantissant ainsi la fiabilité et I'efficacité des analyses ultérieures. En combinant
le remplacement des solvants utilisés pour le nettoyage du needle wash (IPA) et du seal wash
(ACN) au lieu de I’EPC avec une séquence d'injections apres la solution concentrée composée
de EPC / EPC / blanc / blanc / blanc (Tr+5), cette méthode proposée permet d’éliminer
complétement les résidus de metformine HCI.

Cette approche combinée présente plusieurs avantages significatifs. Tout d'abord, elle permet
de gagner du temps en éliminant la nécessité du test préanalyse supplémentaire, réduisant ainsi
le temps total de la séquence d’analyse. De plus, elle améliore la fiabilité des tests en
garantissant I'absence totale de résidus de metformine HCI, ce qui assure des résultats précis et
reproductibles.

Cette étude ouvre la voie a d'autres recherches pour optimiser davantage les méthodes de
nettoyage et réduire les colts associés.

De futures investigations pourraient se concentrer sur I'évaluation de nouveaux solvants ou

techniques de ringage pour améliorer encore I'efficacité du processus.
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Annexe 1 : Résultats du test du carryover de 1’équipement (test 1)
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Annexe 2 : Résultats du test de la méthode de nettoyage avec augmentation du
nombre de blanc (test 2)
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Annexe 3 : Résultats du test de la méthode de nettoyage avec de I’EPC (test 3)
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Annexe 4 : Résultats du test du changement des solutions de needle wash et seal
wash (test 4)
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Résumé

Ce travail réalisé au sein du laboratoire pharmaceutique Novo Nordisk a eu comme but
d’évaluer et d’améliorer le processus de nettoyage de I’équipement HPLC appliqué aux tests
de la metformine HCl, antidiabétique oral prescrit dans le traitement du diabéte de type 2.

Des traces de metformine HCI étant détectées dans le blanc constitué de la phase mobile lors
des analyses HPLC, la méthodologie A3 du lean management a été utilisé afin d’identifier
I’origine de ces traces et proposer des solutions pour les éliminer.

Pour cela, divers tests ont été réalisés notamment le test du carryovers de 1’équipement,
I’augmentation du nombre de vials de blanc et le changement de solvant de nettoyage du needle
wash (rincage de 1’aiguille) et du seal wash (ringage des joints de piston).

L’ensemble des résultats obtenus ont mis en évidence 1’efficacité du changement de solvant
pour le needle wash et le seal wash dans 1’¢élimination des traces de metformine HCI dans tous
les blancs de la séquence d'analyse, démontrant ainsi une efficacité accrue et améliorant la
fiabilité des résultats analytiques.

Mots clés : HPLC, metformine HCI, méthodologie A3, lean management

Abstract

This work, carried out at the Novo Nordisk pharmaceutical laboratory, aimed to evaluate and
improve the cleaning process of HPLC equipment used in the analysis of metformin HCI, an
oral antidiabetic prescribed for the treatment of type 2 diabetes. Residual traces of metformin
HCIl were detected in the blank sample composed of the mobile phase during HPLC analyses.
The A3 methodology from lean management was employed to identify the source of these traces
and propose effective solutions for their elimination. Various tests were conducted, including
equipment carryover testing, increasing the number of blank vials, and changing the cleaning
solvent for the needle wash and seal wash. The results highlighted the efficacy of changing the
solvent for needle wash and seal wash in completely eliminating traces of metformin HCI from
all blanks in the analysis sequence. This demonstrated increased efficiency and improved the
reliability of analytical results.

Keywords: HPLC, metformin HCI, A3 methodology, lean management.



