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Abstract

Aujourd’hui, le contrble de la qualité des produits pharmaceutiques s’effectue principalement
par chromatographie liquide a haute performance (HPLC). Toutefois, I'électrophorése capillaire
(CE) constitue une alternative particuliérement intéressante pour les laboratoires de par la faible
consommation de solvant organique et le moindre colt des capillaires par rapport aux colonnes
HPLC.

Ce travail de dipldbme a pour but de développer une seule méthode CE pour quantifier et
qualifier rapidement 14 principes actifs contenus dans 17 formulations pharmaceutiques
produites par la pharmacie des HUG. Pour ce faire, différentes stratégies d’analyse rapide
couramment utilisées en CE seront étudiées telles que le revétement dynamique du capillaire
par des polyméres chargés, l'injection du cété court ou a haut champ. Puis, la méthode
développée fera I'objet d’'une validation compléte et sera appliquée en analyse de routine au

sein du laboratoire de contréle qualité de la Pharmacie des HUG.
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1 Introduction et but

La pharmacie des HUG (Hopitaux Universitaires de Genéve) produit quotidiennement
différentes formulations pharmaceutiques qui sont livrées dans différents services hospitaliers.
La qualité de tous ces médicaments est contrblée par le laboratoire de contréle qualité (LCQ)
de la pharmacie des HUG. Parmi les analyses effectuées par le LCQ, figurent la quantification
et I'identification des PA contenus dans ces formulations. Actuellement, ce contrble de la qualité
s’effectue principalement par la technique de chromatographie liquide (HPLC), selon les
monographies de la Pharmacopée Européenne V. Dans ces conditions, des temps d’analyses
relativement longs (10 — 30 min) sont généralement obtenus. En outre, la consommation de
solvant organique, et le colt des colonnes chromatographiques (en régle générale : 1 colonne
pour 1 & 3 substances analysées) sont élevés. Comme les substances analysées par le LCQ
sont majoritairement des bases, I'électrophorése capillaire (CE) constitue une alternative
particulierement intéressante. Cette technique présente une faible consommation de solvant
organique et des capillaires peu colteux qui peuvent étre utilisés pour une large gamme de
substances. Un autre avantage de la CE est la possibilité d’utiliser des stratégies d’analyses
rapides, a moindre codt que par rapport a I'HPLC.

Le but de ce travail de dipldbme consiste dans un premier temps a développer une seule
méthode électrophorétique permettant de quantifier et qualifier rapidement une dizaine de
principes actifs contenus dans des formulations pharmaceutiques produites par la pharmacie
des HUG. Puis cette méthode développée fera l'objet d’une validation compléte et sera

appliquée a 'analyse de routine au sein du LCQ.
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2 Principes fondamentaux de I’électrophorese capillaire

2.1 Introduction
L’électrophorése capillaire (CE) est une technique analytique relativement récente qui permet la

séparation des analytes chargés a travers un capillaire, en se fondant sur les différences de
migration de ces composés soumis a un champ électrique. Les premiéres applications ont été
effectuées en électrophorése capillaire de zone (CZE), mode permettant de séparer les
composeées ionisés ou ionisables. Par la suite, d’autres modes de CE se développérent, dont
par exemple, la chromatographie micellaire (MEKC) qui permet aussi la séparation de
composés neutres. Bien que d’autres modes soient utilisés et aient chacun leur intérét, seul le
mode CZE couplé a un détecteur UV-Vis est abordé au cours de ce travail.

L’électrophorése capillaire présente un grand intérét de par sa grande efficacité qui se traduit
par un nombre de plateaux théoriques trés élevé (10°-10°) [1], des manipulations et un
appareillage simples et souvent automatisés, de faibles volumes d’échantillon (1-20 nl) [1] et
une faible consommation de solvants organiques. De plus, du fait de son mécanisme de
séparation différent, la CE se révéle une méthode complémentaire (orthogonale) aux
techniques chromatographiques (GC, HPLC,...). Actuellement, la CE trouve de nombreuses

applications dans le domaine pharmaceutique [2].

2.2 Instrumentation
La séparation électrophorétique s’effectue dans un capillaire en silice fondue de trés faible

diamétre interne (10 a 200 pm) et avec une longueur de 20 a 100 cm [1]. Ces capillaires sont
recouverts extérieurement d’une gaine de polyimide qui leur confére une grande souplesse.

Les deux extrémités du capillaire plongent dans des récipients remplis d’'une solution électrolyte
(tampon de séparation). Ce tampon doit également étre présent dans le capillaire afin de
garantir des conditions constantes de force ionique et de pH pendant la séparation.

Une différence de potentiel pouvant aller jusqu’a 30 kV (en fonction de l'appareillage) est
appliqguée au moyen de deux électrodes en platine plongeant dans les récipients d’électrolyte.
Les courants maximum générés peuvent aller jusqu’a 200 pA et les puissances jusqu’'a 6 W [3].
Afin de prévenir I'échauffement du capillaire par effet Joule (voir paragraphe 2.3.6), celui-ci est
placé dans une enceinte thermostatée. La CE couplée a un détecteur UV-visible a barrette de

diodes (DAD) peut étre schématisée par la figure 1.
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Capillaire : Détection : DAD — UV
F.S.
i.d. 50 pm -
L, 64.5 cm
Anode ~_ .— Cathode
(Pt) (Pt)

+ —
L

Figure 1 : Schéma d’'une installation d’électrophorese capillaire

2.2.1 Injection
Généralement, le volume de I'échantillon injecté est de I'ordre de 1-2% de la longueur effective

du capillaire (de l'ordre du nanolitre), afin d’éviter I'élargissement des zones causé par un
volume d’injection excessif [1].
Le mode d’injection le plus utilisé en CZE est le mode hydrodynamique, effectué par pression.

Le volume injecté (Viy ; ml) peut étre calculé grace a la loi de Poiseuille :

o AP zd *t

Vin' = 1
T 128L,

[Equation 1]

avec AP correspondant a la pression appliquée pendant l'injection (mbar), d le diamétre interne
(cm), Lt la longueur totale du capillaire (cm), t le temps d’injection (s) et n la viscosité de

I'électrolyte (cP) et.

2.2.2 Détection
De nombreux modes de détection sont applicables en électrophorése capillaire. Parmi ceux-ci,

le détecteur UV-visible est le plus populaire. Il permet la détection et la quantification d’'une
grande gamme de molécules, pour autant que ces derniéres possédent un ou plusieurs
groupements chromophores. Avec un spectrophotométre UV, la détection s’effectue
directement a travers le capillaire : détection in situ (figure 1). Le trajet optique, et de ce fait la

sensibilité, dépendent directement du diamétre du capillaire (20 a 100 um) [3].

2.3 Notions théoriques
Quelques notions théoriques relatives a la CZE sont exposées briévement ci-apres.
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2.3.1 Vitesse

La séparation électrophorétique est basée sur la différence de vitesse de déplacement d’un
soluté dans un champ électrique. La vitesse de migration (v; cm s™) de différentes particules

est définie par I'équation 2 :

V= Hay - E [Equation 2]

avec Wapp correspond a la mobilité apparente (cm? V' s™') et E au champ électrique (V cm™). Ce
dernier paramétre est relié a la tension appliquée (U ; V) et a la longueur totale (Lit; cm) du

capillaire selon I'équation 3 :

tot [Equation 3]

2.3.2 Mobilité apparente
En CZE, afin de s’affranchir de la tension appliquée et de la longueur du capillaire, plutét que de

comparer les vitesses de deux particules, leurs mobilités respectives sont comparées. La
mobilité  électrophorétique apparente (Uap) correspond a la somme de la mobilité
électrophorétique effective (uer) et de la mobilité du flux électroosmotique (Jeor : décrit au point

2.3.4), exprimée par :
Happ = M + Heor [Equation 4]

Le ueor est identique pour toutes les particules pour un capillaire et un électrolyte utilisé. Le

principe de séparation des différentes particules s’effectue donc en fonction de leur pef [3].

2.3.3 Mohilité effective
Une particule chargée placée dans un champ électrique subit une force proportionnelle a sa

charge effective (q; Cb) et au champ électrique appliqué. Cette force électrique induit un
mouvement de la particule, ce qui génére une force de frottement de sens opposé a son
mouvement. Cette force de frottement est proportionnelle a la vitesse de la particule, a son
rayon hydrodynamique (r ; cm) et a la viscosité de I'électrolyte (n ; Cp). Une particule migrera a
vitesse constante (équation 2) lorsque ces deux forces seront en équilibre, et sa per (cm?V's™)

sera définie par [3]:

Hege 9 [Equation 5]

- 6znr
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2.3.4 Mobilité du flux électroosmotique

Un autre phénoméne s'additionne a la migration électrophorétique de la particule:
I'électroosmose (mouvement de I'électrolyte sous influence d’'un champ électrique).

En CE, des capillaires en silice fondue sont utilisés dont la paroi interne est constituée de
groupements silanols se ionisant en fonction du pH et de la force ionique de I'électrolyte utilisé.
Il existe différents groupements de silanols qui ont des pKas différents. Le pKa d’un capillaire
de silice varie ainsi entre 3 et 6, selon la provenance et la pureté de la silice [3].

En fonction du pH et de la force ionique de I'électrolyte, les groupements silanol possédent une
charge plus ou moins négative. De ce fait les cations présents dans I'électrolyte sont attirés et
forment un systéme de double couche a la surface des parois internes du capillaire. Cette
couche diffuse migre, sous l'influence d’'un champ électrique, en direction de la cathode et
entraine I'électrolyte, ceci crée un écoulement a [lintérieur du capillaire appelé flux

électroosmotique (EOF), schématisé en figure 2.

Paroi du capillaire en silice fondue (pKa ~ 4)

/- N
}f}{f}{{f}}f}ﬁé \ § Groupe SiOH 6&66}6666}6666

@
® Groupe Si-O - ® ®

pH acide ® Cation mobile pH alcalin

en solution

Figure 2 : Schéma du flux électroosmotique (EOF)

La mobilité de cet EOF (ueor) est exprimée par :

Ueor = ¥l eor [Equation 6]
n
avec eor correspondant au potentiel zéta (V), € a la permittivité du vide (8.85 102 Cb? N m™)
€ a la permittivité relative (environ 78 pour I'eau a 25°C) et n a la viscosité de I'électrolyte (cP)
[3]. Le potentiel zéta est une valeur représentant la couche diffuse et est dépendant de la
nature de la paroi interne du capillaire et de la nature de I'électrolyte. Il peut étre nul ou proche

de zéro en utilisant certains capillaires traités ou en utilisant un électrolyte a bas pH.

Un systéme électrophorétique présente un grand avantage envers un systéme

chromatographique : Dans un systéme chromatographique la vitesse de la phase mobile a
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I'intérieur de la colonne n’est pas uniforme. Les forces de frottement a l'interface solide-liquide
produisent un flux parabolique (figure 3). Par contre, dans le systéme électrophorétique qui se
base sur une migration des particules dans un champ électrique, ce phénoméne ne se produit
pas. La vitesse de migration de la veine liquide est uniforme a travers tout le capillaire et ainsi
les composés sont peu dispersés dans le capillaire et les pics sont trés étroits (grande

efficacité).

Cross-Sectional Flow Profile
Due to Electroosmotic Flow

Cross-Sectional Flow Profile
Due to Hydrodynamic Flow

Figure 3: Représentation du flux électroosmotique (profil plat) et du flux hydrodynamique (profil
parabolique)

2.3.5 Temps de migration
En électrophorése capillaire le tyjg (s) de chaque analyte est déterminé par :

mig = ﬂ [Equation 7]
HappU

avec L¢y étant la longueur du capillaire jusqu'au détecteur (cm) et Lyt la longueur totale du

capillaire (cm).

En mode positif, la cathode est située du coté du détecteur et l'injection se fait a 'anode. Ainsi,

les cations seront attirés par la cathode et leur ordre de migration sera proportionnel a leur

rapport charge sur taille, en fonction des équations 4 et 5.

L’EOF généré a l'intérieur du capillaire se dirige vers le détecteur, ce qui permet aux espéces

neutres d’atteindre le détecteur, méme si elles ne sont pas séparées entre elles. De plus, les

anions pourront également étre détectés, pour autant que la peor soit supérieur a leur pes. Cette

séparation est illustrée dans la figure 4.
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Figure 4 : Séparation en CZE en mode positif (+ = cations, - = anions)

2.3.6 Effet Joule
L’effet Joule est un effet thermique qui se produit lors du passage du courant électrique dans un

conducteur. Il se manifeste par une augmentation de I'énergie thermique du conducteur (ici le
capillaire) et de sa température. L’effet porte le non du physicien anglais James Prescott Joule
qui I'a étudiée vers 1860.

Avec I'électrophorése capillaire, cet effet Joule devient important si nous travaillons avec des
courants dépassants 25 pA [1]. La production de chaleur non dissipée fait apparaitre un
gradient de température au sein du capillaire, ce qui conduit a une perte en efficacité. Cet effet

Joule est une des principales limitations de la CE [2].

2.3.7 Efficacité
L'efficacité (N) est une grandeur qui permet d'estimer la dispersion d’un pic. Elle est

fréquemment utilisée en chromatographie et correspond au nombre de plateaux théoriques
contenus dans une colonne. En CZE, cette grandeur est également utilisée afin de quantifier la
qualité du pic obtenu, méme si elle ne correspond en aucune fagon a un nombre de plateaux
théoriques [2]. Cependant, I'efficacité en CZE permet de comparer deux conditions analytiques
entre elles. Lefficacité est calculée automatiquement par de nombreux logiciels en fonction du
temps de migration de l'analyte et de la largeur du pic a une certaine hauteur. Bien que

différentes possibilités de calculs existent, N est le plus souvent déterminée pratiquement selon:

2
N = 5.54( by J [Equation 8]
W1/2

avec wq;; correspondant a la largeur du pic a mi-hauteur (s).

En CZE, différents facteurs agissent sur la dispersion du pic et de ce fait sur I'efficacité obtenue.
Il s’agit principalement de la diffusion longitudinale de I'analyte, de la longueur de la zone

d’injection, de 'inhomogénéité de la température de I'électrolyte (effet Joule) et des interactions
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entre les analytes et la paroi interne du capillaire [3]. Parmi ces différents facteurs, les trois
derniers peuvent étre contr6lés et largement diminués. Ainsi, la diffusion longitudinale est
principalement responsable de I'élargissement du pic et I'efficacité peut alors étre calculée au
moyen de I'’équation 9 :

y _ta b

[Equation 9]
2D Ly,

avec D correspondant au coefficient de diffusion (cm? s™). L'efficacité est donc directement
proportionnelle a la tension appliquée pour autant que la diffusion demeure la principale
contribution responsable de I'élargissement du pic de l'analyte. Comme indiqué d’apres la
relation ci-dessus, I'efficacité de la séparation sera d’autant meilleure que la tension appliquée

est forte et que la diffusion du soluté est faible.

2.3.8 Résolution
La résolution entre deux composés est le facteur déterminant le mieux la capacité d’'un systéme

a les séparer. La résolution (R) de deux composés est donnée par la relation générale :

t,—t

R=1.18—™m2 m [Equation 10]

W1/2(1) + W1/2(2)
La résolution peut également étre calculée selon I'équation de Giddings comme étant :
— A
R=025N.— 2% [Equation 11]

Hete + Heor

avec N correspondant a la moyenne de l'efficacité, pes a la moyenne des mobilités des deux

analytes et Ay a la différence de mobilités des deux analytes.
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3 Analyse rapide

3.1 Introduction
Le but d’'une analyse rapide est d’obtenir des temps de migration, des temps de préparation des

échantillon et des temps de manipulation les plus courts possibles, afin de pouvoir efficacement
faire face aux nombreuses analyses requises dans un délai imparti.

L’électrophorése capillaire peut étre utilisée pour la détermination rapide de produits
pharmaceutiques, particulierement pour effectuer des contréles de qualité en analyse de
routine. Bien que pour ce cas d’analyse, I'aspect quantitatif demeure primordial, une analyse
qualitative est également utile. La CE couplée a un détecteur UV-Visible est une méthode qui

permet d’obtenir simultanément un résultat quantitatif (réponse) et qualitatif (spectre UV).

3.2 Diminution du temps de migration

3.2.1 Approches utilisées
En CZE, I'équation 7 montre que le temps de migration d’un principe actif est proportionnel aux

longueurs effective et totale du capillaire, et inversement proportionnel a la mobilité apparente
et a la tension. Il existe donc différentes approches pour diminuer le temps d’analyse, trois
d’entre elles seront abordées, leur mise en ceuvre, leurs intéréts et limitations seront

développés.

3.2.2 Champ électrique élevé
En se référant a I'équation 3, il y a deux moyens pour augmenter le champ électrique : la

tension appliquée peut étre augmentée ou la longueur du capillaire peut étre diminuée. Seule
cette derniére approche est étudiée dans ce travail, car la tension est fixé au maximum a 30 kV
par l'instrument.

En accord avec les équations 9 et 11, I'application d’un haut voltage améliore I'efficacité et la
résolution. C’est pourquoi la majorité des applications en CZE se font avec une tension
instrumentale maximale, soit 30 kV [3]. La principale limitation liée a 'emploi de hautes tensions
réside dans la génération d’un courant élevé, difficile a dissiper. Lorsque ce courant provoque
un échauffement excessif et non homogéne de I'électrolyte, des gradients de température
conduisent a I'élargissement de pics et entrainent une diminution de [l'efficacité et de la
résolution de la séparation [4] (effet Joule). En utilisant des électrolytes moins conducteurs
(petite force ionique) cette contrainte peut étre partiellement amoindrie.

Une diminution de la longueur totale du capillaire permet de réduire simultanément L¢t. La plus
courte longueur de capillaire utilisée est dépendante des spécifications instrumentales,
correspondant habituellement & une longueur comprise entre 27 et 33 cm [3].

La diminution de la longueur du capillaire entraine une perte en efficacité et résolution (équation
9 et 11), contrairement a I'augmentation de la tension. Un capillaire court n’est donc pas

recommandé pour le cas des formulations complexes ou la résolution est un facteur critique.
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3.2.3 Accélération du flux électroosmotique

Selon I'équation 7, une augmentation de la mobilité apparente (pap) des composeés se traduit
par une diminution de leur temps de migration. La mobilité apparente est la somme de la
mobilité effective du composé (uer) et de la mobilité du flux électroosmotique dans le capillaire
(Meor) (équation 4). L’équation 5 montre que pes est dépendant de la charge et de la taille du
composeé, ainsi que de la viscosité de I'électrolyte. De ce fait, la mobilité effective est constante
pour un électrolyte et une température donnée. Dans ce cas, 'augmentation de p,p, passe par
une augmentation de la Peor.

La mobilité du flux électroosmotique est élevée a pH d’électrolyte supérieur a 4 (silanols sont
déprotonés) et les temps d’analyses sont dépendants de cette composante. En revanche, a pH
inférieur a 4 la peor décroit fortement [3]. L’emploi d’électrolytes a pH d’environ 2.5 est répandu
pour I'analyse de substances a caractére basique. Dans ces conditions, il n’est pas rare d’avoir
un Peor négligeable. Pour augmenter le flux électroosmotique, en utilisant un électrolyte a bas
pH, il faut modifier le revétement des parois internes du capillaire (revétement dynamique), ce
qui va modifier le potentiel zéta dans I'équation 6.

Parmi les différentes possibilités pour modifier 'TEOF, nous nous intéressons a une procédure
consistant a former un revétement négatif dynamique sur les parois internes du capillaire au
moyen de polycations et polyanions. De ce fait, les intensités de peor sont analogues a celles
observées avec un électrolyte basique, quel que soit le pH d’électrolyte utilisé.

La procédure du revétement dynamique comprend un ringage du capillaire avec une solution
tampon contenant des polycations (initiateur), pour former une couche stable chargée
positivement sur les parois internes du capillaire. Une solution polyanionique (accélérateur) est
ensuite introduite dans le capillaire. Les anions s’adsorbent sur la couche chargée positivement
et forment une double couche stable fortement chargée négativement a I'intérieur du capillaire.
Un électrolyte peut donc générer un EOF important et constant, indépendamment de son pH.
La procédure du revétement dynamique est répétée toutes les 50 analyses, afin que ce
revétement soit identique pour toutes les analyses.

Comme déja cité, I'un des intéréts d’employer ce revétement dynamique consiste a diminuer le
temps de migration des différents composés. De plus, une meilleure stabilité de 'EOF est
egalement obtenue, ce qui produit des temps de migration plus stables et reproductibles [5]. Il
est donc possible de détecter dans un temps raisonnable les composés neutres et acides avec
un électrolyte acide, grace a 'EOF généré. De méme il est a remarquer que les interactions
indésirables entre le capillaire et les analytes peuvent étre diminuées ou supprimées par cette
procédure, ce qui permet d’améliorer les efficacités des pics [3].

Il faut cependant relever différents inconvénients liés a 'usage de ce revétement. Premieérement
la résolution entre deux composés va étre diminuée en augmentant la peor, malgré une
augmentation de I'efficacité (équation 9). La deuxiéme limitation concerne sa compatibilité avec
différents électrolytes, p.ex. avec des solvants organiques. Et finalement, un revétement

dynamique codte cher.
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3.2.4 Injection du c6té court

Une autre approche pour diminuer le temps de migration est l'injection du coté court ou short-
end injection en anglais. Cette technique consiste a diminuer la longueur effective (Le), tout en
conservant les autres paramétres électrophorétiques identiques. En injection conventionnelle,
I'échantillon est injecté dans I'extrémité du capillaire la plus éloignée du détecteur. En mode
d’injection du cbté court I'échantillon est injecté a proximité du détecteur, ce qui va réduire la
distance entre le lieu d’'injection et le détecteur et donc réduire le temps d’analyse. L’injection du
cbté court s’effectue en permutant 'anode et la cathode et en appliquant une dépression plutdt
gu’une surpression dans le flacon le plus éloigné du détecteur.

La technique d’injection du cb6té court est effectuée sur une longueur effective de 8.5 cm. La
fenétre de séparation des échantillons est donc largement diminuée, ce qui entraine une perte
en résolution. Cependant cette technique a différents avantages. Premiérement la sensibilité de
la méthode peut étre améliorée puisque le phénomeéne de diffusion est réduit [3]. En effet, le
processus de diffusion des composés est relié au temps d’analyse. Ce processus entraine un
élargissement des pics et de ce fait une diminution de leur hauteur maximale. Un autre
avantage est la réduction du phénomeéne d’électrolyse qui va générer un gradient de pH, et par
conséquent une inhomogénéité dans le systéme. Cette diminution de I'électrolyse est dd a la

réduction du temps d’application de la tension.

3.2.5 Synthese sur les analyses rapides
Toutes ces stratégies d’analyses rapides évoquées ci-dessus permettent de diminuer le temps

d’analyse. Elles permettent parfois d’améliorer les performances CE, mais ils ont aussi des

inconveénients. Ces avantages et désavantages sont reportés dans le tableau 1.

Tableau 1 : Conséquences des différentes stratégies d’analyse rapide [3]

Stratégie Avantages Désavantages

1 N et 1 R (sans tenir compte de | R& | N (a cause de I'effet Joule)
Haut champ

I'effet Joule)

. 1 N & | interactions analytes- | R & incompatible avec les
Revétement o .
. capillaire solvants organiques
dynamique .
Prix

Injection du coté | diffusion —1 sensibilité IN&R
court 1 stabilité d’électrolyte

Afin de diminuer le temps de migration, la sélection d’une technique plutdt qu’une autre revient
a l'opérateur et dépend des avantages qu’il souhaite obtenir, ainsi que des inconvénients qu’il

est prét a tolérer.
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4 Validation analytique

4.1 Introduction
Une validation d'une procédure analytique est requise pour passer de la phase de

développement a celle d'utilisation en routine. Il s’agit d’'une procédure qui confirme que la
méthode analytique employée pour une application spécifique remplit les critéres pour lesquels
elle a été développée.

En 1992 (analyses des spécialités pharmaceutiques), en 1997 (analyses en milieu biologiques)
et finalement en 2003 (texte rédigé), trois commissions SFSTP (Société Francaise des
Sciences et Techniques Pharmaceutiques) ont élaboré des guides de validation dans le but
d’aider les industriels du médicament a valider leurs procédures d’analyses pharmaceutiques et
biopharmaceutiques [6]. Ces textes ont été établis pour combler les différences qui existent
entre les textes réglementaires de différents pays. Pour I'analyse pharmaceutique, la référence
internationale de base en matiére de validation analytique est constituée par des textes publiés
dans le cadre d’'ICH (International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use). Ces textes constituent des recommandations,
ce qui signifie que des approches différentes peuvent étre proposées, pour autant qu’elles
soient justifiées dans le dossier d’autorisation de mise sur le marché (AMM).

Dans le LCQ, une validation analytique concerne un principe actif contenu dans une formulation
pharmaceutique et se base sur une méthodologie proposée par la commission SFSTP (2003)
[6]. L'appareillage analytique et le matériel utilisé sont considérés comme conformes aux
spécifications. Chaque valeur est obtenue par un minimum de deux injections, les calculs sont
effectués a partir des moyennes. Une validation s’effectue sur trois jours d’analyses, en arrétant
linstrument utilisé et en préparant de nouveaux échantillons, tampons et capillaires pour

chaque jour.

4.2 Protocole de validation
La mise en ceuvre d’'une procédure de dosage passe par un cycle de 4 étapes qui est illustré

F Développement ﬁ
Validation

Figure 5 : Cycle de vie d’'une procédure analytique

dans la figure 5:



Chapitre 4 : Validation analytique 13

La confiance que nous pourrons accorder aux résultats analytiques va considérablement
évoluer au cours des deux premiéres phases pour aller vers une confiance accrue dont le bien-

fondé est attesté en phase de validation.

4.2.1 Laphase de sélection
La premiére phase de ce cycle est la phase de sélection qui permet de définir les objectifs et les

conditions opératoires initiales. Il faut se poser différentes questions comme par exemple:
Rapidité de la méthode : le temps consacré est-il un facteur important ?
Résolution : s’agit-il d’'un mélange complexe ou la résolution joue un rdle primordial ?
Efficacité : quelle efficacité envisager ?
Codt : avons-nous les moyens a disposition ou sommes-nous limités au niveau du
colt ?
etc.
Dans le cadre de ce travail de dipldme, nous recherchons une seule méthode électrophorétique
capable d’identifier et de doser une dizaine de principes actifs basiques dans un temps
d’analyse le plus court possible. Il s’agit de mélanges peu complexes ou la résolution ne joue
pas un role primordial. De méme, I'efficacité n’est pas un facteur critique, pour autant que les

pics soient bien définis. Au niveau du codt, la méthode doit étre le meilleur marché possible.

4.2.2 Laphase de développement
Dans cette phase la meilleur méthode pour le dosage des PAs examinés va étre développée.

Différentes méthodes sont testées et comparées entre elles. Le choix de la méthode utilisée par

la suite se fait selon différents objectifs et critéres établis au préalable dans la phase 1.

4.2.3 Laphase de validation
Une validation compléte de la méthode permettant de doser les PAs contenus dans différentes

formulations pharmaceutiques est effectuée. Les degrés d’acceptabilité et les criteres de
validation sont fixés. Dans notre cas, un degré d’acceptabilité compris entre 95 % - 105 % est

attendu (justesse = intervalle de confiance).

4.2.4 Laphase d’'application en routine
La méthode développée et validée est appliquée dans les analyses de routine effectuées par le

LCQ.
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4.3 Les critéres de validation
Différents critéres sont étudiés en phase de validation. Les principaux critéres de validation sont

ceux couramment utilisés dans les laboratoires d’analyse :

La spécificité — sélectivité

La fonction de réponse

Le limite de détection

Le limite de quantification

La justesse

La répétabilité et fidélité intermédiaire

La reproductibilité
Au LCQ, la fonction réponse, la justesse, la répétabilité ainsi que la fidélité intermédiaire seront
validés par une analyse de variance (ANOVA). La sélectivité est testé par des méthodes de
dégradations accélérées des principes actifs (paragraphe 5.1.2.2). S’agissant d’'un dosage
quantitatif et qualitatif d’'un principe actif dans une formulation pharmaceutique : au LCQ les
limites de détection et quantification ainsi que la reproductibilité ne sont pas étudiés.
Une définition de chaque critére analysé en LCQ, de méme que leur détermination en pratique,

est décrite ci-apres.

4.3.1 La spécificité — sélectivité

Une procédure d’analyse est dite « spécifique » lorsqu’elle permet de garantir que le signal
mesuré provient seulement de la substance a analyser et que le résultat analytique n’est pas
affecté par la présence d’'impuretés, produits de dégradation, intermédiaires de synthése et/ou
d’excipients. Bien que le terme sélectivité semble plus approprié, le terme spécificité adopté par
ICH sera utilisé par la suite.

Tres souvent la spécificité se base sur une absence d’interférences. Elle peut étre démontrée
par différents moyens. Par exemple un test d’impuretés dans une matiére premiéere. La
spécificité de la méthode est testée en préparant des solutions de l'analyte a un niveau de
concentration approprié (100 ppm) en présence des composés susceptibles d’interférer. Si les
impuretés ou produits de dégradation ne sont pas disponibles (ce qui est le cas dans LCQ), des
solutions de l'analyte dégradé dans des conditions forcées (pH acide et basique, chaleur,

oxydation) sont injectées et les profils de séparation sont examinés.

4.3.2 Lafonction de réponse
La fonction de réponse d'une procédure d’analyse interpréte la relation existant entre la

réponse considérée (aire normalisé par le tyg hauteur de pics,...) et la concentration en
substance a examiner dans I'échantillon dans un intervalle de concentration approprié. La
gamme d’étalonnage est établie avec 2 standards (std) a 3 concentrations [6]: 80 %, 100 % et
120% de la concentration cible de I'échantillon. Ces standards sont préparés a partir de deux

solutions méres qui seront diluée pour atteindre les concentrations finales (100 ppm).
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4.3.3 Lajustesse

La justesse exprime |'étroitesse de I'accord entre la valeur trouvée et la valeur de référence
acceptée.

Pour le dosage d’un principe actif dans une formulation pharmaceutique, la justesse est validée
en préparant et en dosant 4 formulations reconstituées (rdf) a 3 niveaux de concentration [6]
(80 %, 100 %, 120 % de la concentration cible).

4.3.4 Larépétabilité et fidélité intermédiaire
La répétabilité (CV,) exprime le degré de dispersion entre une série de mesures obtenues a

partir de prises d’essai multiples d’'un méme échantillon dans des conditions déterminées et
identiques. Dans ce travail, la répétabilité correspond a la variance intra-jour obtenus pour
chaque niveau de concentrations des formulations reconstituées (rdf) et est exprimée en
coefficient de variation (%).

Selon les normes ICH, le terme fidélité intermédiaire (CVR) désigne les variations a l'intérieur
d’'un laboratoire quand un ou plusieurs facteurs sont changés (le jour, 'opérateur, I'appareillage,
...). En d’autres termes, la fidélité intermédiaire correspond a une variance entre les jours
obtenus pour chaque niveau de concentration des rdf et est également exprimée par un
coefficient de variation (%).

Pour la détermination d’un principe actif dans une formulation pharmaceutique, 4 solutions-
mére indépendantes sont préparées chaque jour a partir de lesquelles nous faisons les dilutions
finales. Pour voir s’il existe un éventuel effet jour (fidélité intermédiaire), nous préparons pas
seulement des nouveaux échantillons mais aussi les tampons et les standards internes, de
méme nous utilisons un nouvel capillaire pour chaque jour. L’instrument est arrété et redémarré
entre chaque jour d’analyse.

Les standards internes sont ajoutés aux échantillons pour s’affranchir de la variable d’injection.
En effet 'ajout d’un standard interne en CE est fortement recommandé. Il est utile pour corriger
les temps de migration pour les cas ou ceux-ci fluctuent d’'une analyse a l'autre ou d’un
capillaire a 'autre. Ainsi, il permet de procéder a une identification plus performante en fonction
du rapport des temps de migration ou des hauteurs. Cependant, son intérét principal demeure
pour les applications quantitatives. En effet, les volumes injectés en CE sont tellement faibles (5
a 50 nL) qu’ils sont moins précis qu’en HPLC. L’ajout d’'un standard interne permet de remédier
a cet inconvénient en utilisant le rapport des surfaces normalisées par le Sl (ou hauteurs
normalisées).

Au LCQ, les résultats de validation se basent sur les aires des principes actifs. Les aires
doivent étre normalisées par le temps de migration du PA. Puisque, contrairement a I'HPLC, les
substances ne migrent pas toutes a la méme vitesse.

Sur deux formulations pharmaceutiques analysées (I'isoprénaline 0.1 mg/ml et linjection
ophtalmique faible : Homatropine), nous travaillons avec les hauteurs des pics (paragraphe
6.7.2).
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5 Conditions opératoires

Dans ce paragraphe les différentes conditions opératoires utilisées en cours de ce travail de

diplome (instrumentation, préparation des solutions et mode opératoire) sont abordées.

5.1 Produits utilisés
Les produits utilisés durant ce travail de dipldbme, de méme que leur préparation sont

brievement expliqués ci-apres.

5.1.1 Tampon de séparation
L’électrolyte utilisé pour effectuer toutes les analyses électrophorétiques est un tampon Tris-

phosphate (50 mM , pH 2.5, tamponné avec Tris 1M) qui permet d’avoir un courant en dessous
de 80 yA méme en travaillant a haut champ électrique. La préparation du tampon de séparation

est décrit dans I'annexe 9.2.1.

5.1.2 Echantillons et standard interne
Différents principes actifs basiques sont analysés au cours de ce travail de dipléme. Il s’agit de

'adrénaline, I'atropine, la cocaine, la codéine, I'éphédrine, I’homatropine, lisoprénaline, la
kétamine, la lidocaine, la morphine, I'oxybuprocaine, la phényléphrine, la scopolamine et la

tetracaine (carte d’identité de chaque substance se trouve dans I'annexe 9.1).

5.1.2.1 Développement de la méthode
Dans les premiéres analyses, dont le but est, de trouver une méthode électrophorétique

adéquate, ces 14 substances sont dissoutes dans I'eau, de maniére a obtenir une solution

finale a une concentration de 100 ppm (0.1 mg/ml) pour chaque substance.

5.1.2.2 Validation de la méthode
Avant de commencer la validation analytique, un test de dégradation accélérée est effectué sur

tous les principes actifs. Les principes actifs sont testés dans des conditions forcés : NaOH 1M,
HCI 1M, H,0,, chauffage (1:1, PA a 100 ppm : NaOH ou HCI ou H,0O, , le tout est chauffé

pendant une heure), afin de démontrer une éventuelle dégradation. Ce test permet de garantir

Dans un deuxiéme temps les principes actifs sont dissous dans une matrice différente a I'eau
qui est donnée par sa formulation pharmaceutique (les formulations pharmaceutiques sont
décrites dans les annexes 9.3), puis ces solutions méres sont diluées dans I'eau pour atteindre
une concentration finale en PA de 50 a 100 ppm (préparation des échantillons dans I'annexe
9.2.4).

Le tableau 2 montre les formulations pharmaceutiques analysées, les pKa et le poids

moléculaire des PAs et leur provenance.
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Tableau 2 : Les formulations pharmaceutiques et leurs PA analysées au cours de ce travail dipldme

PA

Adrénaline

Atropine

sulfate

Cocaine

hydrochloride

Codéine

phosphate

(+)-Ephédrine
hydrochloride

Homatropine

hydrobromide

Isoprénaline

hydrochloride

Kétamine

hydrochloride

Lidocaine

hydrochlorate

Formulations
Adrénaline 0.1 mg/ml
ampoule 10 mi

Adrénaline 1 mg/ml

amplule 5 mi

Atropine sulfate 0.1 mg/ml

seringue 10 ml

Atropine collyre 0.5 %

flacon 1 ml

Cocaine collyre 5 % flacon
3 ml

Codéine phosphate sirop
0.25% bt 100 ml

Ephédrine HCI 10 mg/ml

seringues 2 ml

Homatropine HBr collyre 2

% flacon 3 ml

Injection ophtalmigue faible

flacon 2 ml
(phénylephrine +

homatropine)
Isoprénaline 0.1 mg/ml

seringue 50 ml

Kétamine 1 mg/ml

Lidocaine 4 % bt 100 ml

PKa’

8.7,10.2,
12.0

9.9

8.6

8.2

9.6

9.9

8.6, 10.1,
12.0

7.5

7.9

PM [g/mol] *

183.2

289.4

303.4

317.4

174.2

275.3

211.3

237.7

234.3

Fournisseur

Fluka, Buchs (CH)
Lot: 1082648

Fluka, Buchs (CH)
Lot: 442755/1

Hanseler AG,
Herisau (CH)

N° d’analyse:
2005-5

Macfarlan Smith
limited, Edinburgh
(UK)

N° d’analyse:
2003--202

Fluka, Buchs (CH)
Lot: 1167365

Fagron GmbH,
Barsbttel (D)
Lot : 156391-0002

Fluka , Buchs (CH)
N° d’analyse: 2003-
101

Fagron GmbH,
Barsbuttel (D)

Lot : 700932-0002

Districhimie SA,
Ecublens (CH)

N° d’analyse :

* le poids moléculaire ne correspond pas au sel utilisé, mais a la forme moléculaire de base
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2003-11
Hanseler AG,
Morphine ) Herisau (CH)
i Morphine colorée 2% 8.0,9.9 303.4
hydrochloride N° d’analyse:
2006-87
Fagron GmbH,
Oxybuprocaine Novésine collyre 1 % oy Barsbuttel (D)
hydrochloride  flacon 1 ml ' N° d’analys : 2005-
113
Phényléphrine HCI 0.1
167.2
mg/ml seringue 10 ml
S : : Synopharm GmbH,
iEdie Injection ophtalmique faible Barsbittel (D)
flacon 2 ml 8.9, 10.1 . b
hydrochlorate N° d’analyse: 2004-

(phénylephrine + 26

homatropine)

Fagron GmbH,
7.6 303.4 Barsbuttel (D)
Lot : 700561-0002

Scopolamine  Scopolamine HBr collyre
hydrobromide 0.25 % flacon 3 ml

Hanseler AG,
Tetracaine Tétracaine HCI 5 % bt 30 Herisau (CH)
8.5 264.4
hydrochloride  ml N° d’analyse: 2005-
28

Pour la procédure de validation, un standard interne est utilisé. Ce dernier est ajouté a
I’échantillon durant la procédure de dilution de la solution mére: il s’agit soit de la lidocaine HCI
(Districhimie SA, Ecublens (CH), N° d’analyse : 2003-11) soit de la procaine HCI (Hanseler AG,
Herisau (CH), N° de l'analyse : 2003-96), selon les temps de migration des analytes. Pour
I'analyse de I'injection ophtalmique faible on utilise exceptionnellement la dopamine HCI (Fluka,
Buchs (CH), Lot : 1158874) comme standard interne, puisque les deux autres présentent une
mauvaise séparation avec les principes actifs contenus dans la formulation (phényléphrine et
homatropine). La lidocaine et la procaine sont choisies comme standard interne a cause de leur
stabilit¢ dans les solutions aqueuses. Ces deux standards internes sont ajoutés aux

échantillons a une concentration fixe entre 50 et 100 ppm. (annexe 9.2.3)

5.2 Instrumentation
Les manipulations sont effectuées a l'aide d'un appareil Agilent CE system (Agilent

Technologies, United States, N° de série: DEO1602808) (figure 6). |l s’agit d’une
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électrophorése capillaire couplée a un détecteur UV-Vis a barrettes diodes. Le logiciel qui

permet d’acquérir et traiter les données est la ChemStation.

Figure 6 : Photo de I'appareil Agilent CE® utilisé

5.2.1 Analyse conventionnelle
Les capillaires conventionnels employés mesurent 64.5 cm de longueur totale (L) et 56 cm

jusqu’a la fenétre de détection (L¢g). Le diamétre interne du capillaire mesure 50 um. Durant les
analyses, une tension constante de 30 kV est appliquée avec une rampe initiale de 30
secondes. Le capillaire est thermostaté a 25°C. Les échantillons sont injectés par injection
hydrodynamique a 50 mbar pendant 8 secondes se qui correspond a un volume d’injection
d’environ 1 % de la longueur effective (environ 13 nL). La détection des analytes se fait a la
longueur d’onde spécifique pour le composé analysé (avec une largeur de bande passante (bw)
de 10 nm et un temps de réponse de 0.1 a 0.2 secondes) (cf. spectres UV dans 'annexe 9.3).
Avant chaque injection le capillaire est rincé (préconditionnement) 3 min avec le tampon

d’analyse (flush a 940 mbar).

5.2.2 Haut champ
Pour I'analyse a haut champ, la longueur totale du capillaire est réduite a 32.5 cm et la longueur

effective & 24 cm. En ce qui concerne l'injection, on injecte 1 % de la longueur effective, soit 20
mbar pendant 4.5 sec, ce qui correspond environ a 4.8 nL. Le courant enregistré est de 'ordre
de 60 pA. Les autres paramétres (le tampon, le voltage, la détection, le temps de réponse, le

conditionnement,...) de 'analyse conventionnelle sont conservés.

5.2.3 Revétement dynamique
Les conditions de l'analyse conventionnelle sont maintenues : le méme capillaire, le méme

tampon, le méme voltage, le méme conditionnement, la méme détection,.... La surface interne
du capillaire est recouverte avec un revétement dynamique au moyen de deux solutions
commercialisées sous I'appellation CEofix® (Analis, Namur (B), Lot : 050602). Pour ce faire le
capillaire est rincé (flush a 940 mbar) pendant 2 volume de capillaire (2 min) avec l'initiateur

(polymére polycationique), puis pendant 1 volume de capillaire (1 min) avec I'accélérateur
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(polymere polyanionique ). Finalement, le capillaire est rincé pendant 5 min avec le tampon de

séparation avant de commencer les analyses.

5.2.4 Injection du cbté court
Pour effectuer une analyse dite c6té court, on utilise un capillaire conventionnel. Néanmoins, il

faut changer certains parametres instrumentaux : le sens de migration doit étre inversé (polarité
négative) et l'injection doit étre adaptée a une longueur effective de 8.5 cm (on injecte pendant
4 secondes a une pression de —15 mbar, ce qui correspond a environ 1 % de la L et donne

environ 1.6 nL).

5.3 Conditionnement du capillaire
En CE, le capillaire n’intervient théoriguement pas dans le processus de séparation.

Cependant, les parois internes du capillaire ne sont pas inertes, et sa principale contribution
concerne 'EOF généré. Bien que principalement régie par la nature de I'électrolyte, l'intensité
de 'EOF est également reliée aux différents groupements silanol présents sur les parois
internes du capillaire.

Dés lors un conditionnement approprié d’'un capillaire neuf est nécessaire.

Deux procédures de conditionnement d’'un capillaire neuf sont recommandées dans le tableau

3, selon l'application a laquelle est destinée le capillaire [7].

Tableau 3 : Procédure de conditionnement d’un capillaire neuf [7]

Conditionnement pour électrolytes aqueux Conditionnement pour électrolytes aqueux

acides. Etapes successives basiques. Etapes successives
Méthanol (5 min) Méthanol (5 min)

Hydroxyde de sodium 0.1 M (5 min) Acide chlorhydrique 0.1 M (5 min)
Eau déionisée (2 min) Eau déionisée (2 min)

Méthanol (5 min) Méthanol (5 min)

Acide chlorhydrique 0.1 M (5 min) Hydroxyde de sodium 0.1 M (5 min)
Eau déionisée (2 min) Eau déionisée (2 min)

Electrolyte (5 min) Electrolyte (5 min)

Le temps de chaque étape de ringage doit correspondre au remplacement d’environ 10
volumes de capillaire. L’emploi de méthanol et de l'acide chlorhydrique permet d’éliminer
d’éventuels cations ou oléfines indésirables qui pourraient étre présents dans le capillaire,
tandis que I'hydroxyde de sodium permet de déprotoner tous les groupements silanol [3].

Entre les analyses, il est recommandé de ne rincer le capillaire qu’avec I'électrolyte. Aprés une

série d’analyse, il est préconisé de nettoyer le capillaire avec de I'hydroxyde de sodium.
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6 Reésultats et discussion

6.1 Analyse conventionnelle
Les substances analysées sont toutes des bases avec un pKa compris entre 7.5 et 12 (tableau

2). Par conséquent, en utilisant un tampon acide (pH 2.5), ces substances sont chargées
positivement et migrent vers la cathode, en mode positif. Les temps de migration obtenus pour
les différentes substances analysées en mode conventionnel sont répertoriés dans I'annexe
9.5.1. Les temps de migration se situent autour de 8 minutes. En considérant le
préconditionnement (3 min) et l'injection (8 sec) le temps d’analyse est au minimum 11 minutes
(le temps réel d’analyse correspond a environ 70%). Le champs électrique correspond a 465 V
cm™.
Les principes actifs analysés peuvent étre regroupés dans différentes classes de molécules. Au
sein d’'une classe de molécules (p.ex. les « caines », les morphiniques, les alcaloides
tropaniques,...) le temps de migration est en relation avec la taille de la molécule. Nous
constatons que la mobilité d’'un composé est inversement proportionnelle a la taille de la
particule (équation 5).

Les analyses de ces différents composés montrent des efficacités entre 130'000 et 270'000
plateaux (a I'exception de I'adrénaline qui a une efficacité de 86’504 plateaux), ce qui est en
accord avec la théorie [1].

Avec cette méthode électrophorétique conventionnelle le courant ne dépasse pas 30 pPA
(environ 25 pA) : I'effet Joule est négligeable et n’a donc peu d’influence sur les efficacités.

En ce que concerne l'analyse qualitative, les spectres UV obtenus pour chaque substance

correspondent aux spectres théoriques [11] données dans les annexes 9.3.

6.2 Analyse a haut champ
Les temps de migration des substances analysées de méme que leur efficacités sont reportés

dans 'annexe 9.5.2.

En utilisant un capillaire plus court et en appliquant la méme tension (30 kV; le champ
électrique se situe @ 923 V cm™) les temps de migration devraient diminuer théoriquement d’un
facteur de 4.6 par rapport a I'analyse conventionnelle (équation 7). Pratiquement, nous
observons un temps de migration compris entre 1.5 et 2.2 min, c’est-a-dire une diminution d’'un
facteur d’environ 4, ce qui peut étre considéré comme en accord avec la théorie [1].

Le courant observé est de I'ordre de 70 yA. Ce qui induit un échauffement du capillaire et par
conséquent une diminution de la viscosité du tampon de séparation. Selon I'équation 5 une
diminution de la viscosité provoque une augmentation de la mobilité effective de la molécule et
donc diminue le temps de migration. Malheureusement, cet échauffement du capillaire a aussi
des désavantages comme, p.ex., 'usure plus rapide du capillaire. Un inconvénient majeur est
'augmentation de I'effet Joule qui entraine une perte en efficacité. Selon I'équation 9, I'analyse

a haut champ provoque une diminution de l'efficacité d’'un facteur d’environ 1.1 par rapport a
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I'analyse conventionnelle. Avec les résultats obtenus, on observe une diminution des efficacités
d’'un facteur d’environ 2 (entre 50'000 et 170'000 plateaux, exception faite de nouveau pour
I'adrénaline). Cette différence est probablement due a I'effet Joule qui n’est pas considéré dans
I’équation 9.

Il est a remarquer que 'ordre de migration de ces différentes substances a légérement changé.
Cependant, ce changement est probablement di a une perte en résolution, ce qui fait que des
petites variations en tyy sont suffisantes pour changer I'ordre entre les différentes substances.
Comme déja cité, nous observons une perte en résolution, cette méthode a haut champ n’est
donc pas conseillée pour un mélange complexe. Malgré cela, pour les formulations analysées
dans le cadre de ce travail, cette perte en résolution ne joue pas de réle (I'injection ophtalmique
faible est le seul mélange analysée, mais en comparant les tn, des deux substances

(phényléphrine et homatropine), la résolution est bonne (> 1.5)).

6.3 Analyse avec un revétement dynamique
L'utilisation d’'un revétement dynamique devrait permettre théoriquement de diminuer le tmg,

d’augmenter l'efficacité, et de stabiliser les temps de migration. Les résultats obtenus sont
donnés dans I'annexe 9.5.3.

Les facteurs moyens gagnés pour les tn4 et I'efficacité sont de 1.3 et de 1.5 respectivement par
rapport a I'analyse conventionnelle. lls sont donc presque négligeables. Il est a noter que l'ordre
de migration est de nouveau légérement différent par rapport a I'analyse conventionnelle
(comme avec l'analyse a haut champs on observe une perte en résolution). En faisant une
injection répétée d’'un PA, nous avons remarqué que les temps de migration ne sont pas plus
stables qu’avec les autres stratégies utilisées (pour tous les stratégies nous obtenons un CV

d’environ 0.3 %). Le courant observé est comparable a I'analyse conventionnelle (environ 25
HA).

6.4 Analyse injection du cO6té court
En diminuant la longueur effective du capillaire a 8.5 cm, une diminution théorique du temps de

migration d’un facteur 6.6 et une perte en efficacité d’'un facteur 6.7 (équation 7 et 9) devraient
étre observées. Les résultats obtenus (annexe 9.5.4) montrent une diminution du temps de
migration en moyenne d’un facteur 4.5 et une perte d’un facteur 6 en efficacité. Ces pertes sont
dus a une L.y fortement diminuée. Comme toutes les autres stratégies rapides, la méthode a
injection c6té court montre une petite perte en résolution. Le courant enregistre est de I'ordre de
25 pA.

6.5 Analyses avec deux stratégies combinées
Deux analyses combinées sont effectuées. Une stratégie combinant l'injection du cété court

avec un revétement dynamique (dans I'annexe 9.5.5) et celle alliant I'analyse a haut champ
avec un revétement dynamique (dans l'annexe 9.5.6) sont étudiées. Théoriquement la
combinaison de I'analyse a haut champ ou linjection du cété court avec un revétement

dynamique devrait permettre de diminuer encore plus le temps de migration et simultanément
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augmenter les efficacités par rapport a I'analyse a haut champ ou a I'injection du c6té court tout
seule.

Avec la premiére stratégie, un facteur d’environ 7 en tyg est gagné par rapport a I'analyse
conventionnelle. Par contre, par rapport a I'analyse injection du cété court, le gain est beaucoup
moindre (un facteur de 1.5). Nous concluons qu’ en combinant deux stratégies rapides on ne
gagne pas deux fois en temps de migration, mais on se situe environ autour de la valeur
obtenue avec une stratégie rapide unique. Le gain en efficacité par rapport a I'analyse injection
cbté court seule est de l'ordre de 1.5. Les mémes observations sont effectuées avec la
deuxiéme stratégie combinée : 'analyse a haut champ avec un revétement dynamique (un gain
en temps de migration d’environ 1.2 est obtenu par rapport a I'analyse a haut champ seule et

on gagne en efficacité un facteur 5).

6.6 Méthode choisie pour effectuer le dosage d’'une dizaine de PA
basiques
Il est observé que quand le temps d’analyse est diminué, les performances de la méthode,

telles que l'efficacité et la résolution, sont fréquemment amoindries. Pour une formulation
pharmaceutique donnée, il s’agit donc de trouver un bon compromis entre I'abaissement du
temps d’analyse, les performances de la méthode et le colt. Le tng, I'efficacité et le colt d’'une

analyse pour un composé (exemple tetracaine) est donnée dans le tableau 4 .

Tableau 4 : Tableau récapitulatif de la tetracaine analysée par 6 stratégies différentes

5 : _ : Efficacité Codt [Frs] /
Méthode Temps de migration [min]
[plateaux] analyse

Analyse conventionnelle 7.773 209179 0.26
Haut champ 2.072 105700 0.26
Injection du c6té court 1.734 39945 0.26
Revétement dynamique 5.973 376411 1.20
Haut champs avec

1.459 178598 1.20
revétement dynamique
Injection du coté court
avec revétement 1.107 52303 1.20

dynamique

Il existe la possibilité de gagner en efficacité si on fait une analyse combinée, c’est-a-dire une
combinaison de l'injection coté court ou de I'haut champ avec un revétement dynamique. Une
analyse de prix est effectuée qui permet d’estimer si I'investigation dans le CEofix® justifie le
gain en efficacité qu'il apporte (annexe 9.6). Ainsi, il est démontré qu’une analyse utilisant
I'injection du co6té court, de méme que I'analyse a haut champ codtent environ 0.26 Frs par

analyse. Une analyse réalisée avec un revétement dynamique, par contre, colte environ 5 fois
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plus, soit 1.2 Frs. Une analyse combinée n’est donc pas intéressante pour les analyses de
routine dans le LCQ.

Le critére du choix le plus important dans le LCQ, est la vitesse de l'analyse, c’est-a-dire la
diminution du temps de migration. Ce critére est satisfaisant avec les trois analyses rapides
(figure 7), cependant le temps de migration diminue beaucoup moins avec la stratégie du
revétement dynamique (tnig est d’environ 6 min) par rapport aux deux autres stratégies (tmy de
1.8 min pour l'analyse du c6té court, tmg de 2 min pour I'analyse a haut champ). La figure 7
montre des électrophérogrammes de la tétracaine (100 ppm) obtenues avec les 4 stratégies
électrophorétiques différentes : I'analyse conventionnelle, I'analyse a haut champ, I'injection du

coté court et le revétement dynamique.

Analyse conventionnelle

mAU Analyse c6té court Analyse CEofix

60 ]
Analyse haut champ
50 ]
40 ]
30

20 ]

10 ]

min

Figure 7 : Electrophérogrammes de la tetracaine analysées par les 4 stratégies électrophorétiques

En niveau du temps de migration, la stratégie a haut champ ou l'injection du cété court sont les
stratégies les plus séduisantes, puisque les deux stratégies prennent environ deux minutes en
temps réel d’analyse, c’est-a-dire entre 5 a 6 min pour une analyse totale (TAT). Ce qui est tout
a fait acceptable en analyse de routine, méme si elles montrent une perte en efficacite.

Comme déja cité, ces deux stratégies rapides montrent une perte en efficacité et en résolution
par rapport a I'analyse conventionnelle et aussi par rapport a I'analyse avec le revétement
dynamique. Toutefois, ces stratégies restent intéressantes, puisque I'efficacité est suffisamment
élevée pour effectuer des dosages en routine. Et pour les formulations pharmaceutiques
analysées, la résolution n’est pas un facteur primordial. Parmi les 17 formulations, une seule
(injection ophtalmique faible) contient un mélange de PA (homatropine et la phényléphrine) et
pour laquelle une analyse permettant de séparer les deux composés est importante. Ce
melange de PA est testé avec les deux stratégies et il est observé que la résolution obtenue est
autour de 4, ce qui est largement acceptable en analyse de routine ou une résolution a partir

de 1.5 est acceptée.
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Finalement, il est décidé de continuer avec la méthode injection du cété court. Ce type de
stratégie posséde différents avantages par rapport a I'analyse a haut champ. Premiérement, les
manipulations sont trés simples, on peut utiliser un capillaire conventionnel et seuls les
paramétres instrumentaux sont modifiés. Ce qui est un avantage en cas d’ambiguité de
résultats : le méme capillaire peut étre utilisé pour une analyse conventionnelle qui permet par
exemple de rechercher des meilleures résolutions. Deuxiémement I'effet Joule qui est une des
principales contraintes en CE, peut étre considéré comme négligeable, ce qui n’est pas le cas

avec l'analyse a haut champ.

6.7 Validation de la méthode « injection du c6té court »

6.7.1 Test de stabilité : dégradation accélérée
La dégradation accélérée a permis de vérifier que d’éventuels produits de dégradation d’un

principe actif n’interférent pas avec la détermination quantitative de ce dernier avec la méthode
injection du c6té court. Ce test permet de garantir une grande spécificité a la méthode
développée. Ce que nous avons pu observer pour tous les principes actifs étudiés (absence de

pic interférent).

6.7.2 Les formulations pharmaceutiques
Les différentes formulations pharmaceutiques validées sont reportées dans les tableaux 5 et 6:

la justesse, la répétabilité (CV,) et la fidélité intermédiaire (CVR) sont reportées dans le tableau
5, leur r* (coefficient de détermination dans lintervalle 80 % - 120% de la concentration cible)

dans le tableau 6.
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Tableau 5 : Formulations pharmaceutiques validées a trois niveaux de concentration, N = 4 (Justesse,
intervalle de confiance, répétabilité, fidélité intermédiaire)

& Intervalle R&DEL
oncen- épéta-
Formulations pharmaceutiques : Justesse de p Fidélité
tration _ bilité
confiance
80% 100.6% 4.6% 2.4% 2.5%
Cocaine collyre 5 % flacon 1 ml 100% 99.9% 3.29% 1.9% 2.2%
120% 99.8% 2.7% 1.5% 2.7%
80% 102.4% 5.3% 1.7% 2.8%
Ephédrine HCI 10 mg/ml seringues
5 m 100% 99.4% 3.1% 0.9% 1.7%
120% 99.5% 4.7% 1.4% 2.6%
80% 99.2% 2.0% 2.0% 1.7%
Isoprénaline® 0.1 mg/ml seringue
50 mi 100% 102.2% 1.8% 1.8% 1.6%
120% 101.1% 1.6% 1.6% 3.3%
o . L 80% 103.0%  6.0% 1.7% 3.2%
Injection ophtalmique faible :
Homatropine* 100%  1034%  4.1% 21%  21%
120% 103.6%  5.1% 2.2% 2.7%
o . . 80% 100.3%  4.4% 2.1% 2.4%
Injection ophtalmique faible :
100%
Phényléphrine 0 100.5% 2.7% 1.5% 1.5%
120% 101.5%  3.0% 1.3% 1.6%
80% 99.9% 3.7% 1.7% 2.0%
Kétamine 1 mg/ml 100% 100.8% 4.29% 2.7% 2.3%
120% 99.5% 4.4% 1.4% 2.4%
80% 101.6% 6.3% 3.4% 1.7%
Phényléphrine HCI 0.1 mg/mi
seringue 10 ml 100% 100.5% 8.0% 4.4% 2.0%
120% 100.1% 8.8% 4.8% 21%

* ces résultats obtenus se basent sur les hauteurs des pics et pas sur les aires. En fait, & cause d’'une
adsorption du PA sur la paroi interne du capillaire, les pics trainent trop vers l'arriere et ne permettent
donc pas une intégration reproductible.
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Tableau 6 : Formulations pharmaceutiques validées a trois niveaux de concentration, N = 4 (linéarité)

Formulations pharmaceutiques r?jour 1 r?jour 2 r?jour 3

Cocaine collyre 5 % flacon 1 ml 0.9953 0.9983 0.9970
Ephédrine HCI 10 mg/ml seringues 2 ml 0.9940 0.9919 0.9946
Isoprénaline 0.1 mg/ml seringue 50 ml 0.9931 0.9996 0.9933
Injection ophtalmique faible : Homatropine 0.9966 0.9983 0.9837
Injection ophtalmique faible :Phényléphrine 0.9966 0.9916 0.9855
Kétamine 1 mg/ml 0.9986 0.9964 0.9959
Phényléphrine HCI 0.1 mg/ml seringue 10 ml 0.9965 0.9990 0.9986

Malheureusement, les autres formulations pharmaceutiques n'ont pas pu étre validées par

manque de temps.

Les résultats obtenus sont satisfaisants: pour la plupart des formulations pharmaceutiques, la
justesse est comprise entre 95 et 105 %, la répétabilité et la fidélité intermédiaire sont
inférieures a 3% (exceptée la répétabilité pour la phényléphrine et la fidélité pour I'isoprénaline
a 120 %). Le coefficient de détermination se situe au dessus de 0.99 et est donc acceptable (a

I'exception l'injection ophtalmique jour 3) .

Malgré ces résultats acceptables, nous pouvons remarquer une répétabilité et une fidélité
intermédiaire non négligeables (> 1 %). Cette variabilité est probablement due a la
meéthodologie choisie qui inclut beaucoup de variables telles que la préparation des échantillons
(2 solutions mére de SlI, 2 solutions mére pour les STD et 4 solutions mére pour les rdf par jour
de validation), l'utilisation de nouveaux capillaires par jour de validation... Cette variabilité est
retrouvée au niveau des intervalles de confiance compris entre 1.6 et 8.8%.

Dans le but de s’assurer que cette variabilité est principalement due a la préparation des
échantillons et non a la méthode électrophorétique développée, une autre méthodologie est
appliquée. Elle consiste a réduire les variables liées a la manipulation des échantillons et a
l'utilisation systématique d’un nouveau capillaire. Seulement une solution de standard interne
par jour est préparée et le méme capillaire est utilisé pour les trois jours de validation. Cette
méthodologie simplifiée est appliquée a la validation de la phényléphrine (substance modéle).
Les résultats obtenus ne montrent pas une diminution des coefficients de variations, au
contraire, ils sont pires : une justesse compris entre 97.4 et 101.1, un CV, compris entre 1.9 et
3.4, un CVg compris entre 2.6 et 5.9 et un r? compris entre 0.9909 et 0.9987. Cependant, ces
CVs élevés sont probablement dus a une mauvaise préparation des échantillons. Il est donc
supposé que les variabilités ne reposent pas uniquement sur le changement du capillaire entre
les jours ou sur la préparation de différentes solutions de standards internes. L’explication la
plus probable pour ces valeurs élevées de CVs semble se baser sur la méthode a l'injection

cbté court. Sachant que l'injection en CZE est réputée pour sa variabilité, une comparaison
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entre l'injection conventionnelle (hydrodynamique simple) utilisée avec notre méthode et une
injection en « sandwich » est effectuée. Cette derniére technique d’injection consiste a injecter
aprés I'’échantillon, une quantité de tampon (environ 1.6 nL) avant I'application de la tension ; ce
qui a pour effet d’éviter un retour de certains composants de I'échantillon vers le flacon
d’injection lorsque la tension est appliquée (réduction de la variabilité a linjection). La
comparaison entre les deux techniques d’injection (injection conventionnelle et injection
« sandwich ») pour I'analyse de la phényléphrine (substance modéle), ainsi que pour I'analyse

sans changer de capillaire et de standard interne entre les jours se trouve dans le tableau 7.

Tableau 7 : Comparaison en justesse, répétabilité et fidélité intermédiaire de trois méthodes d’injection
c6té court.

Stratégie N°  Méthodologie Concentration Justesse Intervglle iE Répétabilité Fidélité
confiance
80% 101.6% 6.3% 1.2% 3.4%
Injection du coté
1 court 100% 100.5% 8.0% 1.5% 4.4%
conventionnelle
120% 100.1% 8.8% 1.4% 4.8%
80% 101.1% 11.0% 1.9% 5.9%
. Injection du coté
2 court simplifiée 100% 98.9% 4.8% 2.9% 2.6%
120% 97.4% 5.7% 3.4% 3.2%
|njection du Cété 80% 1000(%) 37% 14%) 20(%)
3 cour.t 100% 97.6% 4.0% 1.8% 2.2%
« sandwich » 120% 96.8% 4.8% 25%  2.7%

Avec une injection en « sandwich », de meilleurs résultats en termes de fidélité intermédiaire et
de répétabilité sont obtenus par rapport a la stratégie N° 2. Par conséquent, la technique
d’injection en « sandwich » est appliquée aux futures validations. Cependant, nous remarquons
une justesse inférieure a 95 % pour les valeurs de 100% et 120%. Ceci est probablement di a
une mauvaise préparation des échantillons (les valeurs basses sont retrouvées dans la
stratégie N°2 et N°3 pour les quels nous utilisons les mémes échantillons).

Une variabilité intra- et inter-jour reste donc observable avec la technique d’injection en
« sandwich ». Cette variabilité est probablement due a la méthodologie choisie et ne peut pas
étre évitée. Il est a noter que la stratégie « injection coté court » permet une séparation des
composeés sur une longueur effective de capillaire de 8.5 cm dont 6 cm se trouvent a I'extérieur
de la cassette instrumentale et ne sont donc pas thermostatés. Des variations en température
entre les différents jours peuvent donc apparaitre au niveau du capillaire et altérer les résultats.

Ce phénoméne est déja observé et cité dans la littérature [8].

* la stratégie 2° et 3° sont basées sur les mémes échantillons et donc comparables. Par contre la
stratégie N° 1 est effectuée avec des autres préparations qui sont probablement mieux faites.
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6.8 Analyse en routine
Des analyses de routines sont effectuées avec la méthode développée au cours de ce travalil

de diplédme. Il s’agit du dosage de la cocaine, de la kétamine, de I'injection ophtalmique faible,
de la phényléphrine, de I'’éphédrine et le I'isoprénaline. Les résultats obtenus avec la méthode
développée, ainsi que la technique de dosage utilisé jusqu'a présent et les résultats
correspondants, se trouvent dans le tableau 8. Deux exemples d’analyse de routines effectuées

sont données dans I'annexe 9.8

Tableau 8: Analyses de routine : Comparaison des valeurs obtenues avec la méthode développée
(injection du c6té court en « sandwich ») et les valeurs obtenues avec la méthode utilisée jusqu’a présent
(méthode de référence)

Valeur obtenue avec Valeur obtenue avec
Principe actif la méthode Dosage de référence la méthode de
développée référence

Cocaine 103% uv 101%
Kétamine 99% CE conventionnelle 99%
Lnj.eCt'?n ophtalml_que 96% CE conventionnelle 99%
aible : Homatropine

Lg{gf:'?gﬁg;‘;?e!r;;g;z 100% CE conventionnelle 97%
Phényléphrine 87% CE conventionnelle 88%
Ephédrine 107% HPLC 104%
Isoprénaline 103% HPLC 105%

Les résultats montrent que la méthode développée au cours de ce travail de dipléme, l'injection
a c6té court en « sandwich », est applicable aux analyses de routine effectuées au laboratoire

de contrdle de qualité des HUG.
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7 Conclusion

Ce travail de diplébme a permis de développer une seule méthode électrophorétique pour
'analyse d’'une dizaine de principes actifs contenus dans des formulations pharmaceutiques
produites par la pharmacie des HUG. Cette méthode permet au laboratoire de contréle de
qualité une analyse qualitative et quantitative rapide et slre de ses formulations
pharmaceutiques. Au cours de ce travail de diplébme, les principes fondamentaux de
I'électrophorése capillaire sont étudiés (chapitre 2), dans un deuxiéme temps trois stratégies
rapides sont appliquées et comparées en terme de temps de migration des principes actifs,
efficacité et colt (chapitre 3 et 6). En considérant les critéres de choix établis par le LCQ, la
méthode d’injection cété court (paragraphe 3.2.4) semble étre la méthode la plus appropriée
pour effectuer des analyses de routine. Cette méthode permet d’obtenir des temps d’analyse de
l'ordre de 1.6 a 2.0 min et elle semble étre un bon compromis entre ces temps, I'efficacité
perdue le courant généré et le codt.

Une validation compléte de chaque formulation pharmaceutique est nécessaire pour permettre
I'application de cette méthode développée dans les analyses de routines (chapitre 4 et 6). En
fait, cette validation est nécessaire puisque I'électrophorése capillaire est une technique
d’analyse relativement récente, d'ou les méthodes de dosages ne sont pas (encore)
véritablement déterminées par la Pharmacopée V.

Pour la plupart des formulations pharmaceutiques analysées, les résultats obtenus sont
satisfaisants. Cependant la méthodologie choisie au début de ce travail de dipléme (injection du
cbté court conventionnelle, paragraphe 3.2.4) a du étre révisée. Afin de diminuer les coefficients
de variations sur la répétabilité et la fidélité intermédiaire, une injection en « sandwich » est
proposée.

Malheureusement, a cause d’'un manque de temps, toutes les validations n’ont pas pu étre

réalisées.
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9 Annexes

9.1 Cartes d’identités [9] [12] [13] [14]

9.1.1 Adrénaline

Caractéres généraux

Nom

Adrénaline, (Epinephrine, Epirenamine, Levorenin,

Suprarenin)

Formule brute

CoH13NO3

Masse molaire

183.2 [g/imol]

Formule développée

HO!,

OH
|
HO H—CHZ— M — CH,
H

Usage médical

Sympathomimétique : médicament de choix pour le
traitement des arréts cardio-circulatoires, essentiellement
en cas d’'asystolie (défaillance du muscle cardiaque sans
troubles du rythme). Elle est également utilisée dans les
chocs anaphylactiques (d’origine allergique), et en
réanimation, lors de certains états de choc grave.

Traitement d’'urgence dans I'asthme.

Effets secondaires

Son maniement reste délicat, car un surdosage peut
entrainer tachycardie et troubles du rythme cardiaque qui
peuvent aggraver [I'état du patient. Hypertension,

vasoconstricion.

Contre-indications

Posologie, concentration d’utilisation

200 — 500 pg par voie subcutanée or intramusculaire.

Dose unique qui peut étre répétée.

Toxicité

La dose létale minimale est 4 mg.

Caractéres organoleptiques

Aspects, couleur

Poudre blanche. Il devient plus foncé en contact avec la

lumiére ou l'air.

Odeur

Caractéres physico-chimiques

PKa

8.7, 10.2 12.0 (20°C)

log P

Solubilité Peu soluble dans [leau, insoluble dans EtOH,
chloroforme, éther. Soluble dans solutions acides
minérales et boriques et dans NaOH ou KOH solutions.

Stabilité Instable dans des solutions neutres et alkalines.

Caracteres pharmacologiques

Temps de demi-vie

Plasma ty2 2 min

Volume de distribution

Clairance

Liaison aux protéines

Environ 50 % dans le plasma
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9.1.2 Atropine

Caractéres généraux

Nom

Atropine ((+/-)-hyoscyamine); (8-méthyl-8-
azabicyclo[3.2.1]oct-3-yl) 3-hydroxy-2-phényl-propanoate

Formule brute

CoH13NO3

Masse molaire

183.2 [g/imol]

Formule développée

I."{_"'.

OH

A

g

Usage médical

Anticholinergique : Au niveau périphérique, elle posséde
surtout des effets parasympatholytiques. Ainsi, elle
provoque une accélération cardiaque, une diminution des
sécrétions (sueur et salive), un relachement des muscles
lisses et une mydriase prononcée. Cette derniére
propriété est mise a profit en ophtalmologie pour faciliter

I'examen de I'ceil.

Effets secondaires

Sécheresse de la bouche par arrét de salivation.
Sécheresse de la peau par arrét de sudation. Elévation
de la température corporelle par vasodilatation au niveau
de la peau et I'absence de sueur. Vision trouble pour la
lecture de prés (arrét de I'accommodation). Rétention
d'urine chez les personnes prédisposées (hypertrophie

de la prostate).

Contre-indications

hypertrophie de la prostate. Glaucome a angle fermé.

Myasthénie. Bronchite chronique

Posologie, concentration d’utilisation

0.25 — 2 mg/jour

Toxicité

L'atropine peut provoquer une grave intoxication a la
dose de 10 mg, qui peut ensuite provoquer la mort par
dépression de la respiration et par dépression du
systéme cardio-vasculaire. Au niveau central, a doses
importantes, elle stimule d'abord, puis induit excitation et
délire en perturbant la mémoire avant de provoquer une

paralysie, un coma, puis la mort.

Caracteres organoleptiques

Aspects, couleur

Poudre crystalline incolore ou blanche

Odeur

Caractéres physico-chimiques

PKa

9.9 (20°C)

log P (octanol)

1.8

Solubilité

Soluble 1 dans 400 eau, 1 dans 50 eau bouillante, 1 dans
3 EtOH, 1 dans 1 chloroforme, 1 dans 60 éther.

Stabilité

Caractéres pharmacologiques

Temps de demi-vie

Plasma t12 2-4 h
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Volume de distribution

2-3 I/kg

Clairance

8 ml/min/kg

Liaison aux protéines

Environ 50 % dans le plasma

9.1.3 Cocaine

Caractéres généraux

Nom

Cocaine, Methyl Benzoylecogine, Neurocaine, méthyl
ester de l'acide 3-benzoyloxy-8-méthyl-8-

azabicyclo[3.2.1]Joctane-4-carboxylique

Formule brute

C17H21NO4

Masse molaire

303.4 [g/mol]

Formule développée

H3C,

Usage médical

Anesthésique locale et elle est un puissant stimulant du
systéme nerveux central ainsi que vasoconstricteur

périphérique.

Effets secondaires

Effets a court terme

augmentation (tachycardie) voire troubles du rythme
cardiaque (arythmie), augmentation de la pression
sanguine (hypertension) et de la respiration ; troubles
digestifs ; crampes, tremblements, spasmes, épilepsie ;
Effets along terme

Consommeée de fagon réguliére, la cocaine provoque :
Une contraction de la plupart des vaisseux sanguins : Les
tissus, insuffisamment irrigués, se nécrosent. C'est
souvent le cas de la cloison nasale avec des lésions
perforantes pouvant aller jusqu'a la nécrose des parois
nasales chez les usagers réguliers. Interruption des
menstruations chez les femmes. Accidents cardiaques.
Des troubles de I'humeur : irritabilité, paranoia, attaque
de panique, dépression. Une augmentation de l'activité
psychique : des insomnies, des amnésies, des difficultés
de concentration, tics nerveux...

Une dépendance psychique rapide et forte.

Contre-indications

La cocaine traverse la barriére placentaire et expose le
foetus a des risques de retard de croissance, accidents

vasculaires, malformation.

Posologie, concentration d’utilisation

Cocaine HCI est utilisé a une concentration de 1 a 20 %

comme anesthésiant locale

Toxicité

La dose létale correspond a une concentration dans le

sang supérieure a 1mg/litre.

Caractéres organoleptiques
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Aspects, couleur

Forme d'une poudre blanche et floconneuse; plus

rarement sous forme de cristaux.

Odeur

Caracteres physico-chimiques

PKa

8.6 (20°C)

log P (octanol)

Solubilité

Soluble 1 dans 0.5 eau, 1 dans 4.5 EtOH, 1 dans 15

chloroforme

Stabilité

Caracteres pharmacologiques

Temps de demi-vie

Plasma ty2 0.7-1.5 h (dose dépendant)

Volume de distribution

1-3 kg

Clairance

10-30 ml/min/kg (dose dépendant)

Liaison aux protéines

9.1.4 Codéine

Caracteres généraux

Nom

Codéine, (5R,6S)-7,8-didehydro-4,5-époxy-
3-méthoxy-N-méthylmorphinan-6-ol

Formule brute

C1gH21NO3

Masse molaire

299.4 [g/mol]

Formule développée

Usage médical

antalgique et antitussif

Effets secondaires

La codéine peut produire un état général de somnolence,
il est généralement déconseillé de prendre un
médicament contenant de la codéine avant de conduire
une voiture ou tout autre engin mécanique nécessitant
une attention soutenue. La codéine produit en outre un
effet sédatif sur les muscles de l'intestin comme la grande
majorité des opiacés. La prise réguliere de codéine peut
entrainer une constipation forte a sévere suivant la durée

et les doses administrées au patient.

Contre-indications

Posologie, concentration d'utilisation

10 a 60 mg jusqu’a 6 fois par jour

Toxicité

La dose létale minimale est estimée a 800 mg.

Caractéres organoleptiques

Aspects, couleur

Cristaux incolores ou poudre cristalline blanche

Odeur

Caractéeres physico-chimiques

PKa

8.2 (20°C)
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log P (octanol/eau)

0.6

Solubilité

Soluble 1 dans 120 eau, 1 dans 15 eau bouillante, 1 dans
2 EtOH, 1 dans 0.5 chloroforme, 1 dans 50 éther.

Stabilité

Caractéres pharmacologiques

Temps de demi-vie

Plasma ti, 24 h

Volume de distribution

3.51/kg

Clairance

10 - 15 ml/min/kg (plasma clairance)

Liaison aux protéines

Environ 7 - 25 % dans le plasma

9.1.5 Ephédrine

Caractéres généraux

Nom

Ephédrine, (1RS,2SR)-2-(méthylamino)
-1-phénylpropan-1-ol

Formule brute

C1oH1sNO

Masse molaire

165.2 [g/mol]

Formule développée

Hs
HO \ CHs

m 9

Usage médical

Sympathomimétique :
Elle a servi de décongestionnant nasal, de
bronchodilatateur et contre l'asthme. Elle est encore

utilisée en intraveineuse contre I'hypotension.

Effets secondaires

L'éphédrine induit de véritables risques d'hypertension et
d'infarctus du myocarde. L'effet stimulant amene parfois a
des dépendances. Les complications reliées a ces effets
peuvent causer des hémorragies cérébrales, des
arythmies cardiaques qui peuvent a leur tour, entrainer

des arréts cardiaques.

Contre-indications

Posologie, concentration d’utilisation

45 — 240 mg / jour

Toxicité

La dose létale minimale est estimée a 2 g pour les

adultes et a 200 mg pour les enfants jusqu’a 2 ans

Caracteres organoleptiques

Aspects, couleur

Cristaux incolores ou poudre cristalline blanche

Odeur

Caractéres physico-chimiques

PKa

9.6 (20°C)

log P (octanol/eau)

1.0

Solubilité

Soluble 1 dans 20 eau, 1 dans 1 EtOH, soluble dans

chloroforme et éther

Stabilité
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Caractéres pharmacologiques

Temps de demi-vie

3-11 h

Volume de distribution

Clairance

Liaison aux protéines

9.1.6 Homatropine

Caractéres généraux

Nom

Homatropine, (1Rr,5S)-Tropan-3-yl, mandelate

Formule brute

C16H21NO3

Masse molaire

275.3 [g/mol]

Formule développée

Usage médical

Anticholinergique

Effets secondaires

Contre-indications

Posologie, concentration d’utilisation

Homatropine hydrobromide est utilisé comme solution

ophtalmique a 2 %

Toxicité

Caractéres organoleptiques

Aspects, couleur

Petits cirstaux prismatiques blancs ou poudre cristalline

Odeur

Caracteres physico-chimiques

PKa

9.9 (20°C)

log P (octanol/eau)

Solubilité

Insoluble dans H2O, soluble dans EtOH, chloroform et

éther

Stabilité

Caracteres pharmacologiques

Temps de demi-vie

Volume de distribution

Clairance

Liaison aux protéines

9.1.7 lIsoprénaline

Caractéres généraux

Nom

Isoprénaline, 1-(3,4-dihydroxyphényl)-2-

isopropylaminoéthanol

Formule brute

C11H17NO3

Masse molaire

275.3 [g/mol]
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Formule développée

(CH;)2CH-NH-CH;-CHOH

OH
OH

Usage médical

Sympathomimétique, bronchodilatateur, Vasodilatateur

périphérique

Effets secondaires

Tachycardie, dysrhythmias, palpitation, douleur
précordiale, hypotension artérielle, vertige, céphalée,

nervosité, tremblement, nausée, vomissement

Contre-indications

Extrasystoles ventriculaires, tachycardie

Posologie, concentration d’utilisation

90 — 840 mg d’isoprénaline HCI / jour

Toxicité

Dose minimale létale pour les enfants est estimée a 100

mg

Caractéres organoleptiques

Aspects, couleur

Poudre cristalline blanche

Odeur

Caracteres physico-chimiques

PKa

8.6, 10.1, 12.0 (20°C)

log P (octanol/eau)

Solubilité

1 dans 1 eau, 1 dans 50 EtOH, insoluble dans

chloroforme et éther

Stabilité

Caractéres pharmacologiques

Temps de demi-vie

Plasma t;, environ 2 h

Volume de distribution

Environ 0.5 I/kg

Clairance

Liaison aux protéines

Environ 68 % dans le plasma

9.1.8 Kétamine

Caractéres généraux

Nom

Kétamine, 2-(2-chlorophényl)-

2-(méthylamino)-cyclohexanone

Formule brute

C13H416CINO

Masse molaire

237.7 [g/mol]

Formule développée

NH
HsC

Usage médical

Anesthésique générale

Effets secondaires

Utilisé comme drogue, la kétamine améne vers un état
dissocié : l'usager perd la sensation de Ilui-méme

(sensation de se «détacher de son corps») ou la notion
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de réalité.Cette drogue peut affecter les sens, le
jugement et la coordination motrice de 4 a 6 heures aprés
la prise.

Dépendance psychique

Contre-indications

Posologie, concentration d’utilisation

4.5 mg kétamine / kag

Toxicité

Attention : abuse

Caractéres organoleptiques

Aspects, couleur

Odeur

Caractéeres physico-chimiques

PKa

75 (20°C)

log P (octanol/eau)

Solubilité

1 dans 4 eau, 1 dans 14 EtOH, insoluble dans

chloroforme et éther

Stabilité

Caractéres pharmacologiques

Temps de demi-vie

Plasmati22—-4h

Volume de distribution

Environ 4 I/kg

Clairance (plasma)

17 ml/min/kg

Liaison aux protéines

20 - 50 % dans le plasma

9.1.9 Lidocaine

Caractéres généraux

Nom

Lidocaine, Lignocaine, 2-(diéthylamino)-N-(2,6-

diméthylphényl)acétamide monohydrochloride

Formule brute

Masse molaire

Formule développée

C14H22N20
o
(;EN /U\/ N ~
H

Usage médical

234.3 [g/mol]
Anesthésique locale, Antiarythmique

Effets secondaires

Surdosage : signes SNC (troubles auditifs et visuels,
secousse musculaires, anxiété, puis convulsions, arrét
respiratoire), signes cardio-vasculaires (troubles du

rythme et vasodilatation)

Contre-indications

Posologie, concentration d’utilisation

Pour une anesthésie locale, la dose totale ne devrait pas

dépasser 300 mg.

Toxicité

Des effets toxiques sont associés a une concentration

plasmatique > 6 pg /ml

Caracteres organoleptiques
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Aspects, couleur

Poudre blanche légérement jaunatre

Odeur

Caracteres physico-chimiques

PKa

7.9 (25°C)

log P (octanol/eau)

Solubilité

Presque insoluble dans H,O, trés soluble dans EtOH et

chloroforme

Stabilité

Caractéres pharmacologiques

Temps de demi-vie

Plasmatiz1-2h

Volume de distribution

1-21/kg

Clairance (plasma)

5-10 ml/min/kg

Liaison aux protéines

Environ 70 % dans le plasma

9.1.10 Morphine

Caractéres généraux

Nom

Morphine, 7,8-didéhydro-4,5-époxy-
17-méthylmorphinan-3,6-diol

Formule brute

C17H19NO3

Masse molaire

303.4 [g/mol]

Formule développée

HO

Usage médical

Analgésique

Effets secondaires

La morphine posséde de nombreux effets secondaires
dus a son mode de fonctionnement dont les plus
fréquents sont la constipation, la somnolence, les
nausées et vomissements. Dépendance. Le surdosage
de morphine est un événement grave dont les
symptémes sont l'apparition d'un état de somnolence,
d'hypothermie et d'hypotension, et rapidement une
dépression respiratoire (difficulté a respirer). Les cas les

plus sévéres peuvent mener au coma et au déces.

Contre-indications

Posologie, concentration d’utilisation

5 — 20 mg de morphine hydrochloride, sulphate ou

tartrate chaque 4 h, p.o. ou par voie parentérale

Toxicité

La dose létale minimale pour les adultes est estimée a
200 mg.

Caracteres organoleptiques

Aspects, couleur

poudre cristalline blanche ou aiguilles incolores, ou

masses cubiques
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Odeur

Caracteres physico-chimiques

PKa

8.0, 9.9 (20°C)

log P (octanol/eau)

-0.1

Solubilité

1 dans 5000 H,O, 1 dans 250 EtOH, 1 dans 1500

chloroforme

Stabilité

Caracteres pharmacologiques

Temps de demi-vie

Plasmat{22-3h

Volume de distribution

3-51/kg

Clairance (plasma)

10 - 20 ml/min/kg

Liaison aux protéines

Environ 20 - 35 % dans le plasma

9.1.11 Oxybuprocaine

Caracteres généraux

Nom

Oxybuprocaine, Benoxianate, 2-Diethylaminoethyl 4-

amino-3-butoxybenzoate

Formule brute

C17H28N203

Masse molaire

308.4 [g/mol]

Formule développée

Usage médical

Anesthésique locale (svt dans I'ophtalmologie)

Effets secondaires

Hyperhermie conjonctivale, choc anaphylactique, crise
convulsive, confusion mentale, insuffisance respiratoire,

tachycardie, nausées, vomissements

Contre-indications

Posologie, concentration d'utilisation

Oxybuprocaine HCI est utilisé comme solution 0.4 %

Toxicité

Caracteres organoleptiques

Aspects, couleur

poudre cristalline blanche ou cristaux blancs

Odeur

Caractéres physico-chimiques

PKa

log P (octanol/eau)

3.54

Solubilité

1 dans 0.8 H2O, 1 dans 2.6 EtOH, 1 dans 2.5 chloroforme

Stabilité

Caracteres pharmacologiques

Temps de demi-vie
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Volume de distribution

Clairance (plasma)

Liaison aux protéines

9.1.12 Phényléphrine

Caractéres généraux

Nom

Phényléphrine, Néosynéphrine, 3-(1-hyddroxy-2-

methylamino-ethyl)phenol

Formule brute

CgH43NO2

Masse molaire

167.2 [g/mol]

Formule développée

O

5]

Usage médical

Sympathomimétique, adrenergique a-agoniste, agent
caridotonique, contre congestions nasales, agent

vasocontstriceur, mydratique

Effets secondaires

Hypertension, reflex brandycardia

Contre-indications

Hypertension, tachycardie ventriculaire

Posologie, concentration d’utilisation

30 — 40 mg phenyléphrine HCI / jour

Toxicité

La dose létale estimée est 100 mg / jour pour les enfants

et 1 g/ jour pour les adultes.

Caractéres organoleptiques

Aspects, couleur

poudre cristalline blanche

Odeur

Caractéeres physico-chimiques

PKa

8.9 (-OH), 10.1 (-NH-) (20 °C)

log P (octanol/eau)

0.63

Solubilité

1 dans 2 H,0, 1 dans 4 EtOH,

Stabilité

Caracteéeres pharmacologiques

Temps de demi-vie

Plasmat, : 2 — 3 heures

Volume de distribution

Environ 51/ kg

Clairance (plasma)

Plasma clairance : 30 ml/min/kg

Liaison aux protéines

9.1.13 Procaine

Caractéres généraux

Nom

Procaine, 2-diethylaminoehtyl 4-aminobenzoate

Formule brute

C13H20N202

Masse molaire

235.3 [g/mol]
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Formule développée

H,N

Usage médical

Anesthésique locale,

Effets secondaires

Allergies fréquentes

Contre-indications

Posologie, concentration d’utilisation

Jusqu’a 1 g de procaine HCI peut étre administrée

Toxicité

Convulsion ont été observées a partir de 18 — 55 mg/kg

Caractéres organoleptiques

Aspects, couleur

Cristaux incolores ou poudre cristalline blanche

Odeur

Caracteres physico-chimiques

PKa 9.0 (20°C)
log P (octanol/eau) 1.845

Solubilité

1 dans 1 H;0, 1 dans 25 EtOH,

Stabilité

Caractéres pharmacologiques

Temps de demi-vie

Plasma t12 0.1h

Volume de distribution

Clairance (plasma)

Liaison aux protéines

9.1.14 Scopolamine

Caractéres généraux

Nom

Scopolamine, (-)-(1S,3S,5R,6R,7S,8S)-
6,7-époxy-3-[(S)-tropoyloxy]tropane

Formule brute

C17H21NO4

Masse molaire

303.4 [g/mol]

Formule développée

Usage médical

Anticholinergique, parasympathicolytique, Contre le mal

de voyage, Antiparkinsonien

Effets secondaires

Contre-indications

Glaucome

Posologie, concentration d’utilisation

0.6 —2.4 mg/ jour

Toxicité

La dose létale chez les enfantes peut étre a partir de 10

mg, mais des fatalités sont rares

Caracteres organoleptiques

Aspects, couleur

Scopolamine HBr: Cristaux incolores ou poudre




Chapitre 9 : Annexes

cristalline blanche

Odeur

Caracteres physico-chimiques

PKa 7.6 (23°C)
log P (octanol/eau) 1.2

Solubilité

1 dans 3.5 H;O, 1 dans 30 EtOH, presque insoluble dans

le chloroforme et éther

Stabilité

Caractéres pharmacologiques

Temps de demi-vie

Volume de distribution

Clairance (plasma)

Liaison aux protéines

9.1.15 Tetracaine

Caractéres généraux

Nom

Tetracaine, amethocaine, 2-domethylaminoethyl 4-

butylaminobenzoate

Formule brute

C15H24N202

Masse molaire

264.4 [g/mol]

Formule développée

O/\/NM92

/\//\N
H HCI

Usage médical

Anesthésique locale

Effets secondaires

Ulcération cornéenne,

Contre-indications

Posologie, concentration d'utilisation

5 — 20 mg de tetracaine HCI (0.5% solution) sont utilisés
pour une anesthésie spinale, 0.5 — 2 % sont utilisés pour

une anesthésie locale

Toxicité

Caractéres organoleptiques

Aspects, couleur

Une poudre blanche, hygroscopique, cristalline

Odeur

Caractéres physico-chimiques

PKa

8.5 (20°C)

log P (octanol/eau)

Solubilité

1 dans 7.5 H,0, 1 dans 40 EtOH, 1 dans 30 chloroforme

Stabilité

Caractéeres pharmacologiques

Temps de demi-vie

Plasma t42 environ 2 h

Volume de distribution

Clairance (plasma)
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9.2 Préparation des solutions

9.2.1 Tampon Tris-phosphate 50 mM, pH 2.5
340 pl d’acide phosphorique concentré ad 100 eau millipore. Ajuster le pH a 2.5 avec du Tris

1M. Passer la solution 5 min aux ultra-sons.

9.2.2 Echantillons | (choix de la méthode)
Diluer 100 mg du PA dans 100 ml H,O. Diluer cette solution 10 fois (10 ml de cette solution ad

100 ml H,O distillé) avec le but d’obtenir une solution finale & 100 ppm (0.1 mg/ml) en PA.

9.2.3 Standard interne
Chaque jour deux solutions méres de standard interne (SI) sont préparées :

200 mg Sl /20 ml H,O distillé > 10 mg / ml
Une de ces solutions méres Sl est utilisée pour normaliser les standards (std), I'autre pour

normaliser les rdf du méme jour.
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9.2.4 Echantillons Il (validation)
La solution mére du standard interne (SI) est toujours a 10 mg/ml (200 mg SI/ 20 ml H,O)

9.2.4.1 Cocaine

STD

Une solution mére (SM) de cocaine HCIl a 1 mg/ml est préparée (100 mg cocaine HCI / 100 ml

H,O distillé)

Concentration [%]

SM Cocaine HCI [ml]

Procaine HCI (SI) [ml]

80
100
120

rdf

10
12

Ad 100 ml H,O distille

Une solution mére (SM) de cocaine HCIl a 1 mg/ml est préparée (100 mg cocaine HCI / 100 ml
H.O distillé stérile + 2 goutte de HCI 0.01 M)

Concentration [%]

SM Cocaine HCI [ml]

Procaine HCI (SI) [ml]

80
100
120

10
12

200

Ad 100 ml H,O distillé
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9.2.4.2 Ephédrine

STD

Une solution mére (SM) d’éphédrine HCI a 10 mg/ml est préparée (200 mg éphédrine HCI / 20

ml H,O distillé)

Concentration [%]

SM Ephédrine HCI [ul]

Lidocaine HCI (SI) [ml]

80
100
120

rdf

800
1000
1200

Ad 100 ml H,O distillé

Une solution mére (SM) d’éphédrine HCI a 10 mg/ml est préparée (200 mg éphédrine HCI / 20

ml NaCl 0.6 %)

Concentration [%]

SM Ephédrine HCI [ul]

Lidocaine HCI (SI) [ml]

80
100
120

800
1000
1200

Ad 100 ml H,O distillé
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9.24.3

STD

Injection ophtalmique faible

Une solution mére (SM) de 25 mg phényléphrine HCI et 200 mg homatropine HBr ad 50 ml eau

distillé est préparée.

Concentration [%]

SM injection ophtalmique
faible [pl]

Dopamine (SI) [ul]

80
100
120

rdf

800
1000
1200

250
250
250

Ad 50 ml H,O distillé

Une solution mére (SM) de 25 mg phényléphrine HCI et 200 mg homatropine HBr ad 50 ml

humeur aqueuse est préparée.

Concentration [%]

SM injection ophtalmique
faible [pl]

Dopamine (SI) [ul]

80
100
120

800
1000
1200

250
250
250

Ad 50 ml H,O distillé
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9.2.4.4 Isoprénaline

STD

Une solution mére (SM) de isoprénaline HCI a 1 mg/ml est préparée (100 mg isoprénaline HCI /

100 ml H,O distillé)

Concentration [%]

SM lIsoprénaline HCI [ul]

Procaine HCI (SI) [ul]

80
100
120

rdf

800
1000
1200

200
200
200

Ad 20 ml H,O distillé

Une solution mére (SM) de isorpénaline HCI a 1 mg/ml est préparée (100 mg isoprénaline HCI /

100 ml NaCl 0.9 %)

Concentration [%]

SM Isoprénaline HCI [ul]

Procaine HCL (SI) [pl]

80
100
120

800
1000
1200

200
200
200

Ad 20 ml H,O distillé
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9.2.4.5 Kétamine

STD

Une solution mére (SM) de kétamine HCI a 1 mg/ml est préparée (100 mg kétamine HCI / 100

ml H,O distillé)

Concentration [%]

SM Kétamine HCI [pl]

Lidocaine HCI (SI) [pl]

80
100
120

rdf

800
1000
1200

200
200
200

Ad 20 ml H,O distillé

Une solution mére (SM) de kétamine HCI & 1 mg/ml est préparée (100 mg kétamine HCI / 100

ml NaCl 0.9 %)

Concentration [%]

SM Kétamine HCI [pl]

Lidocaine HCI (SI) [ul]

80
100
120

800
1000
1200

200
200
200

Ad 20 ml H,O distillé
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9.2.4.6 Phénylephrine 1mg /10ml :

STD

Une solution mére (SM) de phényléphrine HCI a 10 mg/ml est préparée (200 mg phényléphrine

HCI / 20 ml H,O distillé)

Concentration [%]

SM Phényléphrine HCI [l]

Lidocaine HCI (SI) [ml]

80
100
120

rdf

400
500
600

Ad 100 ml H,O distillé

Une solution mére (SM) de phényléphrine HCI & 10 mg/ml est préparée (200 mg phényléphrine

HCI /20 ml H,O NaCl 0.9 %)

De cette solution est diluée 100 fois : 1 ml de SM ad 100 ml avec NaCl 0.9 % (=SM II)

Concentration [%]

SM Il Phényléphrine HCI [ml]

Lidocaine HCI (SI) [ul]

80
100
120

10
12

200
200
200

Ad 20 ml H,O distillé
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9.3 Spectres UV [11]

UV spectrum. Aqueous acid — 280 UV spectrum. Aqueous acid — 252nm,
nm, aqueous alkali — 242 nm 297 nm 258 nm, 264 nm. No alkaline shift
2 S 2
g Adrénaline 2 Atropine
< <
L L e L ..J...A} 1
22350 250 273 300 325 350 225 250 275 300 325 350
Wavelength Wavelength
UV spectrum. Aqueous acid — 233 UV spectrum. Aqueous acid — 285
nm, 275 nm nm, no alkaline shift
1B
£ £
2 Cocaine 2 Codéine
b <
L 1 1 L 1
225 250 275 300 325 350
Wavelength
1 + e e
225 250 275 300 325 350

Wavelength
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UV spectrum. Aqueous acid — 251 UV spectrum. Aqueous acid — 252

nm, 257 nm, 263 nm. No alkaline shift nm, 258 nm, 264 nm.
= - AT
g g
g Sqnk £ :
5 Ephédrine | Homatropine
2 <
| L L 1
225 250275 300 325 350
Wavelength
- | Il Il
225 250 275 300 325 350
Wavelength
UV spectrum. Aqueous acid — 279 UV spectrum. Aqueous acid — 269
nm, aqueous alkali — 297 nm nm, 276 nm
3 I AR .
g Isoprénaline 2 Kétamine
< <
| 1 il 1 | | ]
225 250 275 300 325 350 225 250 275 300 325 350
3 Wavelength

Wavelength
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Absorbunce

UV spectrum. Aqueous acid — 263

UV spectrum. Aqueous acid — 285
nm, aqueous alkali - 298 nm

nm, 272 nm
3
&
2 .
Lidocaine 2 Morphine
-
L | I T —+
223 250 275 300 315 350
W;nvctcngih
1 ] _.—-;-"""_‘—-1
225 250 275 300 325 350
Wavelength
UV spectrum. Aqueous acid — 235 UV spectrum. Aqueous acid — 273
nm, 298 nm, aqueous alkali — 231 nm, nm, aqueous alkali — 238 nm, 291 nm
310 nm
2 . 3 T
8 Oxybuprocaine - Phényléphrine
< <
| ! L 1 1 1 1
! 225 250 275 300 325 350 225 250 275 300 325 350
Wavelength

Wavelength
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UV spectrum. Aqueous acid — 229

UV spectrum. Aqueous acid — 251
nm, 257 nm, 263 nm nm, 281 nm, 312 nm, aqueous alkali —
227 nm, 303 nm
£ £ - Tetracaine
Z . 2
< Scopolamine <
25 250 75 300 - 325 350
"""""""" Wavelength
| 1 1 1
225 250 275 300 325 350

Wavelength
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9.4 Formulations pharmaceutiques

9.4.1 Adrénaline 0.1 mg/ml ampoule 10 ml

PHARMACIE : PRODUCTION )
FICHE DE FABRICATION Hopltaux Univers:tmres de Genéve \)
FF — 0058-1 DOSSIER DE FABRICATION
LIGNE PERFUSION
Version | Valable dés le Remplace Rédigé par : Code art. du titre fichier Word Page
1 07.01.2004 FS-0001.4 PG/ VH [JFS - 4 FF-0058-1 2/12
Auteurs: !ﬂ.' /_Q___z\/ Responsable de la Production : l[: e /1\_ ,k/
AT / il S
; Fiche 2
PESEES
LOT : ARTICLE : fidreualive aw rocle DATE :
PLD|0S - 515 S8 VollPoids : _"'*9 Ao 1732008
CODE . Localisation : ANALYSE LOT. :
ART. DESIGNATION / FABRICANT No No APESER | UNITES | VISA
G & el [ ok Moazz | gg. g
g | Moty
PRG | Sodivw chlaue odwf| 2cok -434| Oco028] 450,06 | 9
-6305-0  CEM|Codisu dusolfle | 2005-% |200v.05.08% 50,0 | g
: e ot a - e - 25 v W R —— B I _'_. R 5 .. . .
NN/ AR
CQ!m gy spey st 2 1 | | 5¢ ihes
fon Ao.s-05” :
DENSITE: - Calculs effectués pp. : fﬁ‘ Calculs vérifiés pp. :
Visa & date : : |Visa & date :
A2.3. 08 : :

OBSERVATIONS : |« suche Lt eLlamse de todivi

6\) Duhﬁ' L’l CLS.J‘

kﬁ i’&i‘l’f‘ui‘e d' adreb\al.ue

ANNEXER LES ENR_EGISTREMENTS DES BALANCES

dig

. (':u:'{s‘

le d¢ sodive

Visa & date
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9.4.2 Adrénaline 1 mg/ml ampoule 5 ml

PHARMACIE : PRODUCTION ;
=tFiICHE DE FABRICATION Hopitaix Universitaires de Genéve

FF - 0058-1 DOSSIER DE FABRICATION
LIGNE PERFUSION
Version Valable dés le Remplace Rédigé par : . Code art. du titre fichier Word * Page
1 07.01.2004 FS-0001.4 PG/VH/IJFS | - - 4 FF-0058-1 2/12
Auteurs: /n. /Q I Responsable de la Prodﬁction : k[':.-L‘ /’k 15//
A Uy : a‘ ?\\J _
: Fiche 2
PESEES
LOT : ARTICLE : Adrencline Ama Im) |DATE :
PED | OC - 28 5 21O | yolPoids : S gl S| A4.02 .2
CODE Localisation - ANALYSE LOT‘ :
“ ART.. PA DESIGNATION / FABRICANT No Amiadlo APESER | UNITES.| VISA
T e Gl n e Coltatay e e
: ; €4 C6-18 - 0
i +Crkrale das So‘gsi::f LI'O;O (1, o ﬁ{‘
i3seu-222 G3®ING (L pling. S i Jove0 T ol
p;.f‘g i J 4?:1'03 /‘60"0%’ v ﬁ’]
SN S i R : zcoq? 5,082 :
. GGy - Naoo a,gsul{\Le 1005 -9 - ZO{OQ}. b 'm
TOTAL 7 7 . : 7
o 7/ W,
Eau dist. ad o2 é;g% o e >
DENSITE : 52 | Calculs effectués pp. : Calculs vérifiés pp. :
Visa & date : Visa & date :
[%Y) 14.02 200¢] .| 1e.2. o6 3@6

OBSERVATIONS :

ANNEXER LES ENREGISTREMENTS DES BALANCES

Visa & date

Responsable :




Chapitre 9 : Annexes

9.4.3 Atropine sulfate 0.1 mg/ml bt 100 ml

PHARMACIE : PRODUCTION
FICHE DE FABRICATION

Hopitaux Universltaires de Genave

'FF - 0074-2 ATROPINE SULFATE 0.1mg/ml
SERINGUES 10ML
Version Valable dés le Remplace Rédigé par : Code art. du titre fichier Word Page
2 03.03.05 BM 140076 9 FF-0074-2 s 1/2
Auteur : 'd (o | Responsable de la Production : Q J« _ w
AT [}
No de lot Charge Charge Date Opérateur
1000 mi .ml
(=env. 100ser) | (= env.. .. ser.)
1. COMPOSITION
: :
« MATIERES PREMIERES Quantité Quantité Local. No analyse des Visa
i : pour pour produits
1000 mi . .. ml
1 | Atropine sulfate Ph. Eur. 100,0 mg .mg| R-327
2 | NaClinjectable Ph. Eur. 9.0g ...g| R-327
3 | Eau distillée ppi adil| H00aoimIi]E ml| R-327
Ajusterle pHa 4,0 +/-0,5 R-327
avec H.S0, 0,1M ;
2. MATERIEL
Article de Conditionnement Quantité N°lot Divers _ Quantité/N° Lot
Seringues B-D Plastipack multi pack 10ml | - Bouteille stérile
1000ml
Capuchons indicateur d'effraction B.Braun Tubulure /Connecteur
luer-lock rouge BAXA Filtre Millipack
20

Sachets opaques

<

3. PREPARATION
Mode opératoire :

Local de préparation : R- 327

1. Dans un bécher : Atropine sulfate et NaCl dans env. 800ml (...........
2. Ajuster le pH & 4,0 +/- 0,5 avec H,SO, 0,1M :
3. Dans un ballon jaugé : compléter au volume de 1000 ml (............. ) avec eau ppi.
Mélanger. Si dans plusieurs balons, réunir les solutions dans un becher.

) d’eau ppi

Local de préparation : R- 329.1
4. Filtrer la solution sur filtre 0,22um dans la bouteille stérile. Contréler le filtre.

5. Remplir les seringues au volume de 10ml avec la pompe BAXA (Tubulure Ref.
11). Mettre les seringues sur le dispositif adapté au remplissage des seringues
(photo). .

Réglage pompe BAXA: .............../ vitesse MED/Drawback. Vérifier le volume et
adapter le réglage selon besoin (au début et en cours de remplissage).

6. Fermer les seringues avec les bouchons rouges luer-lock Braun.

NB :Ne pas forcer.

7 Ftinneter mettra chaaiie serinalle dans 11in sachet stérile st sceller
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9.4.4 Atropine collyre 0.5 % flacon 1 ml

FICEE DE FABRICATION . ETIQUETTE
FENIGIRTE Bbo e 0Sele Lealine |
A 3 [ \ | 7 Pharmacie de I'HBgital Cantonal Univarsitaire dnGenéuug
ATROP!I}IE{ gs i
oo n e 005 36951} g
Charge 9 ¢ |
e ETIQUETTE  DATE LIMITE
FABRIQUE PAR | ,é@*}ﬁ: 9.3 2ooS exp.le 34220
B PRODUIT QUALITE FOURNISSEUR PESEE com'm“
2004426 1- H‘wcl(ocphm*l,.m hale deNa dili- dube 2'2953
2. [\ W, Do by 0 ) (RR20)
3 ;
sneza00l 4- Mowsl draaeLtonLosh]m e de No 2,035 o
5. lﬂl.u LI""\ L [I\‘A? H_%q' \ ( |"er 2.{ ﬁ;jr
5. :
Nz-6alE [ @ Prhm[rnup ¢l FL\E (Elé/) /il 0 4
80 . o
Joziaog 18- Eey dishllée goinle “claelt ad | 200w
1¢0(200% |10.
a1 .
12. 7

Formile transcrite de .............1.... PATc.cceseccssssssessas Contrile WQYQ?S““

‘NDITIONNEMENT OBSERVATIONS
| NoLOT: PRD/05-369317 Date Expiration : ' %00.‘; LA
Nom du produit 31.03.2006 | i S /|
Atropine collyre 0.5 % 1 ml (pce) | { “wr- e S.Qiobu Ot Lor p\ “"ﬁ
0 22: .
N° des Sous LOTS : o (LU cL Nou wer ol F k(‘r
| b les de Sl of rew plic
moweliie ale le |
: =t : ; ' o ¢l A llew &L)Q
c. Total O J ,
N*® Flacons /2}‘5 [&/ FEU VERT
Volume Al r ;? :Q 9.3 2008 E
J N Labo. Cont itg Ph. HUG
S No. analyse”

2009

Date:
Visa:
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9.4.5 Cocaine collyre 5 % flacon 1 ml

PHARMACIE : PRODUCTION
|FICHE DE FABRICATION

FF-00851 PREPARATION MAGISTRALE

Version | Valable dés le | Remplace | Rédigé par : Revupar | fichier Word J Page

1 15.04.2005 : BB FS [ - 2 Frposs1 | 12

Responsable de la Production : IJ Y r\__.;-_,l .
DESIGNATICN DE LA PREPARATION : |
' Lmame MCl Sela Cc‘hTe PV /(b--!
3 s & :
Date Charge N° de lot - | Date limite . Conservation ‘Visa
s : TR /;151; + d.Gub... )T ambiante DOFrigo. O Congélateur | \ Py

79 g jlooe. . _PM!QS"”’H“"'F?{);S!QQ (1525°C)  (2-8°C) _ («15°C) | V'Y

1. COMPOSITION

: |
- N° Analyse des MATIERES PREMIERES ; Quantité Visa Ticket pesées
~ produits . : -pm:ﬂ,AQC@_u Peseres : - -
112005 -5 [Cocoe MC 50,0 ¢ | o/ 2.6002 3
2| Méoles - |Eay didds Lm Wenle rwl looo 4.1 )l .
3 : Sz 53,8827 9 i
4 £ & Sb
5 \ Sk &

2. MATERIEL UTILISE

] Matériel : Quantité i MNettoyage du matériel N +
. tl ,: . 2 i
[yt I 3 e _ e visa __(S‘C’&\‘ éﬁ( JR
I EA u‘r_nu P ATAYANE—— | _ ;i :
by C rﬁ‘{ > //' : i 3 -
: = _ B - FH ée!m‘ =511
pH final = b2
: - 0 |
3. PREPARATION tgf“" Hel g1

Mode onératoire . Localde préparation: R - 3_
e Diicoude Yo LoCaite d¢ H‘; _
o Biader le r\H PM{'IP Lr S 6’" S Ovec NC« OH et
R ’ He
A gu‘ A "' ] {\C‘\n \r_\iA\‘c‘a‘.l : o P,
. ‘r HH-"( \a L.:-_\l.;t\ 5 D = l\ H?-e & 1% ohe i L(ﬂ ]/\{t‘
BN P Eioiwe: s Ll M‘-TJ-G dessdn L C\L n ip o volowe

« - ke L] |

Conditionnement  Local : R-329

f Aseptique Non Aseptigue Matériel conditionnement " | Quantité Visa 1
: |
!

0 [ Il kecla (Ounlel &or[e
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9.4.6 Codéine phosphate sirop 0.25 % bt 100 ml

ST STUP. '
/AANE S RE S Vor i Mok o$
Pharmacie Hapitaux Umversltalres Geneéve

CODEINE SIROP 025%

FICHE DE mnazcanou

nas:amon g.mp de Calleie. O 25

[ —

Bouteille 100mI
Codéine base 2,5mg,/m! 3
_ 20/os-370 Y60 | Emmmen fxum,,‘
N°® de .la me Pi D Og 3‘? {-6 Eantienn:nt 0.:;h::c:h:::se {72,9“:3,;8:«“
Per os
. s k"é’r- . . Exp.30.04.06 LOT.PRD/05-370760
. ETIQUETTE = DATE LIMITE
FAMGGE Pax VTR 0 18- DR0L.08 +{ow : 30.04. O
L PRODUTT QUALTTE FOURNISSEUR PESEE CONTRALE | VLS
d'analyse / ;
2003-20% | Coddine phenphate Ph. B - 3S,0 gl :
Q7/cH ' >
2.
— = v
3. Ao o deskllolo  Yeceas 3480 3‘“
. ‘4 V’/ v
/oS- | 5 Dirop Smple. RO adl =00 K?r
- 1
3554q_| .. : 5
oYcr | 7. =
a. -
9 -
o = o e
1% o -
———— | NolOT: PRD/05-370760 - Date Expiration | = %
| Nom du produit : 30.04.2006 ! #i0 2
Formile | G 4éine phosphate 0,25% sirop 100ml (flac) | = z
T | ceS—— |

~aDITIC ‘ VUBSERVATIONS

| N°des Sous LOTS : |- bggsog Q!,re_jg wl & odetne.
A Lo \O- reurQo. (..U..L{_ M,%‘QQA-CJ‘L,-(___
: ?’CGLLJ\QlQ_ acee & 0 oour rewsd

B, FARTIEL D - SR lr QLo eaviven /‘lo""i
N* Flacons c&z &“‘OP %wwpta_ (,Ad,ohfqp
Volume : CL? do_ L»:Dtlﬂ_l-me.

e ; = @WP@Qr & 300Kg -

*Mla&w glchollon Ou

Dodaor olocie [t
FEU VERT Aol e

c. Total : D O:;\\,\d.é.}\'oume_memif(ﬁ;(}bf "Lclo’))

s Li‘o‘"_ ’4 ?9 Laboratoire Contréle de Quallité
i i Pharmacle des HUG
volume jlose ( .
: CcO NFOR ME

bl E

\isa ra rasmansshla *
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9.4.7 Ephédrine HCI 10 mg/ml seringues 2 ml

FF — 0063-3 EPHEDRINE HCI 10 mg / ml
(20 mg =2 ml)
SERINGUES 2ml
Version Valable dés le Remplace Rédigé par: | Code art. du titre fichier Word _—— Page
B o) 130052005 29/03/2004 BM 136646 FF-0062-3 doc 1/2
Auteur : “-_9};,\ (:::l-\f—"'— e Responsable de la Production : '{ﬁ'r'/ 5‘ /‘*a-—-—-\:z/
No de lot Charge Charge Date Opérateur(s)
1000 ml s iml
(= env. 500 ser.) (Slemdiaid ser.)
1. COMPOSITION
5 MATIERES PREMIERES Quantité pour | Quantité pour Local. No analyse des Visas
1000 ml produits
.......... ml
1 | Ephedrine HCI 10,0 g | D29 Prép. par
2 |NaCl 6,09 Prod. Chim.
3 | Eau distillée stérile ad 1000 mi Distr. Contrdlé par :
Joindre le ticket de pesées
2. MATERIEL
Article de Conditionnement | Quant. N°lot Divers Quant.
Seringues B-D Plastipack 3ml Bécher / Ballon jaugé
Capuchons indicateur d'effraction Bouteille stérile 1000ml / 500m|
B.Braun luer-lock rouge Filtre Millipack 20
Tubulures réf.11 + 21 /Connecteur BAXA
= Sachets p/autoclave (petits)
"
3. PREPARATION
Mode opératoire :
Local de préparation : R- 327
1. Dans un bécher : mélanger Ephedrine HCl et NaCldans ............ ml d’eau ppi

2. Compléter au volume de ..........

Conditionnement Aseptique : local : R-329.1

3. Filtrer la solution sur filtre 0,22um avec la tubulure BAXA 21 dans la bouteille stérile (vide).
4. Remplir les seringues au volume de 2ml avec la tubulure BAXA 11 et la pompe BAXA.
Mettre les seringues sur le dispositif adapté au remplissage des seringues (photo).

Vérifier que les pas de vis des seringues soient exempts de solution. Risque de

contamination bactérienne.

Réglage pompe BAXA: vol. 2/ vitesse MED/Drawback. Vérifier le volume et adapter le

ml (ballon jaugé). Mélanger.

réglage selon besoin (au début et en cours de remplissage).

5. Fermer les seringues avec les bouchons rouges luer-lock Braun. NB: Ne pas forcer.

6. Etiqueter les seringues.

7. Mettre chaque seringue dans un sachet et sceller. Etigueter.

ey -
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9.4.8 Homatropine HBr collyre 2% flacon 3 ml

FICHE DE FABRICATION

PHARMACIE : PRODUCTION ] E m

Hépitaux Universitaires de Genéve

FF —0085-2 : PREPARATION MAGISTRALE
Version | Valable désle | Remplace |Reédigé par: Revu par fichier Word Page
2 03.10.2005 ‘| 15.04.2005 BM/IB FS FF-9/085-2 e 12

Auteur : '_8 ; 4 (;%/-[l_ e(/ Responsable de la Production : %L/&_,k{ o
: . i 7 t !

J

DESIGNATION DE LA PREPARATION :

Hﬁma}‘mdﬁlﬂe 2°/. wU—{e JLA.,J

Date Charge ' N° de lot Date limite : Conservation Visa

: : i T WT° ambiante CIFrigo [ Congélateur A
SAz.0S |200wt [Pre(0SB20 |3 1 12/08| (s25°0) (270)  (<15°C) 5

1. COMPOSITION

N° Analyse des MATIERES PREMIERES Quantité Visa Visa :
produits pour_Loni | Pesées Contréle
1 ?-OCIS- Lz i‘u}'ﬂimr\.b@ e I:"”g( l"la £
2 | 2004 - 424 MNall Pase k. /{17_5.’ :
3 | INGogoS Ciil no G to S il gay ;
a| es. (4]o¢ I - gol [ 200 ! e
E | : . ;
5]
7
8
9
10
| i matiére premiére soumise au controle des stupéfiants [ Sortie stup. OK TIQKET PESEES
Visa:

2. MATERIEL UTILISE

Matériel : Quantité | Nettoyage du matériel
T utilisé : visa
ecler 1 A B
AR T A :

o llpe Taeae
ey
3. PREPARATION

Mode opératoire : © Local de préparation: R-3__

Yo liaee Y =2y s {3
) Ly e =

F" H’fr l'a Q‘olﬁ\_oa\ Sar '-‘“‘re GI)_E'. //L_ .(,.-OUQ(.:H- Quue.:/ .
de }.t- Ker ‘Ln do Sl Ql-é'hh ek o4 l.\v(;‘r ayoliwe de Gt
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9.4.9 Injection ophtalmique faible flacon 2ml

e —

JPHARMACIE : PRODUCTION o
FICHE DE FABRICATION : R s . ﬁ

Hépitaux Universitaires de Genéve

FF — 0085-2 PREPARATION MAGISTRALE

Version | Valable dés le | Remplace | Rédigé par: Revu par fichier Word Page
2 03.10.2005 15.04.2005 BW/IB FS FF-?pBS-Z 1/2

Auteur : B : /7@76"5',_"@7 Responsable de la Production : /?(Z(//\J[(’/z’ L

DESIGNATIGN DE LA F_‘REPARATION :

fm) '.oPh\'c:\mi Qur {Qib'}e,

Date Charge N° de lot Date limite ' Conservation Visa
o | PrD| OS5 - + G.mend | ®T° ambiante OFrigo O Congélateur m
WG| (0S| A0COm) | 284234 |16 joS/Q6 | (1525°C) (2-8°C) (<18°C) | —

1. COMPOSITION

N° Analyse des MATIERES PREMIERES ; Quantité Visa Visa
produits : pour_1o00 mi Recéos Contréle

1 |2c0ou - 26 €40 ?hé.r\.}-—‘r“.ﬂohn‘ne HC ((R) S00 ma, :
2 |2ocs-112 &4 /os H‘Omojm‘mne 4 Yooo mE, : /
3 18420904 09/06 Humex..tr'f-.c.'ueua-e o.d LOQO0 m\ y qg{\
4
5 .
6
7
8
9
10

Si matiére premiére soumise au contréWéﬂants [ Sortie stup. OK

Visa:
_ -8.6606 g
2. MATERIEL UTILISE : | 4.60865 g
- ; —6.8062 g
Matériel S Quantité | Nettoyage du mat 8.4987 9 .!
; : utilisé : visa 2,562 f
L r(‘J\JAer =+ 'C)G—“Oﬂ E:(l;;cg,er 1 A y

3. PREPARATION

Mode opératoire :  Local de préparation : R—-3 2% 23
;
.f\em“g,e_f e AN o I oTH ik R CHRCrd ml'a}ew

L]

Cows At hodzeate) :
/\_/___,—...__‘___-———“—"'_‘
COndakonnes (o saluhon sr\‘l‘hrcpi- &1 i'\'-kv( 0,22 Lmv A(}_L,(..a
!‘\'Otine; cleales O 2ml G 'mol ag Zml . bour}ur.‘w: (’&Hc’g +c_=:_(3£

'+ EllonkUon foko - MicA GE
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9.4.10 Isoprénaline 0.1 mg/ml seringue 50 ml

PHARMACIE : PRODUCTION
PROTOCOLE DE FABRICATION

—

o

Hupltaux Universitaires de Genéve

PF - 0014-1 ISOPRENALINE 0,1 MG/ML SERINGUES
Versi.an Valable dés le Remplace Rédigé par: Code art. du titre fichier Word L Page:
1 26/01/04 PF 10.07.01 BM 127532 PF - 0014-1,doc BT
Auteur : Responsable de la Production ! f ﬁ] {/[ 7?
T g ;{, I
U
1. FORMULE / FABRICATION
1. COMPOSITION
MATIERES PREMIERES Quantité Teneur en %
] pour 5 litres Poids ou volume
|1 |Solution d'isoprénaline 0,2 mg/ml 2.5 | litres i
-|2 | Chlorure de sodium 0,9% stérile ad i 5,01 litres

1.2. PREPARATION
Mode opératoire :

Concernant le mode opératoire,

le nettoyage du matériel de fabricaiion,

stérilisation et I'analyse : cf Fiche de fabrication FF- 0014-1 en annexe

1.2.1. Remargues :

1.3. LIBERATION FABRICATION

le conditionnement, la

““haque lot fabriqué est libéré seulement aprés I'analyse de conformlte du produit par le Iaborato:re de
" Controle de Qualité.
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9.4.11Lidocaine 4 %

bt 100 ml

BHARYACE  PRODUCTION
FICHE DE FABRICATION

HUGH W

FF - 0003-

LIDOCAINE 4% SOLUTION

(SYN. : XYLOCAINE 4% SOLUTION)

Version Valable dés le Remplace Rédigé par: | Code art. du titre fichier Word - Page
1 09/04/03 PF avril 1961 EM/PG 639 /FF 0003-1.doc 4™ 172
Auteur : .-}:T‘ 3 %é—__/\/’ Respnnsabte de la Production : /;{ é";i.] Z /’&,4
P e
No de lot Charge Date Operateur
10 litres
1. COMPOSITION
o MATIERES PREMIERES Quantité | Localisation | No analyse | Visa
: pour 10 litres des produits | pesées

1 | Lignocainium chloratum (Lidocaine) Ph.H. 400,0|g C68

2 | Natrium chloratum Ph.H. 32,0(g FF9

3 | Methylis p-hydroxybenzoas Ph.Eur. 6,09 AAB9

4 |Propylis p- hydroxybenzoas Ph.Eur. 6,0|g AA34

5 |Natrium cyclamicum NF70 12,0|9 BB39

6 |Saccharinum natrium 14,0(g AA33

7 | Methylthioninum chloratum sol. aq. 1% (HUG) 40 | gouttes E4

8 | Tétrardbme Orange 6i0lg: A2

9 | Aqua purificata ad 10,0 litres

2. MATERIEL

[ Article de Conditionnement Quantité
" uteilles alpha 100ml Env.100

| souchons PP 28 rouge Env.100 Agrafer la fiche des

3. PREPARATION |

3.1 REMARQUES

Mode opératoire : Local de préparation : R-315

A) Disssoudre 3) et 4) dans 8 litres de 9) bouillante
B) Refroidir et ensuite ajouter 1) + 2) + 5) + 6) +7)
C) Ajouter en dernier 8) et agiter avec un barreau magnétique
D) Ajuster le volume & 10 litres avec 9)
E) Filtrer sur papier jusqu'a obtention d’une solution limpide

Conditionnement Local : R-315

Non aseptique Volume de remplissage : 100ml

4. NETTOYAGE DU MATERIEL DE FABRICATION

M Oui

pesées
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9.4.12 Morphine colorée 2 %

p—

—?
PHARMACIE : PRODUCTION

FICHE DE FABRICATION

=60 W

Hépitaux Umversutalres de Genéve

FF-00852 PREPARATION MAGISTRALE
Version | Valable désle | Remplace |Rédigé par: Revu par fichier Word Page
2 03.10.2005 15.04.2005 BM/IB FS FF-9/085—2 / 1/2

Auteur : B 3 /7 G 16/ _Z,__ _&/ Responsable de la Production: /J@ (/L,l(f
: 2 ' T 1 N

DESIGNATION DE LA PREPARATION :

fl Orphine g S‘G&Al’l'}f}ﬂ 30m|

§.U.0¢ |2000m1| 335095 [30/4/06| (1525°C) (2:8°C)  (<15°C)

Date Charge ___N°delot Date limite ' Conservation Visa
' : PRDIOS - + A.¢o... |[AT° ambiante OFrigo O Congélateur ?ﬂ
Mt o

1. COMPOSITION

N° Analyse des MATIERES PREMIERES . : Quantité Visa Visa
produits | : POUr 20001 Pesées Contréle
1200706« ool ﬂor-’whme Lf (¢ 40;0?
2 12004-59 osfop\pMpbni cdelae (Cc3) 0.Y4¢ e
3 |2005-4  0bfor | Noakis clicu f{ﬁ‘)& Ceau)| 40 g J‘é\
4 ls005.69 o2lo¢ | iCalii  CorbGo  (AR32) 4.0 ¢ \
5 4000 908 03/01 Curhsine A7 ol ihinolice $.0 ? :{g |
6 |nv/ou-3eys12 ok Ague duak. (achel) ad | 2000m/
8
9
10
Si matiére premiére soumise au controle des stupéfiants de Sortie stup. OK TICK
visa:  #Y) )
(=
7 SN 2)
2. MATERIEL UTILISE 3
e - y
Matérlel ; ' Quantité | Nettoyage du matériel )
utilisé : visa
féc:c:&c:r [Kellon Qe o< 1o _m
: g g)
3. PREPARATION
Mode opératoire :  Local de préparation: R-31S
. : ¥ ;
'/‘5) Bcsouclre (‘} Ao ) A?(;’('jf‘/}/ /w) = Sol A

‘.'Zﬁ DS oudre @ s3E (@) Aons o ‘-\'O(' mi(’é“ sol B

N
’»\1 ﬂz(GLLC&f‘SCf A el

) ﬁhoui-cr &

<) (‘nmlrﬂel—e.r od 2eocml c.:w:c Cﬁ_;)
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9.4.13 Noveésine collyre 1% flacon 1 ml

FICEE DE FABRICATION

P 5 -
e Novesme % "
C‘_o”*f e
ne de 1a enazge P (0D /05 - 367 54D B
{
Charge 500 M]
: ETIQUETTE DATE LIMITE
FABRIQUE PAR ) = la 2R ol 05 ex; el R e
Ne ¢
a'acalyse | TROOCTT QUALITE FOURNISSEUR PESEE CONTROLE | VI!
Zc03 <64 1. NOowresine (ox\{]’b@\smaaihej 5.0 A
b el aaNg ’ 2,25 o 1v
3. Vg odoi"ox  clodn Qo 5

1250% 0% cay d s Baheat | Ba)

—+=

5.

6.

7. pall delavkn ke

8. sl (‘j;n‘;ﬂ i 9 I0iE

P ]
10. Hel 0in .oy ml
s o
| NolOT: PRD/05-367547 Date Expiration
| Nom du produit Slfe0n | le /é'_y@ )
:. Novésing collyre 1% 1 o {1 x1°) i 'assssswscsscnnse «e. Contzrd Par... ssssssssns
i CRSERVATIONS
[ N°des Sous LOTS : ' ~ i ¢ 3 (T
| es Sous L ! -—D}&:‘tCUd‘\‘f @ {)i-U»J G_) Ol?
' ~A Y00 M) of ey Adkllee
B-. PARTIEL D Ph ie Hapitaux Universitaires G EE A&J"L@{ Lﬁ T.-{

I_lf' Flacons “ e pas avator |

Laboratolre Contréle de Qualité s NOVESINE 1 %
Pharmacle des HUG

CONFORME § _ 10 cnlly;:ésm;im_dos,- 2

QW\\-)LL"\-“-’ Gvel X AZ“"
vengey T;J Qﬂa‘l a5
}"ﬂt‘\M\/ ‘+ LQ"'%CL"“ Lﬁ}ﬁ\’
4.\+m puytedte O zzwt

Nay/25/09

Noves ine=oxibuprocaine HCL 18mgrml  —
Date :2 4 ey ~ NaCl §.5mg/ml

< NaOH ou HC gsp; pH=4.5-5.5 g
Nom du responsable ! Eau distillée ad 1ml &
Visa de responsable . E A USAGE UNIQUE 5
Sans consevateur g =
Volume '1

HUG:

Collyre anésthésique H

NOVESINE 1% E
Oxibuprocaine HCI 10 wg/wl i
SANS HIH’-»EH MTELIF' A U‘m‘.rE U HLE! g

Exp: 310106 Lot PRD/05—367547

. Bter
En m
Exp. 21.01. % Lot: PWM 367547

FEU VERT K]\ Ber
Rem?l*‘{ AH Y‘ LERFA
3\{ “ e § 'IV\]

I Hﬁ,{(; (\I'. a9 lako }e 2.20%

A
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9.4.14 Phényléphrine HCI 0.1 mg/ml seringue 10 ml

PHARMAGIE - PRODUCTION
FICHE DE FABRICATION

Hopitaux Umversrta:res de Genéve

FF - 0075-3 PHENYLEPHRINE 1mg/10ml
SERINGUES 10ml
Version Valable dés le Remplace Rédigé par: | Code art. du titre fichier W% Page
3 13*!01!96 I - Fra 0??5 -3 1/2
Auteur : _"’ t %éjg/ Responsable de la Production : M
7.
No de lot Charge Charge Date Opérateur
1000%ml. - [ mi
_(=env.100ser.) | (=env.......... ser.)
1. COMPOSITION
o :
2 MATIERES PREMIERES Quantité Quantité Local. No analyse des Visa
pour pour produits
1000 mi evsvese MU

1 | Phényléphrine HCI 100,0 mg ...ng C58

2 |NaCl 0,9% stérile ad| 1000,0ml| ... ml DIST
2. MATERIEL

Article de Conditionnement Quantité N°lot Divers Quantité

Seringues B-D Plastipack multi pack 10ml - Bouteille stérile 1000ml

Capuchons indicateur d'effraction B.Braun Bécher

luer-lock rouge Tubulure 11 avec trocard

N° Lot Visa
Filtre Millipack 20 Etuis p/seringues
30x30x185mm

-

3. PREPARATION

Mode opératoire :

Local de préparation : R- 327

1. Dans un bécher : Dissoudre la Phényléphrine HCI dans env. 800ml (...........) de NaCl
0,9% stérile

2. Dans un ballon jaugé : compléter au volume de 1000 ml (...........
stérile. Mélanger.

..) avec NaCl 0,9%

Local de préparation : R- 329.1

3.Filtrer la solution sur filtre 0,22um dans la bouteille stérile (vide). Contréler le filtre : O
4.Remplir les seringues au volume de 10ml avec la pompe BAXA. Mettre les seringues sur
le dispositif adapté au remplissage des seringues (photo).

Réglage pompe BAXA: vol.10/ vitesse MED/Drawback. Vérifier le volume et adapter le
réglage selon besoin (au début et en cours de remplissage).

5. Fermer les seringues avec les bouchons rouges luer-lock Braun. NB :Ne pas forcer.

6. Etiqueter, mettre chaque seringue dans un étui p/seringues puis étiqueter I'étui.
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9.4.15 Scopolamine HBr collyre 0.25 % flacon 3 ml

" [PHARMACIE : PRODUCTION ' “
FICHE DE FABRICATION _ e

Hépitaux Universitaires de Genéve

IlIII[

FF —0085-1 PREPARATION MAGISTRALE
Version | Valable dés le | Remplace | Rédigé par : Revu par fichier Word Page
1 15.04.2005 - BM/IB FS ./ FF-0085-17"> : 1/2

ST J ;

T Responsable de la Production: 4/ (" 1 -

= Vi

DESIGNATION DE LA PREPARATICON :

gcc;\aiaumi ne O,25°f (onn:

Date Charge N° de lot Date limite Conservation Visa

_ Lol i i il ,.sidm,.. ﬁ' ambiante OFrigo O Congélateur
279 B0S] 200w |PRDJOS-TH| 367 9 /0 |7 (15950)  (26°0) (<150 |

1. COMPOSITION

N° Analyse des MATIERES PREMIERES - Quantité Visa Ticket pesées . I
produits pour_ 2. | Pesées . _9.0003 g
1] 0003 Sonoleiue HBy fF?.{l QS
2l Jopu-d2 A4 [Nl ;. 1382 KXY 9.5084 g
31429 0S0S "15!«3& Eay dicddlide o V\,P : J St 5. 8004
4 “ acluel* pdll 200 w1 [/ ‘:{ 2
5 : 1.7811 g
2. MATERIEL UTILISE :
; Matériel Quantité Nettoyage du matériel
: ; utilisé : visa
becler—+tocdins jrcuscjﬁ A+ _/‘E : E

o C g W /qu«\
AT D)% Naw

3. PREPARATION

Mode opératoire : Local de préparation: R—325
: { !( \ ) b ASoh ! H 0
! 2004l awe bt 0
b l C_,,\ vy FL Ii.'\C‘.n.?IOt. "‘CJ -L
J ‘ *‘n"r So¢ O 2R,
. Lﬁn A Rouwier "df T Kee lcf &tn !éﬂ c«iw Sl
o\ nlewe de Awd :

am—

Conditionnement Local : R-325

Aseptique Non Aseptique ____Matériel conditionnement " [ Quantité Visa
O 1[‘ .i'\’Qr {Lf‘; (T rr\‘Pf' thg
' [
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9.4.16 Tetracaine HCI 5 % be 30 ml

g

/ PHARMACIE : PRODUCTION

FICHE DE FABRICATION Hioe leiiior Dnfueseltalres do Gonk
FF — 0085-2 PREPARATION MAGISTRALE |

Version | Valable dés le Remplace | Rédigé par: Revu par fichier Word Page

2 03.10.2005 | 15.04.2005 | BMIB FS FF-0p85-2 J 12

Auteur : B ; /7 (}ﬁé_ &/ Responsable de la Production : % (//L_,{(’rf

DESIGNATION DE LA PREPARATION :

Tehacaie HCO 5ol scldhe Lo{ésFeé _(?mm)
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9.5 Reésultats détaillés

9.5.1 Analyse conventionnelle

Substance
Dopamine
Procaine
Ephédrine
Phényléphrine
Adrénaline
Tetracaine
Kétamine
Cocaine
Lidocaine
Codéine
Homatropine
Scopolamine
Morphine
Isoprénaline

Atropine

9.5.2 Analyse a haut champ

Substance
Adrénaline
Phényléphrine
Procaine
Dopamine
Ephédrine
Kétamine
Tetracaine
Cocaine
Homatropine
Scopolamine

Isoprénaline

tmig [Min]
7.196
7.289
7.34
7.565
7.706
7.773
7.845
8.247
8.293
8.411
8.424
8.529
8.536
8.54
8.65

tmig [Min]

1.526
1.930
1.936
1.954
1.96

2.014
2.072
2.138
2.14

2.16

2173

Efficacité
264799
271624
212236
211150
86504
209179
181578
173035
165960
189999
133989
146228
182106
148951
137022

Efficacité
9896
91710
145603
167074
100038
59458
105700
58336
58428
59557
50443
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Atropine
Lidocaine
Morphine

Codéine

2.184
2.22
2.22
2.232

9.5.3 Lerevétement dynamique

Substance
Dopamine
Procaine
Phényléphrine
Ephédrine
Adrénaline
Tetracaine
Kétamine
Homatropine
Lidocaine
Scopolamine
Atropine
Cocaine
Codéine
Morphine

Isoprénaline

9.5.4 L’injection c6té court

Substance
Dopamine
Phényléphrine
Procaine
Ephédrine
Kétamine
Tetracaine

Cocaine

tmig [Min]
5.547
5.658
5.693
5.716
5.93
5.973
6.066
6.158
6.212
6.264
6.282
6.313
6.337
6.414
6.541

tmig [Min]
1.595
1.598
1.602
1.628
1.731
1.734
1.856

50311
77689
62881
61921

Efficacité
392795
431299
329749
309976
138528
376411
286668
242323
218944
262960
242945
259567
312829
262877
176305

Efficacité
48295
35386
44302
32524
30491
39945
28603
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Lidocaine
Homatropine
Adrénaline
Codéine
Scopolamine
Morphine
Atropine

Isoprénaline

1.879

1.883

1.898

1.923

1.929

1.933

1.956

1.963

24368
27630
4846

31697
24233
28223
24913
20219

9.5.5 Injection c6té court avec un revétement dynamique

Substance
Procaine
Ephédrine
Phényléphrine
Dopamine
Tetracaine
Kétamine
Homatropine
Cocaine
Scopolamine
Codéine
Morphine
Atropine
Lidocaine
Isoprénaline

Adrénaline

tmig [Min]

1.039

1.06

1.067

1.07

1
1
1

107
115
135
139
15

.156
157
.158
161
.166
174

Efficacité
63286
53076
49844
80240
52303
47839
45671
43093
42956
50663
41729
39322
37237
37518
6698

9.5.6 Analyse a haut champ avec un revétement dynamique

Substance
Ephédrine
Dopamine

Procaine

tmig [Min]

1.380

1.385

1.391

Efficacité
292942
260421
190652
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9.6 Analyse de prix

9.6.1 Analyse conventionnelle
1000 cm de capillaire coltent 160 sFr

64.5 cm du capillaire coltent 10.32 sFr
avec cette technique on peut effectuer 400 injections par capillaire

1 analyse de routine contient 10 échantillons
- 400/ 10 =40 analyses de routine par capillaire

- 10.32/40 =0.26 sFr / analyse

9.6.2 Analyse a haut champ
32.5 cm du capillaire coltent 5.2 sFr

avec cette technique on peut effectuer 200 injections par capillaire
1 analyse de routine contient 10 échantillons

- 200/ 10 = 20 analyses de routine par capillaire

-2 5.2/20=0.26 sFr/analyse

9.6.3 CEofix® 64.5cm
Un paquet de Ceofix® contient 80 ml accélérateur - on utilise 0.5 ml d’accélérateur par flacon

- 160 flacons peuvent étres remplis avec le Ceofix®
Un paquet de Ceofix® colte 750 sFr: 750 sFr/ 160 coating = un coating colte 4.69 sFrs

Chaque 50 injection on doit refaire un coating : une analyse (10 injections) colte 4.69/5 = 0.94

sFr

une analyse codte : capillaire (0.26 sFr) + coating (0.94 sFr) = 1.2 sFr
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9.7 Analyse de routine

Analyse de kétamine le 25.05.2006

Kétamine 10 mg/mL dans fioline de 20 mL
lot : 06-389594

Aire kétamineHCl  Aire SI

542 0.367158672
0] 21.6 56.2 0.384341637
100 30 61.4 0.488599349
100 29.9 60.1 0.49750416]
120 : 348 58.5 0.594871795
120 35.1 58.1 0.604130809
pente 0.00559378
0.0. -0.0699435]
coef. Déterm 0.99464784
Aire kétamine HCl  Aire Sl Ak/Asi Conc (%) Moyenne
06-389594/1 322 52.6 0.6121673 121.940964
06-389594/2 a2s 54.7 0.601462523 120.0272706
06-389594/3 32.8 55 0.596363636 119.1157425
06-389594/4 323 55.9 0.577817531 115.8002547 119
100% 295 58.8 0.50170068 102.1928427
100% 293 57 0.514035088 104.3978651 103

119 de kétamine HCI soit

1 03% de kétamine base

dnaming

Usacaing

06-389594

mau ]
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Pharmacie des HUG
Laboratoire de contréle de qualité
Phenylephrine HCI 0.1 mg/mL n° lot: 06-préanalyse30.05.2006

Droite de calibration

Conc Std__ ISTD (air) STD/STD int
80 13.9 23.4 0.594017094
80 25.1 42.9 0.585081585
100 70.6 g8 0.720408163
100 98.3 135.1 0.727609178
120 105.1 124.6 0.843499197
120 115.9 137.4 0.843522562
Pente 0.008349039
Ord.origine 0.084119113
R2 (coeff con 0.997827539
Résultat des analyses
ID Std (Air) ISTD (air) STD/ISTD Conc calculée Moyenne
389261/M1 6.9 9.1 0.758241758 106.18
90.5 128.9 0.702094647 97.33
389261/2 98.1 141.7 0.692307692 95.79
47 72.4 0.649171271 89.00
389261/3 44 .1 63.7 0.692307692 95.79
44.4 61.7 0.719611021 100.09 97.36
100% 47.5 64.9 0731895223  102.03
45.5 644 0706521739  98.03  [EEETTXEEE
e 2o | LR

mAU |

B0 -

60 -

20

Préanalyse 30.05.2006

*DAD1, 1.403 (8.8 mAU, Apx) Ref=0.003 & 1.670 of RUNDDDOB.D

mal

"BADA, 1,717 (409 mAU, - ) Ref=0.013 & 1.853 of AUNDDCOS.3

STD 100%

) .wmmwwwmmw\p
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