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INTRODUCTION :

La flore de Ladagascar comprend plus de 10 000 espéces de plantes
connues dont plus des 3/4 sont indiztnes & la Grande Ile.

Parni ces plantes un trés grand nombre sont utilisées en médecine
locale et traditionnelle. Des études récentes sur les plantes en laboratoire
spécialisé ont montré par des recherches chimiques approfondies 1'existence
de principes actifs reconnus. Elles sont souvent le point de départ de décou-
vertes pour les nouvelles molécules dites “actives™ que 1'on peul préparer
par voie synthétigue ou hémisynthétique moins onéreuse. lotre mission a pour
objet d'apporter une assistence pour la conception de procédés de contrdles
analytiques d'un point de vue chimique et galénique dans les opérations suc-
cessives d'extraction, de purification, de fabrication {(étapes intermédiai-
res) et de conditionnement. D'ol la notion de "contrdle de jualité® qui sera
développée au Centre Haticnal de Recherches Pharmaceutigues (CNRP).

le laboratoire de contrdle des mé¢dicaments et produits aromstiques
d'origine végétale dispose d'équipenents pour l'analyse des formes pharmaceu~
tiques solides et liquides. Il s'intéresse 3 1la qualité des médicaments pro-
duits et commercialisés & Madagascar et 4 la qualité des huiles essentielles
obtenues A partir de plartes aromatiques ralgaches. I1 intervient dans toutes
les opérations pré-citéees. Nous avons insisté durant notre séjour sur la mise
en place de régles en contr8les anslytiques de qualité. Cela suppose une pri-
se de conscience et une motivation de tout le perscnnel et ine coopération
dans le travail quotidien.
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CHAPITRE I - INVENTAIRT ST VERIFICATION DES KOYELS DISPOLIBLES :

A - RAPPELS :

En général, 1'arsenal des apvareils d'analyse utilisés en laboratoi-
re de contr8le est impressionnant ; il va de la simple pipette au spectropho-
tométre ou appareil de chromatogravhie trés sophistiqué et tres cher. Heureu-
sement, il est possible de réaliser beaucoup d'analyses a 1'aide d'un matériel
simple et d'avoir une idée assesz précise sur les moyens que l'on développera
pour une mise au point plus éleborée,

B - EQUIPEMERT :

Dans un premier temps, nous avons analysé le potentiel humain et ma-
tériel dont disposait le centre au niveau du Département d'Extraction et Chi-
mie et accessoirement du Département de Pharmacie Galérique : soit 4 & 5 cadres
et une dizaine d'azents techniques.

Pour le matériel en Chimie :

- systémes d'extraction en laboratoire diversifiés (extractem:, es-
sencier, soxhlet, etc...) ’
- spectrophotométre UV-VISIZLE (VARIAK),
spectrophotométre INFRA-ROUGE (PERKIN-ELMER),
chromato phase gazeuse (FID-Cath.) (VARIAK},
Chromato phase liquide - HPLC (UV-RI) (VARIAN),
chromaeto sur couches minces + accessoires,
refractomdtre d‘'Abbe,
sollecteurs de fractionms,
balance de précision,
polarimdtre digital (incomplet),
petit matériel de verrerie,
mesure du point de fusiom,
paatilleuse pour INFRA-ROUGE,
PH métre.
Un apoareil de Résonance nagnétique Nucléaire (RMN) nRUKZR - 8C MEZ
4 impulsions (détermination de structure) est en réparation donc non opération-
nel,

Pour le matériel en Galénique :

- mesure du temps de désagrézation pour les formes solides (conpri-
més et dragées),

- mesure de l1a friabilité,

- mesure de la dureté,

- mesure de la viscosité pour les formes liquides (sirop) et HAteuses,

- mesure de la densité pour les formes liquides,

- four & mouffle + accessoires,
autoclave.




Rappelons que le laboratoire de Galéhique doit coopérer etroitement
avec le laboratoire de Chimie analytique.

Pour le laboratoire de Chimie et de Galénique, quelques accessoires
de filtration rapide et de purification pour échantillons avant injection en
GC ou HPLC, une micropipette graduée pour la CCM, des étuves programmables en
température, un pied a coulisse et un pelmer vour les cotes des coaprimés,
apporteraient w»™” 2 1'application des normes de contr8le analytique de quali-
té. Certains de ces postes sont en commmande ou en attente.

C - VERIFICATIONS :

Dans prexier temps, nous avons vérifié quelques param®tres simples
sur 1'appareil gromto::raphie en phase gazeuse. Nous avons contr8lé les débits
de gaz vecteur (azote) & l'entrée colomme en étalonnant le débit-mdtre & ai-
guille en fonction de la pression admise (voir courbes en annexe).

C'est un détail qui permet de contr8ler et d'optimiser les conditons
opératoires. Une applicatior est en cours sur la séparstion des constituants
de 1'huile essentielle d'YLANG-YLAFG (+ de 70 pics).

L'anvareil spectro~UV-VIS-VARIAN présente une anomelie au niveau de
1'enregistrenent du spectre entre 210 et 280 nm (zone tris utile). Ce défaut
n'est pas constant, il est certsinement 2% & un blocage aléatoire du réseau du
monochromoteur.

Une balance de précision METTLER monoplateau orécise au 1/10 de mg,
présentait un décalaze dars la lecture de 1'échelle des 100 mg ainsi qu'un blo-
cazje du monoplateau. . )us avons réaligné les faisceaux lumineux sur le vernier
de lecture et réglé le 2éro a 1'aide des masselottes verticales et latérales.
Toutefois, a cause d'un défaut au niveau des cavaliers (nous ne disvosons pes
de 1'outillage) ; il n'est pas possible d'effectuer des pesées supérieures a
9,999 g. Cette remise en état partiel permet de dépanner momentanémert le la~
boratoire de contrBle et de réaiiser des pesées au 1/10 mg.

L'appareil de chromatographie HPLC, ne présentsit pa. d'aromalie carac-
téristique au moment de notre passage.

D - HKECOMMANDATIONS ¢

C'est volontairement que nous nous sommes attardés sur les détails
au niveau de la maintenance du matériel. Cela montre 1'importance de l'entre-
tien dans un contexte de "cantr8lesanalytiquesde qualité®. Il faut réguliirement
wévéirifier les paramdtres courants de fiabilité, de reproductibilité, de sensi-
bilité, de limitesde détection et d'étalonnage. Les fabricants d'appareil four-
nissent des solutions tests (test snple) pour effectuer ces vérifications se-
lon une procédure établie. Un cahier des charges peut &tre ouvert et temu & jour.




Enfin nous préconisons 1'idée suivante : lors de 1'achat d'ur maté-
riel assez sophistiqué, il serait recommandsble d'étedblir avec le vendeur un
contrat d'eriretier simple et de suivi (en dekors de la rarantie annuelle)
inclu dans le orix d'achat. Cette convertion ou charte vernt 8tre discutée;

nous sormes disposés A& vous y eider,




CHAPITRE II : EXAINATION DES DOSSIERS DPAIY PRESERTES :

Nous avons réexaminé 3 la lecture deux dossiers de "demende d'auto-
risation de mise sur le merché"” de 2 spécialités générizes, élaborées et mi-
ses au point au CPFRP,

4 - COKXAISSANCE DES DOSSIEERS

la vremiére spécialité se dénomme "HEVOKIRA™. C'est une solution
inhalante arésentée en flacon de verre de 125 ml & base :

- d'huile essentiel.e <'Rucalyptus globulus,
- d'huile essentiells de "Meleleuca viridi:lors" (Niaouli),
-~ d'huile essentielle de "Pipus Kashya®,

L'ensenble est solubilisé dans 1'ethanol & 96°C gqsp.

Elle est utilisée dans les affections bronchiques bénignes et soule-
gement termvoraire des maux de gor.e et enrouvements passagers.

La deuxidme spé€cialité se dénomme “hAriTONY". C'est ur sirov simole
présenté en flacor de 125 £l & base :

- d'extrait fluide de Pessiflore incarnata,

d'extrait fluide de Cyxbovogon citratus,
d'huile essentielle de "Cymbovogor citratus”,
de berzoate de sodium (conservateur)

et de sirop simple & 6495 BRIX qsp.

Il est utilisé dans le treitemert symptomatique des états neurotoni-
ques des aaultes et des erfants notamment en cas de troubles mineurs du sommeil.

Pour ces deux spfcialités, la oréparation des matiéres premitres
(huiles essentielles et extraits fluides) incombe au CNRP. Ce derrier a déve-
loppé ses propres plantations et contr8les afin d'assurer une certaine homogé-
néité dans la provenance, dans la période de récolte, dans le traitement et
1l'extraction & partir des feuilles ou des fleurs.

Dans l’ensemble, le cheminement des dossiers suit un plan ¢étibli sur
le mod:le de la lézislation francaise en matidr~ d'AlH.

B - BILAL :

Ra~pelons que lee phénoménes climatiques sont difficilement maitrisa—
bles lors de la pousse et de la récolte. On a essaré de minimiser les facteurs
ispondérables qui en découlent, Cette décision est tonne. On pourrait ia déve-
lopoer en établissart un orotocole avec les nartenaires qui assurent la récolte
et l'anprovisionnement des plantes.




Les analyses courantes des matiéres 9reriéres peuvent &tre réali-
sées selon ls pharmaconée lorsqu'elles y sont inscrites ; dars le cas contrai-
re, il est nécessaire d'étzblir des spé~ifications vropres au laboratcire.

Pour information, en France, le Ministére (Santé et affairs; Sociaies)
chargé d'étudier les dossiers a2 éris guelgues recoraardations par l'intermé-
dimire du SNIP (Syndicat hational de L'Industrie Pharraceutique).

Utiliser des ®chnicues simples si possible. Par exemple on prendmm
la CCK (TLC) pour 1'identification spécifiaue des substances actives et des
dérivés de décompocition (si nécessaire); a fortiori dans les études de sta-
bilité,

Il est admis d'utiliser pour le dosage des bprincives actifs des
techniques ckrowatographiques plus soohistiguées comme 1°'HYLC ou la CPG. Cette
derniére est recomnandée pour les huiles essentielles.

Dans le cas présent  des 2 spécialités, il faut rechercher et doser
les constitnants dits “actifs" & savoir le teneur en huiles essentielles et en
extraits fluides (Eucalyptus, Iiiaouli et Pinus kashya pour “HEVOKINA" et alca-
loldes et flavonoides du Passiflora incarnata et le citral dans le Cymbopogon
citratus pour "MAHATORY".

Une étude de stabiliié en temps réel est toujours demandée. Il existe
un orotocole établi & l'avance : contrBles & 1 mois, 3 mois, 6 mois, 1 an, 18 moi
2 ans et 3 ans.

Le date de péremption est habituellement de 3 ans dans des conditionms
normales de stockaze (température et tression).

Si certaines mrécautions doivent 2tre priées a 1l'uvtilisation, il faut
1'indiquer sur 1'emballa~e ou sur la notice explicative, exemple (utilisation
aprés ouverture, conservation & basse température & 1'abri de ls lumidre).

Enfin la vosologie moyenne doit 8tre snécifiée afin d'éviter les abus.
C - CONCLUSIOWS ET RECO:IANDATIONS EN GEHERAL :

A la lecture des dossiers scientifiques notre impression ect favorable

A part quelques erreurs de mise en page notées, on pourrait insis-
ter sur le détail des modes ovératoires analytiques et en imdiquer leurs limjtes

Lors des dosages des lots de forme pharmaceutique, il est préférable

d'utiliser comme témoins des substances ou matidres preriéres qui ont servi a
la préparation des dits "lots" - se référer & la fiche de fabrication.




Ces matidres premiéres qui servent de témoin doivent bier sQr &tre
analysées dens le cadre des "bulletins de contrdle-matire premidre". Il fsut
s'assurer de leur provenarce et déterminer leur teneur exacte par couparaison
avec une substance de référence dite "€talon". Lous insistons sur l'acquisition
de ces substarces <talons. £lles seront gardées dans un endroit fermé sous la
responsabilité du Chef de service. Pour information, il est vossivle de se pro-
curer ces substances étalons dans des laboratoires teldque SK.A, EXThA SYNT:ESE
ALDRICE, etc... Ils en assurent le pureté et la con:tence, ce qui explique leur
prix plus él-vé.

Enfin nuniSde ces régles et en espdrant que les dossiers déposés
soient acceptés on pourra envissger une étude sur le “"validation des méthodes”.
Pour 1'entreprendre, il nous faut collationner un certain nombre de résultats.
Une procédure de "validation des méthodes" est en cours d*élaboration par une
commission francaise de la SFSTP ou nous siégeons. Elle fera l'objet ae re-
commandations au niveau de la CEE dés sa parution.

Cette derri?re remarque correspond tout a fait au développement et a
1'introduction du "contr8le analytigue de gqualité™ au laboratoire.




A l'aide de quelques exemples concrets, nous avons développé quel-
ques applications de contrBle de gualité a des svécialités choisies per le
CiRP & bese de principes actif synthétiques connus.

La preriére démarche consiste & faire unme recherche bibliocrarhigue
sur les prooriétés physico-chimriques et galéniques de la substar.ce active.

Si possible, connaftre les excipients qui entrent dans le forme phar-
paceutique.

Le CHRP possiéde quelques ouvrages de base utiles (pharuaconées,
herck Index, 1'0fficine (Dorvault), etc...). L& compétence des personnes habi-
litées & cette recherche ne vose pas de vrobléme.

A - PIECES KZC2Z5SAIPES A4 La CCRUTITUTION D'Uh DUSSIEL SCIRGTIFIGUE :

~ Se procurer tous les bulletins de contr8le analytique des matiéras
preriéres (principes actifs + excipients) aupres des fourrisseurs. Ils doivent
répondre 2 le conformité-pharmaconée s'ils y sont inscrits. Si le laboratoire
fabricart est son proore fournisseur, il doit dévelovper une spécification in-
terne.

- Se procurer la fichke de suivi de fabrication aupres dv laboratoire de
galénigue.

Au risque de nous répéter, dans le cas de matidre nreridre ective
non oure (huile essentielle extraits de nlantes, €lizirs ou auires mélanges),
il faudra s'établir certaines rdzles , a savoir :

- Définir la composition de la matidre utilisée (tebhnique aporopriée).

- Choisir un consituant caractéristique (pic bien isolé dans le cas de
séparation chromatographique).

-~ Loger ce constituani ver commar=ison avec une substance étalon.

- On disposer» ainsi d'ur moyen de controler notre matidre preriére non
pure. Notion importante.

- S'assurer de la pureté des solvarts utilisés tout au long des analyses




B -~ PHROTOCOLE AnrLYTIQUE ¢

I1 est établi selon un plan défirni pour la forme pnarmaceutique
(s0lide, liquide, pAte).

B.1. Tests physicues - Asvect - Hasse :

On note les caractéres orraroleptigues, la covleu, l'aspect. Pour
les formes solides, on d2se 20 unités séparément. On calcule la moyenne
R aritimétique. L'écart toléré pour la masse est de ¥ 5 % de 1la masse théorigue
(voir fiche de fabrication).

B.2. Tests zaléniques @

Pour les formes solides, réaliser les tests & l'efrittenent, & la
dureté, le temps de désazrécation, les cotes précises. Il neut 8tre demandé
le 8est de dissolution (& sous traiter). Ces descriptions se retrouvent dans 1»
vharmacopée a le rubrioue "comprimés®.

Pour les liquides, on mesure la densite, le deyré alcoolique si be-
soin, la viscosité.

B.3. Tests d'identification ¢

Ils sont obliratoires pour le principe actif et veuvent Btre oxigés
pour les excivients.

Nous recormandons d'utiliser la CCK bien maltrisée par les techni-
ciens du centre.

B.4, Recherche des impuretés :

Cette recherche est en correlation avec les bulletins de contrdle
des matiéres preniéeres (excipients et nrincipes aétifs).

On 1l'apolique dans 1'étude de la stabilité en cas de formation de déri
vés de décomposition. Notons cu'une étude de vieillissement accéléré (bier que
r'étant pas officiellement reconnue) peu:i dorner des renseignerments sur ces
phénom*res de décomposition.

B.». Dosave du vrincipe actif :

I1 est oblivatoire dans la forme pharmaceutique. Il est recommandé
d'opérer directement sur la forme (comprimés, dracées, solution, sirop) sans
traitement vréalable pour éviter des pertes par extractinns successives. On ne
saftrise pas t ujours de fagon rigoureus ces rendements d'extraction.
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Le dosage exact de la svécislité doit &tre fourni war le fabricant, i
est éralement indi qué sur l'embellage ou sur la notice explicative de la dite
“gpécialité".

A vartir de ces données, on effectue le dosaze par une technique ap-
prooriée. Elles sont toutes bonnes & condition de les vérifier. Toute liberté

.

de choix ezt laissée & 1'opérateur astucieur qui donne satisfaction.

Par exemple, on peut dire qu'on prendra la GC pour les huiles essen-
tielles et extraits fluides, 1'HPLC pour les substances qui absorbent en UV~
VISIBLE (la majorit? des substances orraniques d'ou son ror de détecteur uni-
versel). Un dosare acide-base er milieu aqueux ou non aqueux peut &8tre indiqué.

Pour illustrer ces propos nous indiguons la méthode par étalonnage
externe. Elle consiste & comparer deux résultats dont 1'un est l'essai (inconnu
au lot a doser) et 1'auire le témoin (théorie) vréparé a vartir de la matidre
preaiére qui contient le vrincipe actif du lot essai. La matiére premiére est
souvent le principe actif sauf dans les mélanves, extraits fluides et huiles
essentielles.

Le témoin et 1'essai sont traités de fagon identique en paralléle.
Ainsi, on élimine les facteurs d'erreur inhérents 4 la manipulation, & 1'ex-
traction (s'il y en a une), & tout parambtre extérieur incomnu. On obtient di-
rectement le résultat du dosage en principe actif dans la forme pharmaceutique.
On peut 1'exprimer en mg/urité ou en vpourcentage.

Les résultats ainsi collectés pveuvent servir i développer la "val. i~
dation des méthodes” mentionnée CHII/C.

C - EXENPLES D'APPLICATIOK :

C.1. Spvécialité & base de chloroguime :

les spécialités & base de chloroquine sont utilisées dans le traite-
ment de la malaria (Paludisme), amibiase hépatique, lupus erythesateux , poly-
arthrite rhumatoide. Le dosage est en général de 100 mg de chloroquine base

(018H2601N3, PM.320) par comprimé ou dragée. On utilise de préférence pour

les préparations les sels de chloroquine = le diphosphate de chloroquine )

i . S, PM.418).
(c1 B1132c1n308p2, Pi.516) et le sulfate de chloroguine (c1 8328c1N304 ’ 4

Nous avons étudié une spécialité & base de diphosphate de chloroqui-
ne. Nous avons réalisé les tests aenti onnés au B, B2, B3, B4. Un systéme d'ex-
traction par le chlorure de méthyléne en milieu basique est & 1'étude. L'iden-
tification se fait par CCM.

Le dosage direct en milieu anhydre par l'acide perchlorirue O0,1N
montre que le diphosphate de chloroquine ne titre que 90 % de pureté:7aleur in-
suffisante.
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Par manque d'inforrst:ons sur la provenance des échan tillons, nous
ne pouvons conclure sur le qualité de la fabrication.

C.2. Spécialité & base de chloranchénicol :

Les spécialités a base de chloramphénicol ont une activité anti bi o~
tique dans un spectre tres étendu ; elles sont utilisées contre les fiévres
typholde et paratyohoides, les infections neuroméningées (shigelloses. ricket-
toses). Le dosage du ¢:loramphénicol (C,_E__C1 N.O , PM.323) est en général
de 250 mg/comprimé. C'est une substance’ Lol6o1# dags 1e méthanol qui absorbe
& 276 nm. Nous avons appliqué les tests précités.

Le dosage direct par HPLC sur golonne RP 1b en milieu méthanol/eau/
ACOH donne les résultats satisfaisants (voir droite d'étalonnage em anneye).

C.3. Autres spécialités :

Nous avions prévu d'étudier d'autres svécialités. Nous ne possédi ons
pas tous les réactifs nécessaires et le tenps ne nous en a nas vermis. Il s'a-
cit de :

~ & base de Metronidazole (C_H L O_, PE.171) contre les infections &
trichomomes ( urétrites, vazinites) amﬁ?gjs}ejintesti naie et hématioue, dosée &
250 mg/comprimé ;

- & base de Paracétamol ou Acétaninophen (C HgNO » PN.151) utilisé
comme analeémique, antalsijue, antivyrétioue, dosé a 580 me/comprimé ;

- a base de sulfamide (322!2025, P.96) utilisé comme antisentique
et antibactérien.




CORCLUSION

En encourageant le CMRP a apoliquer les rérles et recommandations
énoncées, novs sommes nersuadés qu'il a la nossibilité et 1'ambition de se
dévelovver comme "Centre pilote et de référerce” vour 1'industrie pharraceu-
tique malgache en mati*re de méthodolorie analytique. I1 er est capable
8'il s'en donne les moyens.

Nous souhaitons que les études entrenrises =oient poursuivies anres -
notre dévart dans ur but de forration et d'anplica tion des "contrdles analy-
i ques de qualité®™.

Bonne chance au ClRP dans ses orientations diverses.
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