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Résumé

De nombreuses substances du contenant primaire peuvent étre extraites ou diffuser dans le
produit. Ces substances sont dénommeées les « extractables » (= extractibles) et les «
leachables » (= diffusibles) (abrégées en L/E) dans le langage analytique. Ces substances
peuvent causer une d®gradation du produit (r ®ac
toxiqgues pour le patient. Af i n déoam®l i orer | a qualit®@®@ et I a
pharmaceutiques, des études sur les substances L/E contenues dans les préparations

fabriquées en milieu hospitalier devraient étre réalisées.

Le but de ce travail était de rechercher, déidentifier et de quantifi
pouvant potentiellement étre retrouvées dans les contenants étudiés) quatre substances L/E

(1l e BHT, | 6Anti oxydant 425, | 6 acdand & satugionsi st i qu e
différentes (tampon phosphate a pH 3, a pH 8, un mélange isopropanol/eau 50:50, une
solution dé6i nsul i ne ~ 1 [ Ul / ncorditiormées dhns trdisadOritena®s 9 %)

différents (les seringues BD Perfusion®, les seringues BD Sterifill® et les flacons COC,

Promens/Elpack®).

Léacide myristigqgue et | 6aci de c a piguigd-liguide et ont ®
anal ys®s par GC/ MS. Le BHT et |l 6Anti oxydant 425
solide (SPE) et analysés par HPLC/UV.

Aucune trace dbaci de acétagétegtée dagsues ¢chamtillongdtestésBBET n 6
adide myristique et de Ahtibxydant 425 ont été détectés dans les différents contenants

testés et majoritairement dans les seringues BD Perfusion®. Les concentrations en acide
myristique et en Antioxydant 425 détectées sont variables et parfois élevées ( j usqu 6"~ 40
[mg/mL ] doANnti oxydant 425 dans |l es seringues C
isopropanol/eau 50:50). Ces substances étant peu toxiques, les doses estimées en

Antioxydant 425 et en acide myristique administrées au patient restent nettement inférieures

au seuil de toxicité.

Cette ®t ude comporte pl us i eeaule sune | estimatibne des Tout
concentrations dobéacide myristiqgue et ddacide ca
déanal yse m@aa G&LY MBu . Led raisens enasbnt uheRperte de sensibilité de

la méthode observée au cours du temps, une variabilité de la réponse des échantillons au

réactif de dérivatisation, une ®l uti on trop r apdat des ercegs | 6 aci ¢
systématiques induites par la méthode de pr ®p ar at i dllons. dAd ®wehuade tla

méthode HPLC/UV, la limite de détection est nettement en-d e s s u s de Il 6AET ( An



Evaluation Threshold). Afin de pouvoir améliorer la sensibilité de la méthode, le recours a un

spectrométre de masse est nécessaire.

Ainsi, les données obtenues dans le cadre de cette étude sont plutdt rassurantes.
Cependant, seules quatre substances ont été « screenées » dans le cadre de cette étude.
Beaucoup dbéaut r e,ssougentbnsonrues,csens exttaitek de ces contenants.
Afin de pouvoir garantir avec certitude la sécurité des préparations pharmaceutiques
fabriquées, le profil L/IE complet de toutes les substances L/E ayant diffusé dans les
solutions testées devrait étre réalisé. De plus, afin de connaitre les doses en substances L/E
réellement administrées aux patients, des études de toxico-cinétique devraient étre mises en

place chez les patients exposeés.



Glossaire
A425 :

ADI :
AET :
BHT :

BPM :

BSTFA : TMCS :

COocC:
COP :
CV:
Cy:
DMF :

EMEA :

FDA :

GC/MS :

HPLC/UV-DAD :

ICH :

ISTD :
L/E :
LDs :
LDPE :
LLE :

LOD:

Antioxydant 425

« Acceptable Daily Intake » = Dose journaliére acceptable

« Analytical Evaluation Threshold » =

Butylhydroxytoluéne

Bisphénol M

Seui l

N,O-bis(triméthylsilyl)-trifluoro-acétamide et triméthylchlorosilane

« Cyclic Olefin Copolymer » =

« Cyclic Olefin Polymer » = Polyméred 6 o | ®f i ne

Coefficient de variation

Concentrationd 6 u n e

Diméthylformamide

s ol

« European Medicines Agency » =

des médicaments

« Food & Drug Administration » = Office de contrble des médicaments et

des aliments

« Gas

Chromatography

with

Copol ynfing e

uti on

Agence

Mass

do®val uation ane
déol ®
cyclique
eur opv@eatione pour

Spectrometer »

Chromatographie gazeuse couplée a un spectromeétre de masse

« High Performance Liquid Chromatography with Diode Array Detector »=

Chromatographie liquide a haute performance couplée a un détecteur a

barrettes de diodes

« International Conference on Harmonisation» = Conférence

internationale sur I'harmonisation

« Internal Standard » = Standard interne

« Leachable and extractable » = diffusible et extractible

«Median Lethal Dose » = Dose létale médiane

«Low Density Polyethylene» = Polyéthyléne a basse densité

« Liquid-Liquid Extraction » = Extraction liquide-liquide

« Limit of detection» = Limite de détection



LOQ: « Limit of quantification» = Limite de quantification

MS : « Mass spectrometer » = Spectrométre de masse
PE : Polyéthylene
PQRI : «The Product Quality Research Institute» = Institut de recherche sur la

qualité des produits

PTFE : PolyTétraFluoroEthylene

PVvC: «PolyVinyl Chloride» = Poly(Chlorure de Vinyle)

QC: «Quality Control sample» = Echantillon de contréle de la qualité
SCT: « Safety Concern Threshold » = Seuil de sécurité

SF: Solution fille

SFSTP : Société Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques
SPE : « Solid-phase extraction » = extraction en phase solide

SST: « System Suitability Test»= Test dbéad®quation du syst
STD: Standard doé®t al onnage

tr : Temps de rétention

USP : « United States Pharmacopeia » = Pharmacopée américaine
VLD : Standard de validation

Vy : Volume d 0 @ solution
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1. Introduction

1.1. Généralités

Les pharmaciens hospitaliers fabriquent depuis de nombreuses années des médicaments

pour les patients hospitalisés et ambulatoires. Depuis quelques années, le secteur de

fabrication de la pharmacie doit faire face a de nouveaux défis: l 6introducti on
banding et des seringues pr°tes ° | demploi. Ce
avantages : el l es am®l i orent | a s®curit® par | a r

dilution/doses et offrent un gain de temps pour les soignants (diminution du temps de
préparation des produits par les soignants dans les unités de soins).*

Au niveau pratique, c e s oipant@gbriguéastpar tonesstogkées & e s 7 |
l ong terme (jusqud”™ 1 ann®e) d apoches de perfugon,e nt s C (
flacons, pompes a infusioné ) . Des analyses sont r®al i s®es sur
garantir la conformité. Ces analyses se focalisent principalement sur la stabilité du principe

actif dans |l a formulati on. Peu de -domtemwsontx conc
r®al i s ®s. Pourtant, cette probl ®matique nobdest p

Nous savons que certains principes actifs peuvent étre adsorbés, voire absorbés, par le

contenant (exemple bien connu du diazépam).>* A | di nver se, certaines
provenant du contenant peuvent diffuser au cours du temps dans la préparation. Ces

substances peuvent engendrer des effets indésirables aux patients (irritations cutanées,

choc anaphylactique...) et peuvent méme étre toxiques. Casadevall N. rapporte des cas

doéapl asi e c-iemmndne ihdauitepar aldtdO®p o ®t i ne, dont l 6ori gi
relargaged 6une substance provenant itbonanplaferimdationde | a
commercial e do®po ®f°iKongsgaart p.héeoqué Enp dysgueusie chez

certains patients lors du rincage des tubulures avec des seringues de solutions salines

pr°tes ° Irelamage damsila.solutioa saline de certaines substances volatiles non

toxiques issues du plastique de la seringue en serait la cause.®

Hormis la sécurité, la qualité et la stabilité des préparations pharmaceutiques peuvent étre
influencées par la diffusion de substances provenant du contenant dans la préparation
phar maceuti que. Des r®actions chimiques (par e
e x e mpadgrégatior) peuvent survenir et engendrer la dégradation du produit.> Zhao X.
décrit par exemple, que le trouble observé dans des solutions injectables de ceftriaxone
serait lié au relargage dans la préparation du BHT, un antioxydant contenu dans le septum

des vials.” Corredor C. relate le fait que le bisulfure de thiuram utilisé pour la fabrication des



septums peut réagir avec le groupe thiol du captopril, notamment a pH acide, et ainsi

former du captopril-TMTD.8Cel a peut induire une baisse doeffi

Que ce soit pour des raisons de sécurité ou de qualité du produit, ces exemples permettent

doéoil lustrer | 6i mportance de-cohtén® tFacel &la dbmandei nt er a «
croissante de mise en place de nouvelles pr®pa
ri sque au niveau de | a s®curit®, i nous ©para
recherche sur doé®ventuelles interactongatlsurentr e
contenant.

1.2. Les interactions contenants-médicaments

1.2.1. Terminologie

Le but doéune ®tude des interactions entre | e coc
si possible, de quantifier des substances du contenant primaire (principalement des

contenants en matiére plastique), qui peuvent étre extraites ou diffuser dans la préparation.

Ces substances sont dénommées "leachable" (diffusibles) et "extractable" (extractibles)

(abrégées en L/E) dans le langage analytique.°Se |l on | 6 US P, extraetisle »tee«r me s ¢

diffusible » peuvent étre définis de la maniére suivante : °*°

- Un extractible est une substance chimique organique ou inorganique, qui peut étre
extraite doéun contenant ou déun de ces co
stockage souvent exagérées ou acceélérées (par exemple, a une température de
stockage élevée ou dans un solvant aqueuxaunp H extr °me etcé) par r
conditions de stockage normales du produit pharmaceutiue. Les extractibles
peuvent potentiellement diffuser dans la préparation pharmaceutique dans des

conditions normales de stockage, et ainsi devenir un diffusible.

- Un diffusible est une substance chimique organique ou inorganique ayant diffusé
du contenant pri maire ou S e ¢ msadta dansela o u do
préparation pharmaceutique dans des conditions normales de stockage. Les
di ffusi bl es sont pr®sents dans | a pr ®parati
directe du produit sur la source du diffusible. Les diffusibles sont souvent des
substances dérivées des extractibles ou appartiennent a une classe chimique

similaire.

Ai nsi, | 6®t ude des substances L/ E consiste don:

substances pouvant étre extraites ou pouvant diffuser dans la préparation pharmaceutique



dans des conditions normal es et acc®l ®r ®e s

une tache facile et engendre de nombreux défis.
122. D®fi s engendr ®s par | @&/ Rtude des substan

Les principales di fficult®s rtagcesc extmatctibleseed

diffusibles sont les suivantes®*! :

1) La composition des contenants est souvent inconnue et/ou maintenue

secrete par le fabricant : de nombreux additifs (antioxydants, lubrifiants, etc...)

de s

ces

| or s

sont ajout®s | ors de | apolymérigue.i Ges dubsancesd 6un ¢

peuvent étre de structure chimique trés variée (amines, phénol, etc...). Afin de
pouvoir ®t abl ir un prof il L/ E c oemgl ldes t
pouvoir identifier le maximum de substances L/E, des méthodes analytiques

orthogonales doivent étre utilisées.™

2) Les substances L/E sont souvent présentes sous forme de traces dans la
préparation pharmaceutique. Le recours a des techniques analytiques trés

sensibles est indispensable pour permettre le dosage des substances L/E.

3) Le risque de contamination des échantillons lors de la préparation

doéur

d échantillons est élevé° llestpr i mor di al doéutiliser du mat

haute qualité (en verre borosilicaté) et des solvants de haute pureté. Un rincage de
| a verr er icétona et ducmétdamol dstdpeeconisé. Des témoins négatifs et
blancs de référence doivent étre ut i | i s®s pour prouver I
avec | 6®%hansildloc®t.udes L/ E r ®al iéide ¢

verre borosilicaté de type | est utilisé comme blanc de référence.>**

O0abse

sur d

4) Le profil L/ E doéune pr®parati dnleppfil&/Emaceut

dénepr ®paration pharmaceuti que peut viar i

variation du prof il déperd ddso aonditions rde dtresst
auxquelles une préparation est soumise au cours de son cycle de vie (fabrication,
transport, stockage). Tous ces parameétres rendent | 6 ® abor ati on

débune pr ®par at i o trés pomplaxen@ar ¢outtchaggereent méme

er d

donn

dodéun

mineurpeut i nduire une variation du profil L/ E

Actuellement, les nouvelles technologies, telles que la spectrométrie de masse en tandem,
of frent |l a possibilit® déidentifier et de

traces. Cela facilite | a r®alisati on des

guant
®t ude



point devons-nous identifier les substance s L/ E et -il dpJdadlégislatian gddns ce

domaine ?
1.2.3. Exigences légales

Les exigences | ®gales sur | d6analyse et | 06ident.i
FDA et | 6EMEA ont ® miCGaidance forxIndustoyc Cantaimet Glosufec
Systems for Packaging of Human Drugs and Biologics », FDA, 1999 et « Guideline on
Plastic Immediate Packaging Materials, EMEA, 2005%) spécifiant quelles sont les
exigences requises lorosdeedl addwmumicent enamtdbude
humain aux autorités. Ces documents relévent le fait que les contenants doivent étre slirs
ddbusage et ne pas induire une baisse de | a qu

contenant-contenu.

Une classification du risque propre a un contenant en fonction de sa voie

déadmi niedt rdeet ilocan pr obabi | i t-®ntehd éstinptoposéa danhsicesn c o nt e
textes™ :
Tableau 1: Risque propre & un contenant
Niveau de risque en Probabi | ract®nsadnienantecontenu
fonction de la voie
doadmini str e “Eu MegEn e
Solutions inhalées et Poudres stériles
Le plus haut ge_zrosols inhalés, solut_lons pour injection,
injectables et suspensions poudres pour
injectables inhalation
Solutions et suspensions
ophtalmiques, patchs
Haut . B’
transdermiques, aérosols et
sprays nasaux
Solutions et aérosols a R
application topique Pouc_zlres_ a Comprimés
Bas . " application .
solutions et suspensions . ou gélules
orales topique ou orale

Selon, le tableau ci-dessus, les formulations liquides sont considérées comme les plus

critiques.



Cet

aspect

| 6 EMEA

dans |

est

conf

equel

r m®

au mi

par

ni mum

une

|-d@ssdugy nodogé hpare
-c@tenud e

(comprenant les études de diffusion des substances du contenant dans la préparation et

| es

®t ud

es

toutes les formes liquides.™

ddadsor ption

Plastic packaging material for drug products

for oral and topical other than ophthalmic administration

| Solid dosage form |

| Non-solid dosage forms

v

!

Material described in Ph.Eur. or in the
pharmacopoeia of a Member State and/or
in accordance with Foodstuff legislation

A

yes

l

™

no

l

e Y

doéun

composant

for inhalation, parenteral and ophthalmic administration

/

a

1 Solid dosage form

‘ | Non-solid dosage forms |

v

!

Material described in Ph.Eur. or in the
pharmacopoeia of a Member State

yes

l

no

l

*General information
@3.1)
*Specification (3.2)

*General information
@3.1)

*Specification (3.2)
«Interaction studies

*General information
@3.1)

«Specification (3.2)
Extraction studies (4)

CPMP/QWP/4359/03 and EMEA/CVMP/XXX/03

«Interaction studies (5)
*Toxicological
information (6)
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®| abo
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Ce document permet de classer les substances diffusibles en quatre catégories de toxicité.

En fonction du risque propre a chaque substance, un seuil de sécurité journalier maximal

est défini 17 :
Tableau 2: Catégories de toxicité
Basse toxicité Toxicité modérée Toxicité marquée Génotoxique
150 [pg/jour] 50 [pg/jour] 5 [ug/jour] 0.15 [pg/jour]

Récemment, le PQRI a simplifié les catégories de toxicité en les regroupant de la maniére

suivante'’ :
Tableau 3: Nouvelles catégories de toxicité
Toxicité générale Allergisant Génotoxique
150 [pg/jour] 5 [ug/jour] 1.5 [ug/jour]

Ainsi, les documents émis par le PQRI ont permis de contribuer a | 6 uni f or mi sati ol

pr at i @ualeation deda toxicité des substances L/E.

Au niveau des Pharmacopées, la Pharmacopée européenne di spose ddéun c ha
consacré aux matériaux (le chapitre 3). Ce chapitre décrit la composition des principaux
matériaux des contenants utilisés couramment en pharmacie (Polypropyléne, polyéthyléene,
etc...). Une liste des additifs pouvant étre utilisés pour la fabrication de ces contenants

polymériques, ainsi que leur teneur maximale autorisée, figure dans ce chapitre.®

La Pharmacopée européenne ne dispose pas de chapitres spécifiques aux substances L/E,
contrairement a la Pharmacopée américaine (USP), dans laquelle deux monographies sur
| 6®val uati on d eedractides bed t diffostbless dans les préparations

pharmaceutiques ont été récemment publiées :

- USP <1663> : Etude des extractibles associés aux contenants pharmaceutiques et
aux di spositi f slemédigasients’ni str ati on
- USP <1664> : Etude des diffusibles associés aux contenants pharmaceutiques et

aux dispositifs doéadministration de m®di came

Ces textes décrivent la marche a suivre pour réaliser une étude sur les substances

diffusibles et extractibles. 'l s permettent déoapporter des ®cl ¢
aspects pratigues et techniques °~ ®valuer en ca
pharmaceutique. Ces textes ne font pas of fice de l oi . I

recommandations. Ces textes sont donc a considérer comme un guide de bonnes

pratiques pour r®aliser des ®tudes sur | es subs



Les chapitres ci-dessous résument, de maniere plus détaillée, le contenu de ces

monographies.

1.2.3.1. USP <1663>: FEtude des extractibles associés aux contenants
pharmaceutiqueset aux di spositifs doéadmitistration

Cette monographie a pour but de d®crire |l es bon
extractibles pouvant °tre extraites du contenar
de caract®riser | 6e nlterad chaaxgles matériaumduiconenant dtele f a c i
d®crire |l e comportement déun embal l agvariatipm i mai r e
de temp®rature oQe stty®rei pdds@Gaddidomey s i déobtenir d
préliminaires sur les potentiels diffusibles pouvant diffuser dans la préparation au cours du

stockage.®

Au niveau pratique, le chapitre décrit dans un premier temps les étapes a suivre pour
générer un extrait de substances extractibles, puis dans un deuxiéme temps, pour le

caracteériser.
1.2.3.1.1. G®n®ration de | 6extrait

Les extractibles peuvent provenir de différentes sources (silicones extraites du verre,

additifs provenant des élastoméres ou du verre, impuretés provenant du processus de

fabrication,et cé) . Afin de pouvoir extraire un maxi mur
choisir |l es param tres déextraction | es plus op
Léextraction d®pend de inxombu esal panmtam taedul ®aé
solvant, | a t emp®e atcthrod ,x atucégol vant pour g®n(
param tre |l e plus critique. Le solvant doéoextr ad
déextract i @amrelles dena formulatiom.sPour ce faire, il faudrait recourir a des

sol vant s dinelantau mieuk liesopropriétés physico-chimiques du véhicule de la

formulation, notamment au niveau du pH, de la force ionique et de la polarité.>*°

Dans | e cas 0% | 6on souhaite caract®riser un co
ou dans le cas des contenants destinés au stockage des produits a haut risque au niveau

de |l a voie dbéadministr,&tticen, (immesctdt@bkésot i hiPs o1
solvants dbéextracti on es(h acide et lrasiquep solvgntr ppl&re,®s v ar
etcé) afin de pouvoir ext rdacontenant et poavainantioiperm de c C

au mieux le profil en substances diffusibles de la préparation pharmaceutique.>*®**' 2!



La température est un autre parametre a prendre en considération lors de la génération de
| 6 e x plusdai tampérature est élevée, plus il y a de substances extraites. Le recours a
des températures élevées permet d 6 i mle ttoenportement du contenant suite & une

stérilisation a la chaleur.®

Di ff®rentes m®t hodes sont utilis®es pour , | 6extr
etcé). Le choix de |l a m®t hode dbébextraction d®pe
des | imites de chaque m®t hode. Par exempl e, | e

recherche de certaines substances organiques, car il peut engendrer une dégradation
thermique de ces substances.®

1.2.3.1.2. Caract®risation de | 6extrait

Une fois que | 6extrait a ®t ® g®n®r ®, ce dernier
multiplicité des substances extraites, le recours a des techniques analytiques orthogonales

est indispensabl e. Le choix de | d6instrument d®p
identifier : | Gutil i s daMSi oenstd 6purn@f ®E®e /MS cpeolulre |d66Rutnued el

composés volatils.

Seule une partie des substances extraites pourra étre identifiée et quantifiée tant la
diversité et la multiplicité des substances extraites sont grandes. De plus, de nhombreuses
substances ne disposent pas de t®moins ou de s

possible de confirmer leur identité.>**

Face a ces difficultés, trois niveaux de confiance (expérimental, sir ou confirmé) peuvent
°tre utilis®s pour | 6identificat iMboulCeMS.La ubst an

classification ddbune substance dans un ni veau

critéres ci-dessous : 22

a) G®eEn®r ation dbéun spectre de masse et interpre
b) Confirmation du poids moléculaire

c) Confirmation de la composition élémentaire

d) Le spectre de masse est identique a un spectre de la littérature ou de la librairie

e) Le spectre de masse et le temps de rétention d 6 une substances S

chromatogramme sont identiques™ cel ui déun t ®moi n
f) Les informations spectrales obtenue s~ | 6ai de dbébune m®t hode
confirmées.



Une substance est classée dans le niveau de confiance « expérimental » lorsque seuls les
criteres a) ou d) sont remplis. Elle est classée dans le niveau de confiance « sir »
| or squbel | e tere®3) ourdy et aux ariteresrb), c) ou f). Elle est classée dans le

niveau de confiance « confirmé » si elle répond au moins au critére e).*®??

Au niveau de la quantification, seuls les composés bien séparés et pour lesquels il existe
une relation dose-réponse, peuvent étre dosés. L 6 ®t al sen d qae t "’ | 6sai de d¢

témoins. Dans certains cas, un ou plusieurs standards internes sont nécessaires afin

déam®liorer la q%alit® des r®sultats.
1.2.3.2. USP <1664>: Etude des diffusibles associés aux contenants
pharmaceutiques et aux di spositifs déadmini str

médicaments®®®

Cette monographie a pour but de d®crire |l es bc
diffusib | e s . L6®t ude des substances di ffusi bl es p €
diffusibles qui peuvent étre relargués dans la préparation lors du stockage a long terme. La
r ®al i sé&utes sunlesdubstances diffusibles est facilitée si une étude des extractibles

du contenant a été réalisée au préalable pour cette méme formulation.

Ce type ddé®t ude est principal ement effectu®
ddi nt esragec ke icamtenant primaire est élevé et/ou documenté, ainsi que pour les
pr ®par ations dont la voie dbéadministration rept

inhalation, préparations injectables, etc...).>***°

Ce chapitre énonce les principales étapes pour réaliser une étude sur les diffusibles. Il
décrit comment déterminer le seuil de quantification des diffusibles, quels sont les principes
généraux de développement et de validation des méthodes analytiques et comment fixer

des crit res dbdacceptati on podesdiffisiblesdent i fi cati o
1.2.3.2.1. Conceptionde | 6 ®t ude

L6®t ude doi tseloh lescenditioslivanse®:e®

1) Elle doit étre réalisée avec le produit pharmaceutique étudié et non pas avec une
simulation

2) Elle doit étre réalisée avec un contenant identique a celui utilisé pour la préparation
pharmaceutique

3) Les lots des contenants doivent étre identiques a ceux utilisés lors de la production
de la préparation pharmaceutique.

4) Le produit analysé doit suivre le méme cycle de vie que le produit pharmaceutique
(de la production & la distribution).



Les études des substances diffusibles sont souvent initiées au début de la conception
débune nouvelle pr®paration pharmaceutique, surt
effet, l e fait de mener ce type doé®tude per met de
substances diffusibles le plus favorable pour stocker la préparation. Les études sur les
substances diffusibles sont ensuite poursuivies sur un échantillon du lot de la préparation

pharmaceutique préte a étre commercialisée.”

Dans la majorité des cas, ces études sont réalisées sur le contenant primaire. Cependant,

dans certains cas, il peut °tre n®cessaire do®t
contenant secondaire ou m°me tertiaire. Cbdest
primaires constitués de polymeres semi-perméables, tels que les flacons en polyéthyléne a

basse densité pour lesquels une évaluation des diffusibles provenant des encres, adhésifs

etcé de | demballage secondaire est recommand®e.

Au niveau chimique, la diversité des propriétés physico-chimiques des substances
di ffusibles compl exi f §sarles substancesdiffusibles. Dé raamiere d 6 ®t u d
générale, la diffusion des substances dans la préparation peut étre influencée
principalement par deux paramétres : le temps de contact (continu ou transitoire) et la
nature du contact (direct ou indirect). En cas de contact indirect entre la formulation et
| 6embal |l age, des compos®s maj oapiépaation. Emtasde v ol at

contact direct, des composés volatils et non volatils diffusent dans la préparation.®

Ainsi, une prise enconsidérati on de | 6ensemble de ces aspects p
des substances ayant diffusé du contenant dans la préparation. Mai s jusqud6”™ quel

devons-nous nous focaliser sur les substances diffusibles ? Avec les moyens analytiques

actuels, des quantitétss i nf i mes peuvent °tre dos®es. 1 noe
guanti fier | 6ensembl e des substances di ffusib
phar maceuti que. Cbdest p o ur -gassus duquel tes ssibstancds de s @

diffusibles doivent étre dosées, a été établi par le PQRI.
1.2.3.2.2. Seuil de sécurité

Le seuil de sécurité est dépendant a la fois des criteres de sécurité (données
toxicologiques, risques liés a u produit et ) l a voie déadmin
analytiques (limite de sensibilitt de | 6i nstr ument ) . Selon | e PQRI,
haut risque, le seuil de sécurité (Safety Concern Threshold = SCT) est fixé a 0.15 [ug/j].
En-dessous du SCT, une identification ou une évaluation de la sécurité des substances

diffusibles ne sont pas requises.
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Leseui | de s®curit® est exprim® en unit® dobéexy
concentration. Afin de pouvoir traiter ces données au niveau analytique pour un produit
donné, le SCT doit étre converti en un seuil de quantification analyt i q u e, appel ® |

(Analytical Evaluation Threshold), exprimé en unité de concentration.>***’

La formule générale permettant cette conversion est la suivante :

_a SCT 0 .aVolumecontenantd
AET [ mg / contenant = % - — C%\/I
c osejournaliere £ ¢ Massecontenant=
Ainsi, toutes |l es substances diffusibles, dont

étre identifiées et quantifiées.

Il existe une exception pour certains composés ou classes de composés, dont le risque de
toxicité est connu. Ces composés sont appelés «les cas spéciaux » et doivent étre
guantifi ®s quelque soit | 6AET. Ces compos®s son
composés aromatiques polynucléaires (PAHs ou PNAS), les N-nitrosamines et le 2-

mercaptobenzothiazole.>***

1.2.3.2.3. Caractérisation des substances diffusibles
Suite a la déterminaton de | 6 AET, il est primordial doéident
di ffusi bl es, dont l a concentration est Ssup®rie

orthogonales. Dans la mesure ou une étude du profil des extractibles a été réalisée au
préalable pour ce type de contenant, la méme méthode analytique ou une méthode

similaire © celle utilis®e lors de* 6®tude des

Concernant la pr ®p a r aéthanillons, dad difficulté principale réside au niveau de
| 6®1 i mi nati on de | &eRfsfeentc e madtbreixecd pli e®t § dta ¢u
excipients et les principes actifs sont contenus en quantités bien supérieures aux
substances diffusibles. Cbest pourquoi, il est

pr ®p ar &dhantdlons pkrinettant de séparer les substances diffusibles de la matrice.

Pour les solutions aqueuses, il est courant de recourir a une extraction liquide-liquide a

| 6ai de de solvants non miscibles et de | 6eau.
solution peuvent parfois étre nécessairesaf i n dobéaugmenter l e rendemer
phase organique est ensuite évaporée et les échantillons sont analysés par GC ou HPLC,

selon des méthodes analytiques validées pour le dosage des substances diffusibles.®

Ainsi, les monographies de la Pharmacopée américaine permettent de donner les lignes

directrices pour mener a bien une étude des substances extractibles et diffusibles.
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1.2.3.3. Validation des méthodes analytiques

La validation de la méthode analytique permet de garantir que la méthode développée est
adapt ®e -~ son utilisation. Selon | e PQRI, | es
substances L/E doivent étre validées de la méme maniére que les impuretés et
conformément aux normes ICH Q2 (R1).!*% Etant donné la complexité des méthodes
analytiques développées pour le dosage des substances L/E, plusieurs auteurs
recommandent de ne valider que les criteres suivants : le LOQ/LOD, la spécificité, la

linéarité, la précision, la justesse et la linéarit¢ dela m®t hode *d6anal yse.

Lb®valuation de ces diff®rents <crit res per met

dosage des substances L/E contenues dans une préparation pharmaceutique.
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2. Contexte de | 6®t ude
2.1. Introduction

Face aux risques de sécurité et au niveau de la qualité (c.f. 1.1. Généralités, p.1), il parait
nNn®cessaire de so0int®resser adprmodbhi®mae i gues dap p K
contenant-contenu surtout en raison de | 6 a u g me nutnantbiie denpréparations par lot
fabriquées par les hopitaux et destinées au stockage a long terme (généralement pour une

dur ®e doéune ann®e)

A titre doéex\efapidue envirbnel50(keparations pharmaceutiques par lot
différentes, ce qui correspond a environ 300 lots fabriqués par an. Les types de contenants
utilisés pour ces fabrications sont fort variés : flacons en COC, seringues en polypropyléne,
ampoules en verre, poches en polyéthylene, et cBour des raisons de co¥%
rare que les fournisseurs des contenants utilisés changent au cours du temps. La diversité
des préparations pharmaceutiques fabriquées au CHUV, la multitude de contenants utilisés
pour la fabrication de ces préparations et les changements fréquents de fournisseurs
rendent infinies les possibilités de recherche dans le domaine des substances L/E. Chaque
préparation pharmaceutique a un profil en substance L/E qui lui est propre. Ce profil
dépend des propriétés physico-chimiques de la solution stockée, du type et du lot du

contenant utilisé, des étapes de production, de transport et de stockage de la préparation.®

Le travail a réaliser dans ce domaine de recherche est alors conséquent e t nbéest pas
spécifigue au CHUV.llconcer ne | & e ns e nghilfaeriquérd des rmédipaments.u x

Cboest pourquoi un glEoguoppefor bospitad ph@macies in Eirope »

(dont la pharmacie du CHUV fait partie), a été fondé en janvier 2015 pour promouvoir la

recherche dans ce domaine et partager les données expérimentales obtenues au sein de

leurs équipes. Cette précieuse collaboration permettra de progresser dans ce domaine de

recherche.®

22Etude des substances L/ E dbébune pr ®paration ph

La lecture et la compréhension des textes |égislatifs a permis de poser les bases pour la
mi s e e n upelétdesur l@sdsubstances extractibles et diffusiblesddé une pr ®par at i
pharmaceutique fabriquée en milieu hospitalier. Parmi les préparations pharmaceutiques
réalisées au CHUV, il faut définir sur quelle préparation et sur quels contenants nous allons

nous focaliser en premier lieu.
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2.2.1. Choix de la préparation pharmaceutique

La majorité des pr ®par ati ons fabriqgu®es par | ot " | 6ht
p®di atriques. Cbest pourquoi il a ®t ® choi si de
administrée a cette population. Il a été décidé de se focaliser en priorité sur les
pr®parations injectables liquides, car il sbagi
risque.** Etant donné que la dose en principe actif peut avoir une influence sur le profil L/E,
seules les préparations pour lesquelles une dose standardisée existait ont été retenues
comme candidates potentielles : i sbagit du midazol am, du <c¢h
| 6amphot ®r i cine B, du ph®nobarbitabjndelliaemornp

Une recherche dans la littérature a été effectuée pour les molécules précitées. Les mots-
clés suivants ont été introduits sur la base de données Scifinder Scholar : « leachable » et
« principe actif recherché ». Parallélement, une recherche sur le site de « Stabilis » a été

effectuée pour chaque molécule : des interactions entre le contenant et le contenu ont été

retrouvées pour la morphine,| 6i nsul ine e®*l a ciclosporine.
La ciclosporine ®tant cytotoxique, il y a un ri
favorable d6é®tudier dans un pr emi e r-cytbtaxioye.s , Il e |

La morphine ®tant un stup®fiant ,t drets sionlt d@m nt

cette substance. Ai nsi |, face ° | 6absence de contraintes
risque | i® " | a manipulation de cette swebstanc:t
pour | 6®t ude des substanceddilLntEe readtetr imocomsir x| ienx

contenant sont retrouvés dans la littérature notamment sur la problématique de

|l 6adsor pti on

Li nsuline peut, selon plusieurs anotammentsen sodads

PVC ou en PE ce qui engendre une perte importante en principe actif, surtout au début de

l a perfusion de F?3 Cephénaneéneest ampldié ensasti doei | i sati on
faibles doses e t en cas dbéadministration de Il a soluti
doéinteraction de | 6insuline av@eul déosutfatespda®

l e ph®nom ne -a-dre gue des substarices priovenant du contenant diffusent
dans |l a pr®paration do6 iAirasdaC.relate towetois gue destsaces u t e mp
déune subst anc e 2-macaptoffenzotgiazolee auraiene été retrouvées dans
des pr®parations doédinsuline stock®es dans cert e

serait issu du caoutchouc du piston de la seringue.®*

Dans le cadre de cette étude,la pr ®par ati on indcaullianes elsut ircRmaldd ®e

la spécialité commerciale Actrapid® de la firme Novo Nordisk. Il s 6 a g i t de |l a spe@
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pharmaceutique utilisée dans la majorité des hépitaux de Suisse romande. Elle contient,

comme principe a c t iinsuline Huenaine donocomposée a une concentration de 100

[UI/mL]. Les excipients sont le métacrésol a une concentration de 3 [mg/mL], le zinc, le

gl yc®r olpoueHPLO. ke @mcentration standard pour | 6adm
pédiatrie est de 1 [U/mL].*® Elle est préparée par dilution de la spécialité commerciale soit

dans du chlorure de sodium a 0.9%, soit dans du glucose a 5%. Dans le cadre de cette

étude, l a solution doéinsuline sera mjdmpsdd@ ~ une
de NaCl a 0.9%.

2.2.2. Choix des contenants

La soluti on d tl] assgénéialeneent admihistrfelyia Un pousse-seringue et
dans un volume de 50 [mL]. Au CHUV, laplupar t des pr ®parations inject
de 50 [mL] sont réalisées dans des flacons COC Promens/Elpack® ou dans des seringues
BD Perfusion®. Cbdest pourquoi, i a ®t ®d6theubidenedd@dand

deux contenants.

Toutefois, les seringues BD Perfusion® ne sont pas indiquées pour le stockage de

préparations pharmaceutiques a long terme. La soci ® ® BD | 6a rappel G
r®cente de | a FDA mentionnant une perte doéeffic
seringues BD Plastipak® de différents volumes. Ladi f f usi on doéun composant
seringues BD dans la préparation pharmaceutique en serait la cause.® Cé6est poner quoi ,
seringue commercialisée pour le stockage des préparations pharmaceutiques a long terme,

la seringue BD Sterifill®, a été retenue commet r oi si  me contenant pour | ¢

de |l a solution doéinsuline.

Une description plus approfondie des propriétés de chaque contenant est présentée ci-

apres.
2.2.2.1. Flacon COC, Promens/Elpack®

Les flacons COC sont composés de polyméres amorphes (Cyclique Oléfine Co-polymeére).

I sbagit déun nouveau mat ®r i a@cene tyaigue Bvegauu® par p
alcéne tel que le polypropyléne ou le polyéthyléne.”* Le COC a pour avantage d 6 ° t r e
transparent, résistant a la chaleur, léger et plus résistant & la casse que le verre.”* Selon le

fabricant, le taux de substancesext r act i bl es ddéun c ont,ealgénla en CC

présence de certains additifs (lubrifiants ou pigments).**
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Plusieurs auteurs ont décrit les substances L/E pouvant étre retrouvées dans les

préparations pharmaceutiques conditionnées dans un flacon COC. Ces dernieres sont

référencées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 4 : Substances L/E, COC

Nom de la substance CAS Références
(92)-9-octadécénamide 301-02-0 21
2,4,6-Tris(2-méthyl-2-propanyl)phénol 732-26-3 %9
2,6-di-tert-butyl-1,4-benzoquinone 719-22-2 %
2,6-di-tert-butyl-4-éthylphénol 4130-42-1 39
7,9-di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)déca-6,9-diéne-2,8-dione 82304-66-3 39
Acétone 67-64-1 *
Acide 3—[4—hydroxy—3,5—b|s(2—methyl—2—propany|)phenyl] 20170-32-5 39
propanoique

Acide 3,§-B|s(1,1-d|methylethyl)-4-hydroxy-benzene- 20170-32-5 21
propanoique.

Acide acétique 64-19-7 %9
Acide formique 64-18-6 %9
Acrylate de dodécyle 2156-97-0 %9
Bis(tert-butyl)phénol 128-39-2 39
Bisphénol A 80-05-7 %9
Cis-décahydronaphtaléne 493-01-6 21
Décahydronaphtaléne 91-17-8 %9
Irganox 1010 6683-19-8 2
Metilox 6386-38-5 2t
Mono-(2-éthylhexyl) phtalate 4376-20-9 21
t-Butanol 75-65-0 39
Téréphtalate de diméthyle 120-61-6 “
Trans-décahydronaphtaléne 493-02-7 a
Au CHUV, les flacons COC sont fermés, comme illustré ci-dessous, ™ | 6 ai de dbéun sc¢

gris (Flaigg), composé de FM 257/2 et de bromobutylet d6éun bouchon Lyoseal

en polyoxyméthylene, préalablement stérilisés par autoclavage.

A—
<4—— Bouchon Lyoseal bleu (West) -
< -

e
! \ Septum gris
' (Flaigg)

‘ Flacon COC

4—
Promens /Elpack
Figure 2: Flacon COC, Promens/Elpack® et Septum gris, Flaigg
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Il est & noter que de nombreuses substances L/E retrouvées dans une préparation peuvent
aussi provenir du septum en caoutchouc. Une liste des substances L/E connues pour

diffuser du caoutchouc dans une préparation figure en annexe 1.
La fiche technique de ce produit se trouve en annexe Il.
2.2.2.2. Seringue BD Perfusion®

Les seringues BD Perfusion® sonta utiliserpour | e pr ®l "vement et | 6inj
composition de la seringue varie en fonction des différents éléments de la seringue : le

corps de la seringue est composé de polypropyléne, le piston, de polyéthylene et de
polypropyléne, Il e joint du piston, doi sopr ne synt h®t
silicone.*® Ces seringues sont compatibles avec les pousses-seringues utilisés au CHUV

(Agilia de Fresenius Kabi et Pilot C de Fresenius Kabi).

En ce qui concerne les substances L/E retrouvées, une liste de substances potentiellement
retrouvées dans les seringues en polypropyléne et en polyéthyléne est proposée par Jenke
D., dans le livre « Compatibility of pharmaceuticals products and Contact Materials ».> (Cf

annexe III)

Les travaux de Trittler R. effectués en collaboration avec Hauk A. ont permis de mettre en
évidence une substance L/E provenant des seringues BD Plastipak®: il sbagi't
| Adtioxydant 425,142

AuCHUV,l es seringues pr®par®es par | a pharmacie

male/femelle Combi Lock® stérile (Codan Medical) en polypropyléne selon la figure ci-

’ . Y Bouchon male/femelle
Combi Lock stérile

W

\\\\\\

dessous :

\\ \\\\ (Codan Medical)
\ Seringue BD Perfusion®
Figure 3: Seringue BD Perfusion®

La fiche technique de ce produit se trouve en annexe V.
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2.2.2.3. Seringue BD Sterifill®

Les seringues BD Sterifill® sont indiquées pour le stockage a long terme de préparations
pharmaceutiques. Elles sont Iégéres, compatibles avec les pousses-seringues et sont
composées de COP (Cyclic Olefin Polymer). | | s 0 a pplynére drdouphe obtenu par
pol ym®risation par ouverture de cycl e® @ear met
mat ®r i el poss de des propri-®i®se sguidillai eses BUE
résistant a la casse et a une bonne stabilité thermique.43 Selon le fabricant, le taux

ddextractibles est f4 ble dans ces contenants.

Kiminami H. a publié récemment un article confirmant le fait que le profil en substances

extractibles et diffusibles des contenants en COP est trés faible.’® Dans cet article, il met

aussi en ®vidence, quelgues substances L/ E pouv
(PLAJEX™).2° | | s 6 aTgiméthylsithnol, du N,N-Dibutylformamide et du BHT aux
concentrations respectives de 5 [ug/L], 4 [ug/L] et 3 [ug/L].* Le Triméthysilanol serait issu

de la dégradation d un des composantsd e | 6 hui | e isé@ouslublifiertegisten. ut i |

Le Dibutylformamide et le BHT proviendraient du caoutchouc en isoprene-isobuténe

chloré.*

Les seringues BD Sterifill® sont composées de trois parties de composition différente : le
corps de la seringue est en COP, le piston est en polypropyléne et le stopper est en
FM457. Les seringues sont délivrées non-assemblées. L6é6ut i | i sateur asse.l
différentes parties lors du remplissage des seringues. Ces seringues ne sont actuellement
pas utilisées en routine a la pharmacie du CHUV (produit non disponible sur le marché

suisse, colt élevé, et c é) .

Ces seringues sont ferm®es ~ | 6aide dbébun boucho

la figure ci-dessous :

N Corps de la seringue

3 ) —P
'\;‘/' Y ) (Sterifill Advance)

Joint du piston
(Sterifill BSCF)

\4

\ “ Piston

(Sterifill PR)

Figure 4 : Seringue BD Sterifill

La fiche technique de ce produit se trouve en annexe V.
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Dans le cadre de cette étude,| e pr of i | L/ E doéune ndlconditionnéen d 6i n s
dans trois contenants différents : les seringues BD Perfusion®, les seringues BD Sterifill® et
les flacons COC Promens/Elpack® va étre établi.

223.Cal cul de | 6 AET

Afin de déterminerl a | i mite doéidentification et de quant.
des contenants dans |l esquels | a 6§6A&ETIi doni d6P hse

pour chaque contenant selon la formule suivante :

a SCT[mg! j] 0 .&Volumecontenan{ml] @
AET /mLl =
Ly ] é%osejournaliére[mu j]@c% Masse:ontenam[g] x

- AET = Analytical Evaluation Threshold = Limite au-dessus de laquelle un
opérateur devrait commencer a identifier une substance L/E.

- SCT (Safety Concern Threshold) = Limite en-dessous de laquelle un diffusible a
une concentration trop basse pour présenter un risque de toxicité

- Dose journaliére = Dose journaliere maximale (Posologie estimée pour un enfant
de 10 [kg] prenant une dose de 10 [UI]d 6 i n sparljourn e

- Volume contenant = Volume totaldelasolution do6i nsul i ne
- Masse contenant = Poids du contenant

Ainsi, le tableau ci-dessous résume les AET au-dessus desquels une substance L/E

contenue dans | a s o lmu]tdoitétre identifiteresquantifiGee =~ 1 [ Ul /

Tableau 5 : Résumé des AET

Contenant AET [ppm]
Seringue BD Perfusion® 0.02
Seringue BD Sterifill® 0.02
Flacon COC, Promens/Elpack® 0.04
Lescalcusd ®t ai | | ®s dneenbndeXeEVI. f i gur e

Etablir un profil L/E complet est trés complexe et nécessite le recours a des techniques de
pointe, tellesqubun spectrom tre de .Fatsde emoyens a dispopiton MS/ MS
et par soucis de temps, il a été décidé, dans le cadre de cette étude sur les substances L/E
déune solution déinsuline conditionn®elesdans t

substances L/IE q u e | @echercheraAinsi, une sélection des substances extractibles et
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diffusibles a « screener », identifier et quantifier dans le cadre de cette étude va étre

effectuée. Mais, quelles substances choisir ?
2.2.4. Choix des substances L/E cibles et évaluation de leur toxicité

Les contenants sélectionnés sont constitués de plusieurs matériaux différents : le COC, le
CORP, le polypropyléne,lepo |l y ®t hyl ne, | 6 i essiticore etedubriiantnDeh ®t i g u
nombreuses substances L/E peuvent étre extraites ou diffuser de ces contenants, comme

lilldistre les diverses listes de substances L/E élaborées par Jenke D.’

Comme dit précédemment, réaliser un profil L/E complet des substances L/E extraites des

trois contenants retenus dans le cadre de cette étuden 6 est pas possible faut
de moyens. Cboest proides liptesode subsfances L/E pouvant potentiellement étre

extraites des contenants étudiés, quatre substances ont été retenues: le
Butylhydroxytoluéne (BHT), Antidxydant 425, aclidéd e my r i &itlei capryl@jueeQes | 6

composés ont été choisis parmi la liste des substances L/E pour les raisons suivantes :

- s 6da gamposés pour lesquels des témoins de référence existent sur le
commerce. Une identification de cesc o mp o s ®s " elsdudian demoindest u n

alors possible.

- s 6 @ampdsés goarr lesquels des protocoles de méthodes ddéextracti on
d 6 a n a | nHBLE/UY au GC/MS existent dans la littérature,?**4% 40149

- sbagi t de compos ®ss canemamicenstiuésudes mémes f us er

matériaux que ceux testés dans le cadre de cette étude.?**?

Une description plus détaillée de chague composé est effectuée ci-dessous.
2.2.4.1. Butylhydroxytoluéne (BHT)

Le BHT est utilisé comme antioxydant des matiéres plastiques et en caoutchouc.® Il peut
étre retrouvé dans de nombreux contenants pharmaceutiques notamment dans les
contenants en polypropyléne, dans les élastoméres et dans les caoutchouc.’ Selon la
monographie 3.1.6. de la Pharmacopée européenne, le BHT est un additif pouvant étre
utilisé pour la fabrication du polypropyléne.® Il ne doit pas étre contenu & une teneur
supérieure a 0.125%." Selon la littérature citée dans le chapitre 2.2.2., il peut étre extrait
du polypropyléne qui est contenu dans les seringues BD Perfusion® et BD Sterifill® (piston),
ainsi que du caoutchouc du septum des flacons COC et des stoppers des deux types de

seringues BD.>*
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Les caractéristiques physico-chimiqgues du BHT sont résumées dans le tableau ci-

dessous :
Tableau 6 : Propriétés physico-chimiques du BHT
TR HJCHQ
Structure® Hoe Ha
HB
CAS™ [128-37-0]
Nom chimique ** 4-Méthyl-2,6-bis(2-méthyl-2-propanyl)phénol
5253 Il nsol ubl e dans | 6eau. So
Sl | 6ac®t one et dans | e DMSO
pKa 12.75
Log(P)** 5.32

Au niveau toxicologique, le BHT peut avoir des effets délétéres sur le foie et les poumons.

Des ®tudes r ®al i s ®e s ntane augmehtétiannde lmniaille ddf®@eaedoune r e
diminutonde | 6acti vi t ® tdiegu esingbstoressepeldipafaibles doses

de BHT par les rats.> Une augmentation dose-dépendante de la taille des poumons, ainsi

gudune augmentation de | 6 ac t(glutathian®erodydase oeltez y me s |
glucose-6-phosphate-déshydrogénase) ont été observées chez les souris ayant recu une

dose unique de BHT par voie intrapéritonéale.® Le BHT néest pas coasi d®r ®

cancérigéne, ni comme génotoxique.”*® L6 ADlI ( Acceptable Daily 1Intal
[mg/kg].>®
2.2.4.2. Antioxydant 425

L Antioxydant 425 est utilisé comme antioxydant des matériaux en caoutchouc synthétique
et comme stabilisateur thermique du polyéthyléne.>® Selon les travaux de Trittler R. et Hauk

A., Artidxydant 425 peut étre extrait des seringues BD Plastipak.***?
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Les caractéristiques physico-c hi mi g u eAstioxytlant 4R55 sont résumées dans le

tableau ci-dessous :

Tableau 7: Propriétés physico-chimiques d e Antiokydant 425
Structure®
CAS™ [88-24-4]
Nom chimique * 2,2'-Méthylenebis[4-éthyl-6-(2-méthyl-2-propanyl)phénol]
Solubilite l nsol ub_l e dans | 6eau, sdodl auub
solvants organigues
pKa* 11.49
Log(P)> 8.09

Au niveau toxicologique, l@ntioxydant 425 peut induire des affections rénales chez les
souris males | o r s admiieistrtién chronique de faibles doses.*® Une perte de poids, ainsi
aomt @aossi eété observées e n ¢ aagministration chronique.®® Lors

Andioxydant sAB5sa c@urt éevm@,eune bdigse de la

53,57

gudune

déadministration
spermatogénése et une atrophie testiculaire ont été observées chez les rats males.
L Antioxydant 425 n 6 e s t

pas connu

toxicité aigué est > 10 [g/kg] de poids corporel chez les rats.*

2.2.4.3. Acide myristique

Ldaci de negtutilisé dangla fabrication des lubrifiants.”® Selon la littérature citée
dans le chapitre 2.2.2., il peut étre extrait du caoutchouc du septum des flacons COC et
des stoppers des deux types de seringues BD, ainsi que du polypropyléne contenu dans
les seringues BD.>?' Les caractéristiques physico-c hi mi ques de |

résumées dans le tableau ci-dessous :

p o°U'rLe 1D, paur las @ssais@le i

Osant i

Tableau 8: Propriétés physico-c hi mi ques de | 6acide myristique
Structure®
HO a/“'v"'w”“‘w’“v'"w”“‘tm
CAS™ [544-63-8]
Nom chimique ** Acide tétradécanoique

Solubilité®® Soluble dans | 6alcoo
pKa 4.90
Log(P)** 6.09
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Au niveau toxi col tgge egticensidéré éommd pebLe toxioue,r méme en
cas dbéexpositi on * paliteprovoguertdes srritationss de $a.peau et des
yeux.” Il ne semble pas provoquer de mutations.® L 6 ADlI est e sdkygjomE.>®" 0.58 |

2.2.4.4. Acide caprylique

Léacide caprylique est utilis® comme produit ch

colorants.® Il peut aussi étre extrait du polypropyléne contenu dans les seringues BD.® Les

caractéristiques physico-c hi mi ques de | é6acide capryliqgqgue sont
dessous :
Tableau 9: Propriétés physico-chimiqu e s d e capbylogeei d e
o
Structure® M~
HO' CH,
CAS™> [124-07-2]
Nom chimique > Acide octanoique
Solubilite® I ns ol ubl e d a sokible |dans
| 6al cool
pKa > 4.89
Log(P)* 2.90
Au niveau de |l a toxicit®, | 6admini str atddson or a
ratsa engendr® des cas de crises do®pileptsie cl ot
Une congestion des organes Vi sc®r aux, onbétén s i g u
décritessui te ~ | dadimidmset uat iqure ®| ev ®ead ddsdasc’i de c af
En cas déexposition chronique de rats " des
dystrophie pulmonaire, rénale et cardiaque ont été observées.>*L daci de capryliqu

pas tératogene. Et ant ddonme®tguw®dint enu dans de peatgtler eux al
métabolisépar | 6organi s me, aucun ADI n & ae LOH ®urf i x® p

les essais de toxicité aigué et pour une prise per os est fixé a 10.08 [g/kg].**

Ainsi, malgré la présence de nombreuses substances L/E dans les contenants étudiés,
seuls | e B HARtjoxydant 425, |l 6angirdesti que eryliquel ot céired e cap
recherch®s, identifi ®s et guanti fi ®s dnakes | a so
différents contenants (Flacons COC Promens/Elpack®, Seringues BD Perfusion® et

Seringues BD Sterifill®).

Les analysesdu BHT dmntioxgdaent 42%vont étre effectuées par HPLC/UV-DAD, car
ils possédent des chromophores. Les analyses d e | 6aci de caprylique

myristique vont étre réalisées par GC/MS suite a une réaction de dérivatisation.
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3. Buts

L 6 o b jpencigalide ce travailestd 6i denti fier et dAstioxgdana 425,1 f i er
| 6aci de myri sdplyiqued aas ULbéacbBdeuti on abdditiomse | i ne
dans trois contenants différents :

- Les seringues, BD Sterifill®, 50 [mL]
- Les seringues BD Perfusion®, 50 [mL]
- Les flacons COC, Promens /Elpack®, 50 [mL]

Une comparaison des résultats obtenus pour chaque contenant va étre effectuée. Pour les
seringues BD Perfusion®, étant donné que 3 lots différents sont disponibles, une

comparaison des résultats obtenus entre les lots va étre réalisée.

Afin de pouvoir mener une étude exhaustive des quatre substances L/E retenues, cette

étude se subdivise en 6 grandes parties distinctes :

1) D®vel oppement do pme&®p @ éthandllans e @e dosage pour
| 6anal ysed dAntioBydant 425 par HPLC/UV-DAD.

2y Validation de | a m®t hoddéntiekgdantdd@SpargHPLCHUM- BHT et
DAD.

3)y D®vel oppement douwpmep P éthandlens e @e dosage pour
| 6 anallybsaec iddeque et gapriligue par GC/MS.

4) Validation de | e m®t hode de dosageC/M®& | d6acid

5) Etude des substances extractibles: identification et dosage du BHT, de
| Adtioxydant 425, de | 6acide myristique mattsramplisr yl i qu

avec des solutions fortement polaires ou a des pH extrémes.

6) Etude des substances diffusibles : identificationet dos age dAntioBdadt, de |
425, de | 6acide myristiqgue et capemplsavgcue ayar

duNaCl0.9%ouunes ol uti on doéinsuline ™ 1 [ UIl/ mL]
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4. Développement
dosage
DAD

pour

4.1. Introduction

Le
chromophores. Af i n de
déoanal yse HPLC

doivent étre développées.

4.2. Matériel et produits

pouvoir

avoir

un

Le tableau ci-dessous résume la liste du matériel employé pour cette étude :

bon

doune pm®plao &échadtdlond ét de
| 6 anal Aniexydant 42B phif HP&C/UVd e

B H RAntiexydanit 425 sont analysés par HPLC/UV-DAD en raison de la présence de
rendement

opti makr ®p ar ednantlon®alth od@a dael ys e

Tableau 10: Liste du matériel employé
- o . Référence
Matériel n° de lot Fournisseur fournisseur Pays
1602209P
3 Lots de seringues BD Perfusion® 1601255P BD 300136 Irlande
1603204P
A q Codan Medical
Bouchons maleffemelle  Combi  Lock | | g755, 9 AG Division 16/5280 | Allemagne
stériles ;
Homedica
Bouchon septum gris 3 [mm] 30672030 Flaigg 342-V9048 Suisse
3000-
Lyoseal bleu 20 [mm] 11F090 West 00000133251 USA
Pré-colonne Zorbax Eclipse Plus C-18, 2.1 x USUQB05330 Agilent 821125-936 USA
2.5 [mm], 5 [um]
Colonne Agilent Zorbax eclipse Plus C18, .
100x3.0 [mm], 3,5 [um] B15216 Agilent 959961-302 USA
Vi al s A gDedctévatéd vidls amber, 000015363
write-on spot, 2 [mL] Wide opening screw Agilent 5183-2072 USA
top glass vialsbo 000015356
I n s e Certified microvolume inserts for
wide opening vials, deactivated glass flat | 2086652290 Agilent 5183-2086 USA
bottom insert 440 [uL]o
B o u ¢ h oStrewiicaps for 2 [mL] vials, . i
S e, STIEES & camad BT 193936 Agilent 5185-5862 USA
Filtre GH Polypro 0.45 [mm], diam. 47 [mm] T307771 PALL 66548 Mexique
Filtre Whatman, diam. 125 [mm] 69969344 Whatman 10314744 Allemagne
Bandelettes pH McolorpHast H0697426 Merck 1.09535.0001 | Allemagne
Tube SPE Supelclean LC18, 1 [mL] 6759201 Sigma/Supelco 504270 USA
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Le tableau ci-dessous résume la liste des produits employés pour cette étude :

Tableau 11 : Liste des produits employés
. o . Référence
Produit n° de lot Fournisseur - Pays
Isopropanol (=2-propanol) K47208640544 Merck 1.01040.2500 | Allemagne
Sodium phosphate dibasique dihydraté
(=Na;HPO, " 2H,0) K46477153 603 Merck 1.19753.0250 | Allemagne
70366633605
Eau pour HPLC 20375533610 Merck 1.15333.2500 | Allemagne
Dichlorométhane pour HPLC K47623144610 Merck 1.060442500 | Allemagne
. 1780018518
Méthanol 1803918518 Merck 1.06018.2500 | Allemagne
Sodium sulfate anhydre AMO0876649604 Merck 1.06649.0500 | Allemagne
Acide chlorhydrique 5 [M] HC44262011 Merck 1.09911.0001 | Allemagne
Sodium hydroxyde 5 [M] HC54854813 Merck 1.09137.1000 | Allemagne
Sel déoammoni um ac®t at e|] BCBQ3068V Sigma 17836 Hollande
Bisphénol M (CAS : 13595-25-0) BCBN1490V Sigma 23454 Japon
Irganox 415 (CAS : 96-69-5) 20160109 Chemos 132912 Allemagne
Butylhydroxytoluéne 1.7 EDQM B1215000 France
Antioxydant 425 MKBC8969V Sigma Aldrich | 1001847278 USA

4.3. Appareils et équipements

Le tableau ci-dessous résume la liste des appareils et équipements employés pour cette

étude :
Tableau 12:  Appareils et équipements

Appareils et éguipements Numéro de série Fabricant Pays
Balance de précision Mettler Toledo AX 504 112 1091337 Mettler Toledo USA
Balance standard Mettler PG 1003 S 1125020066 Mettler Toledo USA
pH-meétre _ de laboratoire Mettler Toledo 1232035453 Mettler Suisse
Sevenmulti
Bains ultrasons B5200 Bransonic C-120/86 Branson USA
Chromatographie en phase liquide Agilent .
1100 séries DE11109565 Agilent USA
Autoclave a vapeur FOAF 3/B Fedegari NA1312AN Fedegari Italie
Etuve (EP), Memmert ULP 400 G401.0246 Memmert Allemagne
Etuve (EP) Rumed 4101 0412/07 Rumed Allemagne
Rotavapeur 7441655 KNF Suisse
SPE Supelco Visiprep 24 DL - Sigma/Supelco USA
Vortex 0100 VWR USA
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4.4. Méthode
441 M®t hode i niti alHPLOYDARI yse par

De nombreuses méthodesd 6 anal y s e d uAntiBxidant 425 somt décrited dans la
littérature.?*?4*%2 Une méthode développée par Jenke D. et Norwood D. sdappl i que

I 6 anal ys elesdksebstanaes L/Eeextraites de différents matériaux pharmaceutiques,

dont le BHT.?"

Cette méme méthode est retrouvée dans la Pharmacopée américaine dans la monographie
«USP <1663> : Etude des extractibles associés aux contenants pharmaceutiques et aux
di spositifs déadmin i »8 et esaillustréendang le tabte@udci-dessaue: n t s

Tableau13: Condi t i oysesHPHGA/4DAD selon USP

Colonne Agilent Zorbax Eclipse Plus Cyg, 100 x 3.0 [mm], 3.5 [um] particules
Tampon dobéac®t at e e
Phase mobile a10 [mM] apH 4.8 Acetﬁfgglljtipoonu;-IPLC
(= Solution A) 3
Temps % de solution B
0.0 5.0
. 8.4 100.0
Gradient 35.0 100.0
36.0 5.0
39.0 5.0
Débit 0.8 [mL/min]
Vol ume doi 10-50 [uL]
. . 205-300 [nm], avec des spectres enregistrésaux | ongue
Détection UV | ¢ \vantes : 210, 220, 230, 250 et 270 [nm].
Cette méthode est testée initialementd ans | e cadre de cetited®uode.
m®t hode adapt ®e ~ | 6®t ude de toutes | esesubsta

negstpas directement appl i cabl Antioaydantdi?2bs Aingiedesdu BHT

adaptations y sont apportées af i n de | a rendr e applicabl e
| Adtioxydant 425 et des standards internes choisis dans le cadre de cette étude.

4.4.2. Méthodesdepr ®par ati on doé®chantill ons

Ce chapitre se divisera en deux sous-chapitres :

1) D®vel oppement eddeypnmep m® eebhandlions pad LLE (« Liquid-

Liquid Extraction » ou Extraction liquide-liquide)

2) D®vel oppement dowmre®pa®ahoodoa dad BREh(@Svlidi | | ons

phase extraction » ou extraction en phase solide)
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44.2.1. D®vel oppement douner @GpRarheotdieonded @@&c hant i |
extraction liquide-liquide : Méthode initialedepr ®p ar at i on dmpa®RdBant i | |

Plusieurs exemples de pr ®p ar at i ons paudl®B HE n Anrtidxydahn425 sont

détaillés dans la littérature.?***%?% | es méthodes de pr ®p ar at i on ldsdpluis hant i |
fr®guemment ut il i s ®e s-ligdde ou la IP&.eParmirles cnéthoden del i qu i d e
pr®paration tetho8veéds adant ilal littéoatuie, l a m®t hode dbéextr a
proposée par Jenke D. semble étre la méthode la plus appropriée. En effet, Jenke D.

propose dans son article, une m®t hode doée x tde sowstlésocompopés r LLE
apolaires contenus dans un extrait de différents matériaux pharmaceutiques (PVC, COC...),

ainsigu 6 une m® yuandiftaion dies composés extraits ~ | 6ai de de deux s
internes, le Bisphénol M, et | 415 (Amnexe dlIx* Aux vues des propriétés physico-

chi mi ques du AnBadyOantedR5, cetee métliode de pr ®p ar ati on do6é®c ha
peut étre testée pour | 6 e x t r a BHTiebde | Adtioxydant 425. Elle peut aussi étre

appliguée™ | dextraction de | 6daci de ,mycrei sqtuiiqg uea erte ndde
plus intéressante. Cette méthode est donc utilisée comme méthode de préparation

d 6 ®c h a nirtitiald dt vanée adaptée plus spécifiqguement © | 6 e x tu BHT éetide® n

| Adtioxydant 425.

44211 M®t hode dbéextraction
I Standards internes

Etant donné que la méthode développée par Jenke D. visait & établir un profil L/E complet
des matériaux testés, le choix des standards internes était complexe. Il fallait que ces
substances ne soient pas contenues dans les extraits et simulent au mieux le
comportement de la majorité des substances extraites. Ainsi, dans le cadre de son étude
sur les substances L/E, Jenke D. avait sélectionné deux standards internes pour la
guantification des composés extraits : le Bisphénol M, utilisé pour évaluer la performance
du processus de pr ®p ar ati on @ d ®clhéalnrtgialnlooxn s 4 1 5, ut il i s

performance de ?# 6analyse HPLC.
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Dans | e cadre de | 6®tude sur | es substances L/ |
proposés par Jenke D. sont utilisés. Le Bisphénol M, représenté ci-dessous, est choisi
comme standard interne pourlapr ®p ar at i on , dadil@stktable etisdluble darss

les phases organiques et aqueuses. Il est lipophile (log(P) = 6.12)?, ce qui signi fi
une forte affinité pour la phase organique. Il est soluble dans du méthanol et possede des
chromophores, cilestgWabsodantfni fi e quod

OH

HO
Figure 5 : Bisphénol M 2

L6l r gss dllustré ci-dessous, est utilisé comme standard interne pour évaluer la
perfor mance dd&PUCAY-DADIleryraison de aarstabilité, de sa solubilité dans

le méthanol et de sa détectabilité en UV (présence de chromophores).?

Figure 6: Irganox 415

Dans |l e cadre de | 6® ude des substances L/ E de

de Bisphénol M est préparée a une concentration de 2 [ug/mL] dans du méthanol. La
solution délrganox 415 est P [ugénpLhdar® eu niéthanasl.e c onc.

Aucune donn®e sur |l a stabilit® de ces solutions
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1 Extraction liquide-liquide

L 6ext r aidéa-ligudeestunegechniguedepr ®p ar at i on qliGa@oubatdeg i | | ons
répartir les composés entre deux phases non miscibles selon la polarité et la solubilité des

compos ®s déint ®r °t d a nBour Icee faire, pdbsaseleasts apdlaires i s ®e s
(hexane, dichlorométhane etc...) sont mis en contact avec des solvants polaires (solution

aqueuse) dans une ampoul e ° d®canter. Apr s une agi

laissée a décanter et une séparation des phases survient. La phase dans laquelle le

compos® doéint®r°t sbdest solubilis®, est r®colt @
lapolar i t ®, de |l a solubilit® des compond®mlvadtdi nt ®r ¢
(pour | d8®vapod®btion du solvant

La m®t hode do e-fiquidealéveldpmée pat JengeuDi. estda suivante® :

Dans une ampoule a décanter, 50 [mL] de la solution & analyser sont déversés. 1000 [uL]

de la solution standard de Bisphénol M a 2 [ug/mL] y sont ajoutés. Le pH de la solution est

ajust® © 3 avec de | 6HCI 5 [ NJ]. 25 [ mL] de di cl
pendant 1 minute, la phase organique est récoltée et une nouvelle extraction est réalisée a

| 6aide de 25 [ mL] de dichl orom®t hane. Le pH de
avec du NaOH 5 [ NJ. Deux nouvelles extractions
de 2x 25 [mL] de dichlorométhane. Les phases organiques sont ensuite rassemblées dans

un ballon de 200 [mL]. Une spatule de sodium sulfate anhydre est ajoutée et la solution est

filtr ®e ° |l 6aide doéun filtre Whatman di am. 125
Lo6®chant il | weol[mlyde méteapol. 208 [uLd de cette solution sont prélevés et
déposés dans un vial ambré. 200 [ OL ] de |l a solution standard

sont ajoutés. La solution est ensuite injectée. La concentration finaledel 61 r ganox 415 e

Bisphénol M est de 1 [ug/mL].
4421.2. Rendement d éxtraction LLE

Afin doé®valuer | a perf okl maaquei AdiepdndsX kedtict i on |
et le Bisphénol M, dixe xt r acti ons successives dopowHRRChant i |
spikés avec une solution contenant 10 [ug/mL] de BHT, de Bisphénol M, e t Antiokydant

425( = Solution standard 1) sont r ®alis®es selon

le chapitre 4.4.2.1.1 M®t hode dbéextr act i som ensuiteceapalys®s paalat i | | on
m®t hode dHPAGIWIDAR. e

Afin de pouvoir calculer le rendement exact, la solution standard 1 « pure » doit étre

injectée. Pour ce faire, 200 [uL] de la solution standard 1 sont prélevés et déposés dans un
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vial. Aprés adjonctionde 20 0 [ OL ] d 6 dbnl er gsaonl o {ugAalibla solution est

injectée.

La concentration finale de | Adtioxydant 425, du BHT et du Bisphénol M est de 5 [ug/mL].

La concentrationfinalede | 61 r ganofug/dll]5 est de 1

4.4.2.1.3. Prévalidati on de | a m®t hode diguadetraction | iqui
Quatre milieux doéextraction diff®rents sont ut i
di ffusibles et extractibles de | a soluBidon doéin

tampon phosphate a pH 8 , déun m®l angeb0i5Gatged @ap asmd hetilideown d o i

a 1[Ul/mL] (c.f. chapitre 8. et9.). Af i n de s o6as s uddeaxtqrueec tlidpanidtiielui s
déinfluence sur | e rne préealeind atdibeerxtdeact aom®t hod
liquide-liquide est réalisée. Pour ce faire, les pentes obtenues avec 4 standards

do®t al onnage de 4 ni veauxetrd@a yamtcema g ad U loinsd a@a X
sont comparées avec les pentes obtenuesavec 4 standards do6®t al onnag
concentrations différents ayant été extraits sel on | a m®t holdlE dagsGlesxt r act |

différents milieux testés dans le cadre de cette étude.

Pour exclure | o0influence du milieu ceDrappdts acti on
entre la pente des quatre solutions standard a quatre niveaux de concentration (non
extraits par LLE) et la pente des quatre solutions standard a quatre niveaux de
concentration extraits par LLE doit étre égal a 1. Le protocole de prévalidation détaillé

figure en annexe VIII.

4.4.2.2. D®Ovel oppement doéumre®peRrt ehtoideen ddgpa®IPEant i | | o
méthode initialedepr ®p ar at i o Hond@aRSPE an't i

Une m®t hode d o6 estdévebmpéeisoita auS iBdultats insatisfaisants obtenus
lors de la prévalidation de la méthode LLE et du calcul du rendement. (c.f. point 4.5.

résultats et discussion)

44221 M®t hode dbéextraction
I Standards internes

L6 I r g a n o xutiligélcéBmme standard internepour v ®r i fier |l a perf or me

HPLC et la performance de la méthodedepr ®p ar ati on .dé®chantill ons
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1 Extraction SPE

Et ant donn® que peu de donn®es figur PEtdudans |
BHT e tAntidxgdant 425, l a m®t hode d o eestinitialement développéar SPE

sur la base de nos propres connaissances.

La SPE est une technique de pr ®p ar ati on dud fecnteta detséplarkrolaes s
substances contenues dans une solution ou dans une suspension en utilisant une colonne

en silice. La s®paration fonctdesp commséssilan un [
colonne. Seuls les composés ayant une forte affinité pour la colonne sont retenus. Les

autres sont élués. De nombreux type de colonnes existent sur le marché (Colonnes en

phase normale, en phase inverse LC-18 et c é) . Le choix de |l a <colo
propriétés physico-chimiques des composés a extraire.®

Dans le cas présent, les composés a extraire étant apolaires, une colonne SPE LC-18
(phase inverse) est sélectionn ® e pour | 6dext r ac tUneobonnaaffisité duc hant i |
BHT et de I®Antioxydant 425 avec la phase stationnaire est attendue. Le méthanol est
choisi comme éluant en raison de la solubilité du BHT et de | Adtioxydant 425 dans ce

solvant.
Le protocole ci-dessous a été développé initialement :

La colonne SPE LC-18 est activéeavec2 x 1 [ mL] de m®t hanol pour H

de 2 x 1 [mL] déeau pour HPLC. 2 x 1 [mL] du mi
pH 3, paist é]) mL ]échdniillom(dans le cas présent: une solution standard

contenant 5[ Og/ mL] d eAntiBxydant 425) esd douté. Finalement, 1 00 [ OL] déun

solution délrganox 415 (1l e st and &a dartouclmetestr ne)

laissée a sécher. Une fois séche, le vide est coupé et un tube en verre propre est placé

sous la cartouche. 2 x 1 [mL] de méthanol sont ajoutés dans la cartouche. Le systeme est

mis sous vide. La cartouche est laissée a sécher. Une fois séche, le vide est coupé. La

solution méthano|l i que est ®vapor®e ~ sec avec de | b6azo

pour reprendre la solution. Aprés agitation, la solution est injectée.

La concentration finale de Ahtidbxydant 425 et du BHT est de 5 [ug/mL]. La concentration
final e del5ksbded [gugnmip x 4

En fonction des résultats obtenus en utilisant cette méthodede pr ®p ar ati on ,dd ®c h a
des am®l| i orations vont y °tre apport ®es afin
déextraction du BHT et de | 6Antioxydant 425,
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4.42.2.2. Re n de me xtractid SPE

Afin dé®valuer | a p e rSPBOp anaAntiokydamnt €25 etdeeBHT,rdi@ ct i o n
extractonssuccessi ves dfcarmespoRdamt adt i[ ImlieaypodrdHPLC spiké

avec 5 [ug/mL] de BHT e t Antiokydant 425 (= Solution standard 1)) sont réalisées selon la

m®t hode d 6 BPEt aptanisdei loes échantillons sont ensuite analysés par la

m®t hode dHPACIWIDAB. & a concent r atAntioxgdant 42h et luBHTd e | 6
est de 5 [ Og/ mL]. La concentgmilti on de | 6l rganox

Afin de pouvoir calculer le rendement exact, la solution standard 1 « pure » doit étre
injectée. Pour ce faire, une solution standard 1 contenant 5 [ug/mL] de BHT et
d Antioxydant 425 et 1 [ug/mL] d6 1 r g a n cest prdparée dans du méthanol et est

injectée.
4.4.2.2.3. Pr®validation de | a pwg@PEhode dbéextraction

Afin de sbéassurer que | eitpnas icdi ndfolevedderceet t $ wm lu
dbéextr act ivaidation de daemétpodeRSPE optimisée est réalisée avec les quatre

milieux testés dans le cadre de cette étude (tampon phosphate a pH 3 etc...). Pour ce faire,

| es pentes obtenues avec 4 standards do®t al on
di ff®rents et n 6 ay a3%PE soptaxampaséashavec lésdpentes obteruesi o n
avec4standards do6®t alonnage de 4 niveaux de concen
sel on | a m®t hoIPE optindiseex dams des diffécents milieux testés dans le

cadre de cette étude. Le protocole de prévalidation détaillé figure en annexe IX.

Les rapports entre la pente des quatre solutions standard a quatre niveaux de
concentration (non extraits par SPE) et la pente des quatre solutions standard a quatre
niveaux de concentration extraits par SPE  doi t °tre ®gal "’ 1 pour e

miieuddextraction ger |l lbextemadeée momt
4.5. Résultats et discussion
4.5.1. Optimisation de la méthoded 6 a n a | yHPeC/aDAD

Di ff®rentes am®liorations o0ntyse@dr BPLEG/PDAD tI® e s

débit a été diminué de 0.8 [mL/min] a 0.4 [mL/min]. Le gradient a été modifié : il passe de

5% a100% ddbac®t oni tril e elestrBaintenuiath Q0 &s dopagesdanhi tril e
5 minutes. | | sbensuit une phiaRsgeui i é bd 8t imo avectb®s | d c o
d 6 ac ®t dvet dette méthode, les temps de rétention du BisphénolM, de | 61 r ganox

du BHT Antioxydaat 425 &ont respectivement de 38.4 minutes, de 46.3 minutes, de
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48.8 minutes et de 55.4 minutes. Le v ol u me aé&éipaspgéede 10i[d]na 50 [uL].
Seulelalongueur doéonde de 210 [nm] a ®t® retenue. A ¢
de détection est suffisante pour tous les composés recherchés. Finalement, une

précolonne, la Zorbax Eclipse Plus C-18, 2.1 x 2.5 [mm], 5 [um] a été ajoutée afin de

protéger la colonne.

De nombreux composés « non-identifiés » éluaient dans les premiéres 20 minutes de

| 6anal yse et proche des temp&i ndiS@rle°fd@dane detla on des
solution doinsuline, un compos® ®luait dar s pi
Bisphénol M. Il y avait un risque de co-€élution entre le Bisphénol M et ce composé. Afin

déam®l iorer l a s ®I eectt i 0 ®I® ndienelra | m®trihioséigeu e d O i
d®ci d® de ralentir doéa@atwRdant dp ébixaémgentiscRla d

pente du gradient augmentée.Le v ol ume do6éi nj ect il®fuL]a S50§IL® a u g me
afin dbéam®liorer | a sensi lsishns po@r adgtant ind@e ene t i on d

surcharge de la colonne.®

Dans cette configuration, une bonne séparation des pics de chaque composé analysé est

observée comme illustré ci-dessous :

DAD1 A, 5ig=210.4 Ref=360,200 (EXTRACTIBLES_DEVELOPPEMENT_28042016\2016-09-2317-52-54\045-0601 1)
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Figure 7: Exempledec hr omat ogr amme dobéun ®chanti |l |
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DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,200 (EXTRACTIBLES_DEVEL OPPEMENT_28042016\2016-09-2317-52-54W075-2101 )
DA A, Sig=210.4 Re=260.200 (EXTRACTIBLES_DEVELOPPEMENT_28042016\2016-10-2114-53-44W61-0202.)
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Figure8: Chr omat ogramme do6éun ®chantill on superpos
bl anc de |l a solution doéoinsuline
La qualité de la séparation des pics peut étre évaluée par le facteur de sélectivitt U. 1 | s b agi

d un indicateur de la séparation entre deux pics. Idéalement, le facteur de sélectivité doit

étre supérieur & 1 pour que la séparation des pics soit considérée comme acceptable.®

Les facteurs de sélectivité obtenus pour chaque composé analysé figurent dans le tableau

ci-dessous :

Tableau 14 : Facteurs de sélectivité

. Facteur de sélectivité Facteur de sélectivité
Compose . .
(par rapportaupic doéay (Par rapport al
Irganox 415 1.20 1.05
Bisphénol M 1.20 1.27
BHT 1.27 1.13
Antioxydant 425 1.14 1.32

Les facteurs de sélectivité obtenus sont tous supérieurs a 1. Ainsi, une bonne séparation
des picsestobs er v®e . Il @byt aopasddse pbcs suite ~° | 6a
doéinjectijlLpabO[dlg 10 [

Cingi njections doéune sol utud/omL ]Jst cheAdtydhnt 426 @t enant
de Bisphénol M et 1 [ug/mL] d léganox 415 ont été effectuées afin de vérifier la répétabilité

des temps de rétention. Les résultats détaillés figurent en annexe X.
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Des CVs compris entre 0.03% et 0.08% ont été obtenus. La répétabilité des temps de
rétention est bonne, car le CV est inférieur & 2% pour tous les composés analysés. Cela
signifie que |l es temps de r®tention sont reprod

colonne de 10 minutes est suffisant.
4.5.2. Optimisation de laméthodedepr ®p ar at i on dpaRdB.ant i | | ons
45.2.1. Rendement doextraction LLE

Lesrendements doéextraction suivants ont ®t® obte
spikés avec une solution de BHT, d®ntioxydant 425 et du Bisphénol M a 10 [pg/mL] :

Tableau 15: Rendement déextraction

. Céchantillon Bisphénol M Céchantillon BHT Céchantillon Antioxydant425
Sxtraction [ug/mL] [ug/mL] [ug/mL]
Moyenne * I1Cgs 2.15+0.04 0.98 + 0.07 1.28 £ 0.02
Ecart-type 0.06 0.09 0.02
CV [%] 2.60% 9.33% 1.85%
Rendement [%)] 43.76% 20.07% 28.24%

Les résultats détaillés figurent en annexe XI.

La concentration finale théorique attendue est de 5 [ug/mL] de Bisphénol M, de BHT et
d Antioxydant 425.

Les rendements doext Bisphéndl M,n |oeb t BAdtibxydanp4@bigont | e

trés faibles, mais répétables (CV < 10%). Ces résultats sont étonnants aux vues des

propriétés physico-chimiques des composés d 6 i n.tD&srinvesstigations supplémentaires,

notamment sur la stabilité des solutions a pH acide ou basique et sur la volatilité des

composeés (volatilisation dans le rotavapeur) sont nécessaires pour pouvoir expliquer le bas

rendement ddextrhetiremdement déextraction pouvant a
milieu dbéextraction, l es r®sultats de |l a pr®val

rendement dobextraction.
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45.2.2. Pr®validati on detradtian limfedie-hquidee d o e

Les rapports des pentes entre la pente des quatre solutions standard a quatre niveaux de
concentration (non extraits par LLE) et la pente des quatre solutions standard a quatre

niveaux de concentration extraits par LLE figurent dans le tableau ci-dessous :

Tableau 16 :  Résultats
BPM BHT Antioxydant 425 .
Médiane du
EE Rapport Pente| Rapport Pente | Rapport Pente rapport des
STD/Pente STD/Pente STD/Pente pentes
Extrait Extrait Extrait
Série 1
(Milieu : tampon 2.71 2.20 2.66 2.66
phosphate a pH 8)
Série 2
(Milieu : tampon 2.55 2.21 2.54 2.54
phosphate a pH 3)
Série 3
(Milieu : mélange 1.08 / 1.29 1.08
isopropanol/eau ' ' '
50:50)
Série 4
(Milieu : Insuline & 2.57 2.37 2.51 2.51
1 [Ul/mL]
Les résultats détaillés figurent en annexe XII.
Lesrésul t ats obtenus pour | a pr®validation d®montr
l e rendement dbéextraction. En effet stanbaedset r appor
celles des solutions extraites estctienuept®ta eur

courbe do®talonnage t rsaw®dpréparéescdand @dusmétkandl net i on s
peut donc étre utilisée pour calculer les concentrations des échantillons extraits par LLE,

car elle sous-®val ue doéun facteur d des echantillans extRaits®en | es r G
solution aqgqueuse et doéun f ades édmantilloddextravsien on 1. 1

milieu organique.

Afin de pouvoir calculer le rendement avec exactitudeencas doéuti |l i sation de |
pr ®par ati on phd&tcabtiannliquidé-liqude, sl faudrait procéder a un dosage

des échantillons selon la méthode des ajouts dosés. Cela rend trées complexe la mise au

point et la validation de la méthodedep r ®p ar at i on ahdéa®an dealanultigliditéo n s

des milieuxet des contenants wutilis®s dans | e cadre d

3 contenants différents).

Débautre part, |l ors de | a r ®al i s atdreemeffattaantl a s ®r |

une extraction LLE avec le milieu isopropanol/eau, aucune trace de BHT n 6 a re®du®e
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dans |l es ®chantillons dos®s. Aucune trace de E
phase aqueuse, ce qui semblait évident en raison du caractere apolaire du BHT. Aucune

trace de BHT noda ®t a&oratientdu dicbhlorognéthaselaifraide Selon uhed ® v
recherche de littérature, le BHT a une basse température de sublimation (située entre 55 et

70°CD¥11 est donc probable que ce dernier subl i me

Au niveau moléculaire, la capacité du BHT a sublimer peut étre expliquée par le fait que
6 e n c 0 mb rstérigue rat niveau de son groupement i OH est trés important.®”® Cela
I['i mite | es inferadions rholétulaite®du BldToéavec son environnement lors de
| 6®vaporati on deeténmaingdaaublinatiang Ceghesomene pourrait étre
diminué soit par la dérivatisation du BHT (par désalkylation en 2-tert-butyl-4-méthylphénol
parexemple)®®*ou par | dajout ddédune substances retenant

Ce phénoméne de sublimationne sb6est observ® que lesdassledes ext
mélange isopropanol/eau 50:50, car le volume de solvant & évaporer est plus important
(125 [ mL] au l ieu de 100 [ mL] en raison de |
dichlorométhane). Le t emps doé®vaporati on ddouteféiRicrhaengti | | o
pas exclu g u 6 yartee du BHT se sublime lorsque les extractions sont réalisées dans les

mélanges aqueux.

Ainsi, la méthode de pr ®par at i on pad &iwabtiamliguide-liguide shie semble

donc pas appropriée pour le dosage du BHT et Ardioxyidant 425, cdbest elkaur quoi
été remplacée par une méthode de pr ®p ar at i on pad 8PE.hEnnaisonl deso n s

di fficult ®gencdnréex avecdecmélarmge isopropanol/eau, il a été décidé de

procéder a une injection directe des extraits des différents contenants remplis avec le

mélange isopropanol/eau 50:50.

4.5.3. Optimisation de la méthodedepr ®p ar ati on dmaRSPEant i | | ons
45.3.1. Rendement doSPEtracti on
Lors de | 6injection du premier ® crit anndhapitrd on  pr G

4.4.2.2.1 Extraction SPE, il a été constaté que le rendement du BHT était de 0%. Une

nouvelle extraction SPE a été réalisée. Les 2 [mL] de méthanol extraits par SPE ont été

dosés avant évaporation. Le r endement do6ext rpmoche ideol®0%ddans BHT ®t
cette soluton.Lor sque cette m° me s ol ardtg, eprised@dan®l[®BL] ®vapor
de m®t hanol et i nject ®e, a pté déwctéa. Weewsmbbmatiom duc e d e
BHT survient | or s évdperatibonédu méthanol avec un gaz neutre. Afin d 6 @cei t er
phénomeéne, il a ®t ® do®ci dMtioxydaftl42beavec 1 [elL] deHnEtharot | 6

(au lieu de 2 [mL] de méthanol). Le volume de la solution est ensuite ajusté a 1 [mL] et la
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solution est injectée directement. En procédant ainsi, i | pasobnécedsaire de

reconcentrer 0 ®@tex@wvanudrl|altoino ne tdeltdors éiebvaéet i | | on

Les 10 extractions successivesd 6un ®chantill on ( ceauparsHPICCndant
contenant 5 [ug/mL] de BHT e t Antiokydant 425 (= Solution standard 1)) ont été réalisées
sel on | a m®t h SREoptinGéexLtersa crteinodne ment s dobéexétér act i ot

obtenus suite aux 10 extractions :

Tableau1l7: Rendement dbéextraction
Extraction Cechantilion 8T [HG/ML] Ceéchantilion Antioxydant 425 [HG/ML]
Moyenne * ICys 434 +0.24 5.80 +£ 0.33
Ecart-type 0.34 0.46
CV [%] 7.85% 7.92%
Rendement [%)] 87.51% 101.87%

Les résultats détaillés figurent en annexe XIlIl. La concentration finale théorique attendue
estde5 [ Og/ mL] ArgioxBl&hT42% t do

Lesr ®sul tats obtenus pour | e r enAntioxyelant 425dpére xt r act
SPE sont satisfaisants. Une bonne répétabilité a aussi été observée car les coefficients de
variations obtenus sont inf®rieurs actiohéubde Lbabs

rendement devra étre confirmé par la prévalidation.
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45.3.2. Pr®validation de | a SA®t hode dbéextraction

Les rapports des pentes entre la pente des quatre solutions standard a quatre niveaux de
concentration (non extraits par SPE) et la pente des quatre solutions standard a quatre

niveaux de concentration extraits par SPE figurent dans le tableau ci-dessous :

Tableau 18 : Résultats

BHT Antioxydant 425
Médiane du
Série Rapport Pente Rapport Pente rapport des
STD/Pente Extrait | STD/Pente Extrait pentes

Série 1 (Milieu : tampon
phosphate a pH 8) 1.0 1.0 1o
Série 2 (Milieu : tampon
phosphate a pH 3) 1.0 1.0 1.0
Série 3 : (Milieu :
Insuline a 1 [Ul/mL]) 0.9 0.8 0.8

Les rapports des pentes obtenues pour | a s o | instlihneoétant mhférieurs a 1, il a été

décidé de modifier la méthode de pr ®p ar at i on :ddRtcda 2 x1 [mL]ildola s
solution déinsuline ° 1 [ Ul/ mL] aétt@rensplackparZz ondi t i
X 1 [mL] de solution tampon phosphate apH3.Cel a per met dedmodi 6aer oh
du BHT dntioxydiant 4R56e t ainsi déam®Il iorer l eur sol u

L6®I uti on de estadoss faciliteapos ®s

Les résultats suivants ont été obtenus suite a ce changement :

Tableau 19: Résultats
BHT Antioxydant 425 Médiane du
Série Rapport Pente Rapport Pente rapport des
STD/Pente Extrait | STD/Pente Extrait pentes

Série 1 (Milieu : tampon
phosphate a pH 8) 1.0 1.0 L0
Série 2 (Milieu : tampon
phosphate a pH 3) 1.0 1.0 1.0
Série 3 : (Milieu :
Insuline a 1 [U/mL]) 1.0 1.0 L0

Les résultats détaillés de la prévalidation figurent en annexe XIV.

Suite 7 | 6opti mi sation de | a m®t hode SPE pour
déinsuline, l es r®sultats obtenus pour | a pr ®va
néli ménce pas | e rendement déextraction. En eff

solutions standard et celles des solutions extraites est égal a 1 quelque soit le milieu

déextraction test ®. Cel a s i g n isf soletionsg stamdard a coult
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pr ®par ®es dans du m®t hanol peut °tre utilis®e p
dans les échantillons extraits par SPE.

4.6. Conclusions

Ainsi, |l a m&tehodwe RHTAanaty de | 6Antioxydant a ®
sélectivité des pics, ai nsi lponé repembilité au niveau des temps de rétention ont

été obtenues. A t er me, une di minuti on du temps doéanal
pourrait °tre envisag®, car actuellement |l e ten

une phase de ringcage de 10 minutes).

Unepr ®par ati on phd 8PE lazée tdévéldppee au détriment de la méthode
doéextract i dsnite pua maulais Eendements d 6 ext r act i).oDe bamdt enu s
rendementsd 6 e xt r act i on AdtioxydBndd25 ant été dteenus vec la méthode
SPE.La pr®validation de | a m®t hode a permis de

ndavait pas déinfluence sur | e rendement dobdéextr

Afin de pouvoir garantir la fiabilité et la reproductibilité de la méthode de dosage, la

méthode doit étre validée.
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5. Validation delaméthode de dosage pawBHTddanal ys

| Atioxydant 425 par HPLC/UV-DAD

5.1. Introduction

La méthode analytique doit étre validée pour | 6 i denti fi cation et

| e

do

| Adtioxydant 425, ai nsi gue ipomnuretl 6lidemdsdgeadu standar c

I 61 r g a nLa xalidatibrbde la méthode est effectuée selon les criteres établis par le
protocole SFSTP, 2003.%

5.2. Matériel, produits, équipements et appareils

Le matériel, les produits et les équipements utilisés sont identiques a ceux utilisés pour le
développement de la méthode d 6 a n a(t.fy chapitre 4.2 et 4.3). La méthode analytique

estvalidée” | 6 alogiciel e-daval.

5.3. Méthode

Selon le protocole SFSTP, la spécificité de la méthode doit étre déterminée en premier lieu.
Elle est évaluée pour I61 r gan o x 4 1 RAntioxydamt 4B5HeT Jeurs| péoduits de

dégradation.®®

5.3.1. Spécificité

La spécificité est évaluée au moyen de trois essais: la pureté d e s pics, | 6abs
doéinterf ®rences ddalui miaBsré&auhrondatogrammes des blancs et par

des essais de dégradation forcée des composés d 6 i n.tL&sre%shis sont décrits ci-

dessous :

5.3.1.1. Pureté des pics

La puret® des pics est ® v anbtatighe(Version IC®BR05)dde du | o
| 6appareil HPLC pour un ®c Adioxydant 20etdedldTnetle nant 5

[Mg/mL] d 6 1 r g a n Bllg estdcaldulée selon un facteur de pureté. Le facteur de pureté
correspond a la moyenne des valeurs de pureté (obtenue en effectuant la moyenne de 5
spectres sélectionnés sur un pic déterminé) de tous les spectres compris dans la limite de
pureté. Le facteur de pureté doit étre supérieur a 990 pour étre considéré comme

conforme.
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5.3.1.2. Blanc

Un blanc doit étre préparé en suivant la méthode d 6 e xt rSPE,t i @fni n dbdexcl ur e
contamination de | 6®chantillonetods deoswaepr Rpa
doéinterf ® ences au niveau de sstprépars pod ehmquec o mp 0 s @
milieu test® dans | e cadre de | 6®tude des subs
phosphate a pH 3, tampon phosphate a pH 8, mélange isopropanol/eau 50:50, NaCl 0.9%
ets ol u tinsdime ad pJI/mL]) selon les protocoles suivants (c.f. chapitre 8. et 9. Etude

des substances extractibles et diffusibles) :

9 Préparation du blanc tampon phosphate a pH 3 etapH 8:

Des liners en teflon sont placés sur la valve de contrble du débit de la SPE. Une cartouche
Supelclean LC-18 est connectée sur le liner. Le systeme SPE est mis sous vide en
allumant | a pompe ~° vide. La de@k b[mldde métRaBol e st ac
pour HPLC, puis par l6aj ou't de 2 x 1 [ mL] d d6eatamppno ur HP I
phosphate a pH 3 ou du tampon phosphate a pH 8, puis 1 [mL] de tampon phosphate a pH
3 ou ou du tampon phosphate a pH8 s on't ajout ®s. Final ement , 100
dél rganox 41 interad) & 10 $uyg/ml) soat rmjdutés. La cartouche est laissée a
sécher. Une fois séche, le vide est coupé et un tube en verre propre est placé sous la
cartouche. 1 [mL] de méthanol est ajouté dans la cartouche. Le systéme est mis sous vide.
La cartouche est laissée a sécher. Une fois séche, le vide est coupé. Le volume est ajusté

a 1 [mL] avec du méthanol. Apres agitation, la solution est injectée.

9 Préparation du blanc NaCl 0.9% et insuline 1 [Ul/mL] :

Des liners en teflon sont placés sur la valve de contrble du débit de la SPE. Une cartouche

Supelclean LC-18 est connectée sur le liner. Le systéeme SPE est mis sous vide en
allumant | a pompe ~ vide. La colonne SPE est ac
pour HPLC, puis par | 6 apoor HPLC.d2ex 12[mLKkdu fampprmL ] d o e
phosphate a pH 3, puis 1 [mL]del a sol ution doéinsul il®8%sontl [ UI /
ajout ®s . Final ement , 100 [ OL] déune solution
[Mg/mL] sont ajoutés. La cartouche est laissée a sécher. Une fois seéche, le vide est coupé

et un tube en verre propre est placé sous la cartouche. 1 [mL] de méthanol est ajouté dans

la cartouche. Le systéme est mis sous vide. La cartouche est laissée a sécher. Une fois

seche, le vide est coupé. Le volume est ajusté a 1 [mL] avec du méthanol. Aprés agitation,

la solution est injectée.
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5.3.1.3. Essai de dégradation accélérée

Une solution standar d, conAmioxgant429eet B ubtlyrlghayndorxo x:

est soumise a différentes conditions de dégradation :

1) Dégradation a la chaleur : Une solution contenant 5 [ug/mL] de Butylhydroxytoluéne,
d Antioxydant 425 e t de I 6l rganox 415 ° 1 [ &g/ mL] est

placée a 80 [°C] pendant 24 heures. La solution est ensuite injectée.

2) Dégradation aux UVs: Une solution contenant 5 [ug/mL] de Butylhydroxytoluéne,
d Antioxydant 425 et ddrganox 415 a 1 [ug/mL] est préparée. Cette solution est soumise
aux UVs a & 270 et a 365 [nm] pendant 24 heures. La solution est ensuite injectée.

3) D®gr adat i oide: 50 | p &t ] ddéune solution m re de
d Antioxydant 425 © 1000 [ Og/ mL] et 10 [ OL] @i rganox
mélangésavec 50 [ OL] déHCI 1 [ M] dans wunestbal | on
ajusté a 7 avec du NaOH 1 [M] (Ajout de 50 [uL] de NaOH 1 [M]). Le volume est
complété a 10 [mL] avec du méthanol. La solution est ensuite injectée.

4) Dégradation avec une base: 50 [ OL] déune solution m re de
d Antioxydant 425 © 1000 [ Og/ mL] et 10 [ OugmL]cdnt r gan o x
mélangés avec 50 [uL] de NaOH 1 [M] dans un ballon jaugé. Aprés 3 heures, le pH est
ajustt” 7 avec du HCI 1 [ M] ( Alievalume abteconplété § OL] d 6

10 [mL] avec du méthanol. La solution est ensuite injectée.

5) Oxydation du produit: 50 [ OL] ddune solution m r e de
d Antioxydant 425 a 1000 [ug/mL] et 10 [uL] délrganox 415sofit 1000
mélangésa v e ¢ 5 OH,J, @% dansdid ballon jaugé. Aprés 3 heures, le volume est

ajusté a 10 [mL] avec du méthanol.

Afin de pouvoir quantifier la dégradation en BHT et en Antioxydant 425 dans les différentes
conditions, une solution standard contenant 5 [ug/mL] d Antioxydant 425 et de BHT et 1
[ Og/ mL] doél rganoetindcié®& est pr ®par ®e
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5.3.2. Standards d 6 ®t a | cehde sadjdation®

La validit® de | a m®t hode est d®t ermi n®e- " | 6ai

noval est utilisé pour le traitement des données.

1) Préparation des standards doé®talonnage

Le standard interne doi nj ect Poornce fdire,iuhe soludiant doéab
m re doéblrganox 415, l e standard interne doéinje

protocole ci-dessous :

Sol uti on m r 415 d@ssaudreaenacte@ment 100 [mg]d 6l rganox 415 dar

[mL] de méthanol.

Une solution fille délrganox 415 ~° 100 [-Og/ mL]
dessous :

Solution fille doélrganfPéevedDE) [ul] dell@ SolutiprOrgétemL ]

dél rganox 415 et compl ®ter ° 10 [mL] avec du m®

Deux solutions meéres des substances d 6 i n t(B®IT, °Antioxydant 425) sont ensuite

préparées selon le protocole ci-dessous :

1) Solution mére de Butylhydroxytoluéne : Dissoudre exactement 10.0 [mg] de BHT

dans 10 [mL] de méthanol.

2) Sol ut i on Amioxydant d25 : Dissoudre exactement 10.0 [mg] d Antioxydant
425 dans 10 [mL] de méthanol.

Une solution fill e cont eAntioxydantd42b estne®suiterpgparéed e BHT

selon le protocole ci-dessous :

Sol ut i o mMntibxiydahtel25etcde BHT & 100 [ug/mL] : Prélever 1000 [uL] de chaque

solution mere et compléter a 10 [mL] avec du méthanol.
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Les standards doé®t alonnage sont ensuite pr®par @

selon le schéma de dilution figurant dans le tableau ci-dessous :

Tableau 20: Standardsd 6 ®t al onnage

Volume de . Volume de
Concentration | solution fille de CSSCS?;];La;'an la solution Volume
Standard du standard BHT et interne fille diluant
do®t al of] d6®t al or dAntioxydant déinjec doél r g al (Méthanol)
[ng/mL] 425 [ug/mL] 415 [mL]
[ML] [ML]
STD1 5.0 1000
STD2 2.0 400
STD3 1.0 200 1 200 Ad 20
STD4 0.5 100
Blanc 1000 [pL] de méthanol +200 [uL]de | a sol uti on f i ||
[mL] de méthanol.

Prélever 400 [uL] dans chaque ballon jaugé et les déposer dans un vial.

Les concentrations finales des standards do®ta
[ g/ mL] et 0.5 [Og/mL]. La concentration final
Chaque solution standard est préparée en duplicata depuis la solution fille et est injectée

deux fois. Trois séries indépendantes sont réalisées.

2) Préparation des standards de validation

Le standard interne doinj ect Poornce fdire,iuhe soludiant ddédab
m re délrganox 415, |l e standard interne doéinje

protocole ci-dessous :

Solution m r e dbssaudreaenactement 100 [mg]d o6l rganox 415 dar

[mL] de méthanol.

Une sol ut iganox 415iall1004ug/mLd ¢st ensuite préparée selon le protocole ci-

dessous :
Solution fille délr ganfméevedDE [ul] dell@ SolutiprOmeremL ]
dél rganox 415 et compl ®ter © 10 [mL] avec du m®
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Deux solutions meéres des substances db6 i n t (BHT; Antioxydant 425) sont ensuite

préparées selon le protocole ci-dessous :

1) Solution mére de Butylhydroxytoluéne : Dissoudre exactement 10.0 [mg] de BHT

dans 10 [mL] de méthanol.

2) Sol ut i on Amioxydant d25 : Dissoudre exactement 10.0 [mg] d Antioxydant
425 dans 10 [mL] de méthanol.

Une solution fill e cont eAntioxydant42b estne®suiterprgparéed e BHT
selon le protocole ci-dessous :
Sol ut i o mntibixydahtel25@téde BHT a 100 [ug/mL] : Prélever 1000 [uL] de chaque
solution mere et compléter a 10 [mL] avec du méthanol.
Les standards doé®t alonnage sont ensuite pr®par @
selon le schéma de dilution figurant dans le tableau ci-dessous :
Tableau 21: Standards de validation
Volume de Volume de
. . . Concentration la solution
Concentration solution fille de . Volume
Standard du standard fille .
de du ste_mda_lrd de BI_-|T et interne dolrga diluant
o validation d Antioxydant PO 5 (Méthanol)
validation . doéinj ec 415 a
[ng/mL] 425 a prélever / 4| [mL]
L] [ug/mL] prélever
[WL]
VLD1 5.0 1000
VLD2 2.0 400
VLD3 1.0 200 1 200 Ad 20
VLD4 05 N 100 i}
Blanc 1000 [ OL] de m®th,anol + 200 [OL] de | a
méthanol.
Prélever 400 [uL] dans chaque ballon jaugé et les déposer dans un vial.
Les concentrations finales des standards de validation sont de 5 [pg/mL], 2 [pug/mL], 1
[ug/mLjeto. 5 [ Og/ mL] . La concentration finale du s
Chaque solution standard est préparée en triplicata depuis la solution fille, puis est
injectée deux fois. Trois séries indépendantes sont réalisées.
5.3.3. Linéarité®
La Ilin®arit® de | a m®t hode eesvalidaBonal u®e ~ | 6ai de
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5.3.4. LOQ

Le LOQ correspond ° la plus petite quantit® de
déterminé par le rapport S/N. Ce rapport doit étre supérieur ou égal a 10:1 pour 6

répétitions.*

5.3.5. Stabilité

Une solution standard contenant5 [ Og/ mL ] de BHT et doOoAntioxdant
dél rganox 4 15Cetessolution esRipjectéeRaet;, puiS & tos heures, 148 heuress 172 heures

ettyousaf i n do®val der BHT Antidtyeldnil4P5 et de | 6 | r guacoussxdu

temps. Les concentrations obtenues doivent étre comprises entre 90% et 110% pour étre

considérées comme acceptables.
5.4. Résultats et discussion
5.4.1. Spécificité

La sp®cificit® a pour but débassurer, déeetd on | e
corresponde bien au composé recherché. Elle permet de démontrer la pureté du pic du
compos® doint®r °t, et ai nsi de prouver | 6absel

compos® &6int®r-°t.
Les résultats suivants ont été obtenus pour la spécificité :
5.4.1.1. Pureté des pics

Les facteurs de pureté obtenus pour | Adtioxydant 425, le BHT et | 6l sorgden ox 41E¢E
993.713, 995.183 et de 991.115. Les résultats détaillés de la pureté des pics figurent en

annexe XV.

Les facteurs de puret® o0bt Amioxgdanp4a2met | ke Ipdicrsg an
415 sont tous sup®rieurs © 990. Ai nd&ntiopxydanes pi cs
425de | 6 ®c harmonipurs.on test ®
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54.1.2. Blanc

Les chromatogrammes des blancs préparés dans les différents milieux testés (tampon

phosphateapH 3 et cé) saesdousi:| | ustr ®s ci

DAD1 A, Sig=210 4 Ref=360,200 {EXTRACTIBLES_DEVELOPPEMENT_28042016:2016-12-0613-09-42\071-10010)
DADI A, Sig=210.4 Rei=360,200 {EXTRACTIBLES_DEVELOPPEMENT_28042016\2016-12-0618-09-42\070-0901.0)
DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,200 (EXTRACTIBLES_DEVELOPPEMENT_28042016\2016-12-0613-09-42\073-1201.0)
DADI A, Sig=210 4 Ref=360, 200 EXTRACTIBLES_DEVELOPPEMENT_22042016\2016-12-0612-09-42\074-1301.00
DAD1 A, 5ig=210 4 Ref=360,200 (EXTRAGTIBLES_DEVELOPPEMENT_28042016\2016-12-0618-09-42\022-4401.0)

Figure 9 : Chromatogrammes des blancs préparés dans les différents milieux

Aucun pic figurant sur les chromatogrammes desb | ancs noéinterf re avec |

d e Antio&ydant 425. Cela signifie gqgubdaucune substance p
produits wutilis®s pour ef f ecadvacées pictdegcompos#eEct i on p
doéi nt ®r °t

5.4.1.3. Essai de dégradation

Les résultats obtenus pour les essais de dégradation figurent dans le tableau ci-dessous :

Tableau 22:  Résultats
BHT Antioxydant 425

Essai de C Csolution C Csotution

dégradation moy?r:ne standard | RECOUVIEmMent mo;éilsne standara | RE€COUVIEment
(ug/mL] | moyenne en [%] [ug/mL] | Moyenne en [%]
[ug/mL] [Hg/mL]

et de 5.05 99.68% 5.00 100.63%
et dune 0.33 6.46% 5.01 100.92%
Eftet de fa 4.91 5.07 96.99% 4.93 4.97 99.27%
St des 5.00 98.76% 4.94 99.48%
et de 5.06 99.87% 4.94 99.48%

22

Les résultats détaillés figurent en annexe XVI.
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Lbébessai de d®gradati on maioxydenh425Restistdbée anetoutee f ai t
les conditions de dégradation testées. En effet, tous les recouvrements obtenus pour ces
essais sont compris entre 99.27% et 100.92%.

Le BHT, par contre, est fortement dégradé en solution basique. Une perte supérieure a

90% en BHT a ®t ® observ®e en cas dbébexposition du
a permis de mettre en évidence que le milieud 6 e xt racti on utilis® nbdavali
l e rendement ddédextract i on de dé€eatlaton marquéeidd BHI qu 6i |
I or septuditué dans une solution tampon phosphate a pH 8. Dans les autres conditions

de dégradation testées, les recouvrements du BHT sont tous compris entre 96.99% et

99.87%. Il peut donc étre considéré comme stable.

5.4.2. Standardsd 6 ®t al onnage et de validation

Le logiciel e-noval a été utilisé pour la validation de la méthode. Le rapport détaillé pour le

BHT figure en annexe XVIll e t  p Antioxyddnt®425 en annexe XVIII. Les rapports d
et de concentrations introduits dans le logiciel e-noval pour le BHT se trouvent en annexe

XIX et en annexe XX p o uAntioky@ant425.La val i dat i onAntbxydamhba et de
été calculée sur 3 séries et 3 niveaux de concentrations selon un modéle de régression

linéaire. Les aires obtenues pour le 4°™ niveau de concentration étaient inférieures au seuil

de quantification de la méthode. Des variations trop importantes des rappor t s dodai r e«

étaient observées pour ce niveau de concentration, c6est pour quoi i a ®t R
Les profilsd 6 e x a cet de risguk ei-dessous ont été obtenus pour le BHT :

Profil d'exactitude

15

125
o T T T T e e e

75 i

.
251 4 .
“ .

0 .

-25 i

Erreur relative (%)

-7.5 -
-10

-12.5

-15

1 15 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
Concentration (ug/mL)

Figure 10 : Profil déexactitude du BHT
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Figure 11 : Profil de risque du BHT

Les profilsd 6 e xumedt detisque, ci-dessousont ®t ® o0 b Andoxydant 4p50 u r

Profil d'exactitude
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Figure12: Pr of i | d 6 e Ardiaxydant4@5d e de | 0
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Profil de risque
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Figure 13:Pr o f i | d e Antiokydaqtul25 de | 6
La justesse se définit, selon le protocole SFSTP, «xcomme| 6 ®t r oi t esse de | dac
résultat ddessai et | a val eur de r ®f ®r ence accerf

conventionnellement vraie » » %°. Le recouvrement devrait se situer dans un intervalle de
tolérance comprisent re 70 et 130% pour des subspoarnces pi

étre considéré comme valide.?*®°

Les profil s doésegpxaict ilteuABebkydabet425mdédontrent la validité de
la méthode. En effet, la dispersion des valeurs autour de la valeur considérée comme vraie
estf ai bl e. Léensemble des rapports dbdaires obten
fix® de 15%. Sel on |l es profil sAntdxdant 425,ddya obt en
moins de 5% de risque qubéune valeur cegationoi t pa
pour la gamme de concentration de 1 a 5 [ug/mL]. Ainsi, la méthode développée pour
| 6anal yse duAntByydant 625 pedteétrel considérée comme valide dans la

gamme de concentration de 1 a 5 [ug/mL] en BHT et en Antioxydant 425.
5.4.3. LOQ

Le LOQ de la méthode a été calculé a 1.001 [ug/mL] pour le BHT et a 1.000 [ug/mL] pour
| Adtioxydant425.Le LOQ calcul ® sur | a base de | 6AET ne

actuel l e. La sensibilit® du d®tecteulsnvead® nbdest
de concentration. Un d®t ecteur plus sensibl e, t
utilis® pour permettre dbéatteindre | e LOQ de O.

52



5.4.4. Stabilite

Les résultats obtenus pour la stabilité de | Aiitioxydant 425 et du BHT au cours du temps

sont illustrés sur le schéma ci-dessous :

120.00%

1M5.00%

T et

105.00%

100.00% £ Antioxydant 425
BHT

85.00%

L T T A e et ettt ]

B5.00%

Pourcentage de la variation des concentrations au
cours dutemps par rapport a t0 [%]

S0.00%
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Temps [heures]

Figurel14: St abil it ® dAatiox@ddnt 428 au calies dultednps
Les résultats détaillés figurent en annexe XXI.

Vu que |l a dur®e dbébune s®rie compl te de validat
deséchantill ons ddau moindel3 solwusi es Antimy@antB&HIT aiett e
425 peuvent étre considérées comme stables a température ambiante pendant une durée

débau moins 7 jours, car | es valeurs de pourcen
Bintervalle fix® de N 10 %.

5.5. Conclusions

Ainsi, l a m®t hode dobéanal yse perAntiexydarh 425 pat e do s a
HPLC/UV-DAD a été validée pour les gammes de concentration en Antioxydant 425 et en
BHT de1a5[ug/mL]. L e BAhilioxydant 425&ontenus dans les échantillons peuvent
donc étre dosés de maniére fiable et reproductible avec cette méthode. Afin de pouvoir
augmenter |l a sensibilit® de | a d®t ecti on, |l e r e

spectrométre de masse devrait étre envisagé.
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6. D®vel oppement deddeape®m®Pit otoi on dét@®e hant i
dosage pourdéohoatyde caprylique et de
par GC/MS

6.1. Introduction

Le recours a des techniques analytiques orthogonales est essentiel pour mener a bien une

étude sur les substances L/E. En effet, les substances L/E peuvent avoir des structures
physico-chimiques trés variées et ainsi, ne peuvent pas étre analysées sur tous les

®qui pement s. Dans | e cas pr®sent, i | tlad aGeti® ec h o
capryligue par GC/MS suite a une réaction de dérivatisation, en raison de | dab
chromophores sur ces molécules, ce qui les rend indétectables en UV-DAD. Il est vrai que

des m®t hodes dbéanabDW®e dpad 6HBPL GE UY alpmyyidtiquegue et
suite a une réaction de dérivatisation peuvent étre retrouvées dans la littérature. Ces

méthodes auraient pu étre utilisées dans le cas présent.”™

Cependant, comme déja mentionné dans le chapitre 4.4.2.1, Jenke D. a développé une

méthode LLE per mettant |l 6extracti on de certains ac
contenus dans différents matériaux couramment utilisés en pharmacie. Dans cet article, la

guantification de | 6aci de myr ieptairqu@EC/ evsSt, r®alldiasikde de d
internes, le Bisphénol M e t | 61 r gsaite a vne dérvéatisation avec du BSTFA/TMCS

99:1. Etant donné que | e pr ot oc ol e dédefoppg par denke D.candéjaLétéE

testét pourl 6extraction du BHT e HPLG/EV-DAD dangld peermigrd ant 42
partedenot re ®tude, i a ®t ® d®ci d® dbéanalyser | 6a
base de cette méme méthode, car le matériel et les produits nécessaires étaient déja a

disposition.**
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6.2. Matériel et produits

Le tableau ci-dessous résume la liste du matériel employé pour cette étude :

Tableau 23: Liste du matériel employé
- o . Référence
Matériel n° de lot Fournisseur R Pays
Seringues BD Perfusion” 1603204P BD 300136 Irlande
Bouchons méle/femelle Codan Medical AG
Combi Lock stériles L87254-1 Division Homedica 16/5280 Allemagne
ZB-5MS, 20 [m] x 0.18 [mm] ] ]
id, 0.18 [um] film thickness 252824 Phenomenex 7FD-G002-08 USA
Vials 2 [mL] ambrés GTG015111226 GTG GmbH 8002-CV-D Suisse
Bouchon pour vials en GO003-ACY-
caoutchouc et PTEE 1114-331 Infochroma AG RU/TE Allemagne
Pl Cl o ane 0.4 [l T307771 Pall 66548 Mexique
diam. 47 [mm]
[Fr'ritr:ﬁ Whatman, diam. 125 69969344 Whatman 10314744 | Allemagne
Bandelettes pH McolorpHast H0697426 Merck 1.09535.0001 Allemagne
Le tableau ci-dessous résume la liste des produits employés pour cette étude :
Tableau 24 : Liste des produits employés
. o . Référence
Produit n° de lot Fournisseur fournisseur Pays
Isopropanol (=2-propanol) K47208640544 Merck 1.01040.2500 | Allemagne
Sodium phosphate dibasique dihydraté
(=Na;HPO,  2H,0) K46477153603 Merck 1.19753.0250 Allemagne
70366633605
Eau pour HPLC 20375533610 Merck 1.15333.2500 Allemagne
Dichlorométhane pour HPLC K47623144610 Merck 1.060442500 Allemagne
z 1780018518
Méthanol 1803918518 Merck 1.06018.2500 | Allemagne
n-Hexane pour HPLC 16D060882 VWR 83992.320 Belgique
Sodium sulfate anhydre AMO0876649604 Merck 1.06649.0500 | Allemagne
Acide chlorhydrigue 5 [M] HC44262011 Merck 1.09911.0001 | Allemagne
Sodium hydroxyde 5 [M] HC54854813 Merck 1.09137.1000 | Allemagne
Bisphénol M (CAS : 13595-25-0) BCBN1490V Sigma 23454 Japon
Acide myristique CC0613V Sigma 490873 Allemagne
Irganox 415 (CAS : 96-69-5) 20160109 Chemos 132912 Allemagne
Acide caprylique TP1168V Sigma 296457 Allemagne
Acide myristique D27 BCBR5799V Sigma 68698 USA
Diméthylformamide pour HPLC BCBR1134V Sigma 101673993 Allemagne
N,O-bis(triméthylsilyl)-trifluoro-acétamide
(BSTFA) containing 1% BCBQ7235V Sigma T6381 Allemagne
triméthylchlorosilane (TMCS)
Acétone pour GC/MS 1842958632 Merck 1.00658.1000 | Allemagne
Toluéne pour GC/MS 1845649631 Merck 1.00849.1000 | Allemagne
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6.3. Appareils et équipements

Le tableau ci-dessous résume la liste des appareils et équipements employés pour cette
étude :

Tableau 25: Liste des appareils et équipements

Appareil Numéro de série Fabricant Pays
Balance de précision Mettler Toledo AX 504 112 1091337 Mettler Toledo USA
Balance standard Mettler PG 1003 S 1125020066 Mettler Toledo USA
Bain a ultrasons B5200 Bransonic C-120/86 Branson USA
Etuve (EP), Memmert ULP 400 G401.0246 Memmert Allemagne
Etuve (EP) Runmed 4101 0412/07 Rumed Allemagne
Rotavapeur RC-900 7441655 KNF Suisse
Varian CP-3800 + quadrupéle MS 1200 L 00480 Varian USA
Vortex 0100 VWR USA
6.4. Méthode

6.4.1. Méthode initialedepr ®par ati on dmeRdEEnt i |l |l ons

Comme expliqué précédemment, la m®t hode dobe xt Higaidet propasée par qui de
Jenke D. est utilisée comme méthodedepr ®p ar at i on idtdl®A@mexaVI).? ons

La méthode de Jenke D.a ®t ® mi se en place pour | d®t ude d
contenues dans les différents matériaux pharmaceutiques testés. Le choix des standards

internes et des c eouldientde cenobjectif.6 anal yse d®

Dans | e cadre de notre ®tude, seuls | 6acide myr
cette méthode. La méthode va étre optimisée afin de la rendre applicable ™ | dextract i on
| 6acide myristiqgue.et de | dacide capryliqgue
6.4.1.1. M®t hode dbéextraction

6.4.1.1.1. Standards internes

Les mémes standards internes que ceux décrits dans le chapitre 4.4.2.1.1. ont été choisis.

En plus des propriétés décrites précédemment, ces standards peuvent étre dérivatisés

avec le BTSFA/TMCS 99:1.Cel a per met dodéaugmenter | eur vol at
détectables en GC/MS.*

Dans le cadre de |étude des substances L/E de la sol ut i on doli[Wl/smi,lla n e
solution standard de Bisphénol M est préparée a une concentration de 1 [ug/mL] dans du
méthanol.Las ol ut i on do&l r gan oune cbricéntration te 1pug/@LY dans@e

méthanol. Aucune donnée sur la stabilté de ces sol utions no6éa ®t ® ret

littérature.
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La m®t hode do edquideastlasuivante®:i qui de

50 mL]d e | 6 ®c komtndéviersés dams une ampoule a décanter. 1000 [uL] de la
solution standard de Bisphénol M a 1 [ug/mL] y sont ajoutés. Le pH de la solution est
ajustt a3avec de NI asHqml dedichlorométhane y sont ajoutés. Aprés agitation
pendant 1 minute, la phase organique est récoltée et une nouvelle extraction est réalisée a
| 6aide de 25 [ mL] de dichl orom®t hane. L8 pH de
avec du NaOH 5[ NJ . Deux nouvelles extractions success
de 2x 25 [mL] de dichlorométhane. Les phases organiques sont ensuite rassemblées dans
un ballon de 200 [mL]. Une spatule de sodium sulfate anhydre est ajoutée et la solution est
fltr®e ~ | 6aide dobébun f il tr wantVebtensuitaévaparé aasec. 125 |
L 6 ® c h a estréptislavea 1 [mL] de méthanol. 500 [uL] de cette solution sont prélevés et
déposés dans un vial ambré. 500 [uL] d e | a solution sbatbgg@Emld doélrg
sont ajoutés ( Concentration f i nal eisptiémol M 60.5 [gganh]p ka 415 e |

solution est ensuite dérivatisée.*

6.4.1.2. Réaction de dérivatisation

Lafaible volatilit® de | 6dacide myr iteattpasqdee et d
maniere générale, une analyse par injection directe en chromatographie gazeuse. Certains
articles relatent l a possi bil it &Cdrecengeteyas er | e
| 6utilisation de colonnes particuli res -compos®@

nitrot ®r ®pht al i qu eptiongfaRlus fréguemnerd, deg iadides dyése sort

dérivatisés avant injection.

1 existe plusieurs r®actions de d®rivatisation
myristique et | &aactiodsdes plus ponnuéds isaptdaenéthodeeFAME et la

silylation.”

Le but de la méthode FAME est de provoquer une estérification des acides gras en

pr ®s encael cdobouln et doéunls) commeaillustré ci-dessou¢d:e BC

BCl,
R-COOH + CH,0H — R-COO-CH, + H,0

Figure 15 : Méthode FAME

La volatilité des acidesgrase st ai nsi augment ®e suite © | O6est ®r
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La sylilation consiste en | b6ajout déoi@H dgr oupem
| 6aci de gras. Léagent de d®rivatisationdel e pl u:
dérivatisation de type silylation est le BSTFA (N,N-bis-(triméthyl-silyl)trifluoro-acétamide)."
Du TMCS est parfois ajouté au BSTFA afin de catalyser la réaction, notamment pour les
composés dont| 6 e n ¢ o mbstérguegeut étre important (pour les alcools secondaires

par exemple).”
La réaction de silylation est illustrée ci-dessous’ :

CHy

HyC—8i—CHy e EH E OH
o ] ! A+
g@ + F CHy Hscf ‘\tH, + N—Sli—CH:
\ [ Pyridine |
F N—Si—CH, CHy
b
Figure 16 : Réaction de silylation

Le rendement de la réaction de dérivatisation peut étre amélioré parldbaj out ddun cat a
tel que le Diméthylformamide ou la Pyridine, ainsi que par baugment ati on de

température.’

Dans le cadre de cette étude, S i | 6on se baswer Gpuar dtai om®t chéo®lceh a
proposé par Jenke D.,| 6 aci de myr i st i g u eontedérivatisbsaparisyilaionc apr y | i

selon le protocole initial suivant : 100 [uL] de diméthylformamide sont ajoutés a

| 6®chabd®thamt il | ohe eddr nviocerrt eexs®t. ensuite ®vapor
gaz neutre (N,) . Une fois que |l a totaleifio®[udeeBrss®chant il
TMCS (99 :1) sont ajoutés. L 6 ®c hant i | | deviakesttensuit®scdlé pui® placé a

|l 6®t uve ~ 70 [ AC] pple o th @ msennautdseLdr®ec.h andxa I[| on e st

puis il est injecté.*

La méthode de dérivatisation développée par Jenke D. n 6 e s t pas propre au

| 6aci de myr desdapryjguee. eEl llebaxcGapp!l i que ~ | 6ensembl
contenues dans |l es mat®riaux ®val u®s. Di f f ®r ent
capryligue et de | 6acide myristique (choix du ¢c
étretest ®es afin déobtenir |l es conditions de d®ri ve
de | 6daci de c agpde myristique.e et de | 06
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6.4.1.3. Rendement débextraction

Afin dé®valuer | a perfor manpcoeurdel 6latca xdieb accaipidkeynl il
myristiqgue et le Bisphénol M, cinq extracti ons successives 80B[mk ®chan
d 6 e pour HPLC spikés avec une solution contenant 1 [ Og/ mL ] déacide myr
Bisphénol M, d dcide caprylique (= Solution standard 1) sont réalisées selon la méthode

doéoextracti erdandlé éhaptre®& r4i. t1 . 1 . M®t h o.des éahdntilons r act i o

sont ensuite dérivatisés etanalyséspar | a m®t hode dbéanal yse GC/ MS.

Afin de pouvoir calculer le rendement exact, la solution standard 1 « pure » doit étre
dérivatisée et injectée. Pour ce faire, 500 [uL] de la solution standard 1 sont prélevés et
déposés dans un vial. Aprés adjonction de 500 [uL] d6 u n e s o | stahdard mterrtk u
ddéinjection, | 81 r lg sohutiix estdldriBatisée’et ahaly§é©mar laméihode

déanal yse GC/ MS.
La concentration finale de | 6aciRisphénolywret det i que,
| 8l rganox 415 est de 0.5 [ Og/ mL].

6.42. M®t hode initialG/M$&bdbanal yse par

Plusieurs méthodesd 6 anal yse des aci destgdgrqase, edordtdalcdaei &
ont été retrouvées dans la littérature.?® #4%'4° Certaines de ces méthodes sont appliquées
audosage del 6acide mydel éacgde eapryliqguematdrkaux ai t s
plastiques.?®*' La méthode d 6 a n a | y ® @ar ges duleursBnembres du PQRI, tels que

Jenke D. ou Norwood D. en est un exemple.”®? Cette méthode est adaptée pour | 6 ®t ude
des substances extractibles issues de différents matériaux pharmaceutiques couramment

employés tels que le COC, le LDPE ou le PVC.2%%
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Cette méthodea dobéail |l eurs ®t ® r eeréférence pac la Rharenacop@t h ode
américaine dans la monographie « USP <1663> : Etude des extractibles associés aux

contenants pharmaceutiqueset aux di spositifs doéadiéomhnestr ati o
illustré dans le tableau ci-dessous :

Tableau26: Conditions doaiSacloyds® GC/ FI D

Colonne J&W DB-5HT, 30 [m] x 0.25 [mm], 0.25 [um] film thickness

Température du four & Débqter a 5_0 [°C], maintenir cette température pendant 1

colonne [n_nn_], augmenter ensuite de
maintenir cette température pendant 16 minutes

Gaz vecteur He & 1.2 [mL/min]

Injection Split (1:5); 1 [uL]

Temp®r at ur eteud ¢ 300 [°C]

Température détecteur FID | N/A

Température de laligne de | o [°C]

transfert MS
. 70 eV (+) El, rapport m/z de 33i 650 amu
DB LS (3.0 [min] de d®l ai dobacqui

Préparation échantillon Dérivatisation TMS

Selon cette méthode, letemps de r ®t enti on de | 6acapryliggeesty r i st i c
déenviron 16 minutes. (! a ®t ® d®ci d® doutil i se
dans |l e cadre de cette ®tude et de | 6optimiser

6.43. M®t hode de rin-age de | 6injecteur

Laseringue de |1 06injecteuavart ||akEan@GlMNE &dd]t rinco

doiosct ane. Apr s | danaltyrsei,s efl diemcabet[ @l Jn cd®Ei ao e c
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6.5. Résultats et discussion

6.5.1. Optimisation de la méthodedepr ®p ar at i on

dé®chantil ons
6.5.1.1. Optimisation de la réaction de dérivatisation
Selon la litt®rature, il est possible doéagir pr
la réaction de dérivatisation : l a temp®rature doéincubati , | a
dodun c a >4 Enyss lmsant sur ces paramétres, plusieurs conditions différentes de la
réaction de dérivatisation ont été testées sur quatre solutions standard indépendantes
contenant 0.5 [ug / mL ] déoacide capryl ie0%[ugntl]dddiaadaidde myr
interne dbéinjection
Tableau 27 :  Conditions de dérivatisation testées
Conditions de Te[nperature Temps doin
P doéi ncub a , Catalyseur
dérivatisation [°C] [min]
Conditions initiales 70 60 DMF
Conditions 1 70 30 DMF
Conditions 2 70 30 Pyridine
Conditions 3 120 30 DMF
Les r appor t gensciédassouseant éd mbtenus pour les échant i | | ons dbac
capryligueetdbaci de myri stique pr®par ®s dans |l es diffoeéa
Tableau 28 :  Résultats
Rapport Aire Acide caprylique
. . Conditions - - -
Acide caprylique initial Conditions 1 Conditions 2 Conditions 3
0 'oré' %Oes | (7o [°C], 30 [min], | (70 [°C], 30 [min], | (120 [°C], 30 [min],
il E])’MF)[””“]' DMF) Pyridine) DMF)
Moyenne [ug/mL] £ ICgs 2.54 + 0.45 2.76 £ 0.08 2.27+0.49 2.68 + 0.27
Ecart-type 0.15 0.03 0.16 0.09
CV [%] 5.83% 0.93% 7.04% 3.34%
Rapport Aire Acide myristique
Conditions " o -
Acide myristique initiales Coondltlons_l COPdItIOﬂS _2 COI;IdItIOhS 3
70 [°C], 60 [min] (70 [°C], 30 [min], | (70 [°C], 30 [min], | (120 [*C], 30 [min],
( o DMF) Pyridine) DMF)
Moyenne [pg/mL] + ICq5| 0.83 +0.11 0.83 + 0.04 0.91 + 0.29 1.14 + 0.09
Ecart-type 0.04 0.02 0.12 0.04
CV [%] 4.34% 1.86% 13.05% 3.30%

Les résultats détaillés figurent en annexe XXII.
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Selon les tests statistiques réalisés en annexe XXIlI, il a été démontré que les résultats

obtenus pour les échantillons dérivatisés dans les conditions initiales ne sont pas
significativement différents des résultats obtenus dans les conditions de dérivatisation 1.

(tineorique (= 2.78) est supérieur au topsene (( = 2. 59) pour | Ouofd (d278)c apr yl i
est supérieur al topsene ( = 0. 42) pour | dacide myristique).

Les tests statistigues permettent aussi de mettre en évidence que les résultats obtenus

pour les échantillons dérivatisés dans les conditions de dérivatisation 1 (70 [°C], 30 [min],

DMF)ne sont pas significat i myistique, des ttsultafs@terust s pou
dans les conditions de dérivatisation 2 (70 [°C], 30 [min], Pyridine) (tmsorique (= 2.78) est

supérieur au topsene ( = 1. 03) ) . Par c o nidercapryliquel carlel tgoige Nt pou
2.78) est inférieur au topserne (= 5.27).

Final ement , | 6anal yse statistique r®alis®e ent
dans les conditions de dérivatisation 2 (70 [°C], 30 [min], Pyridine) et ceux dérivatisés dans

les conditions de dérivatisation 3 (120 [°C], 30 [min], DMF) sont significativement différents.

(tineorique (= 2.78) est inférieur au topsene ( = 3. 84 ) pour | Gndigel(T2er8)esapr yl i g
inférieur au topsene ( = 3. 2 9) epwristigue)l 6 aci d

Selon les analyses statistiques, les résultats obtenus pour les échantillons préparés dans

l es conditions de -add®ead uneateénmipéraureide 120 [3C] perdane 30t

minutes et en utilisant du DMF comme catalyseur, ont donné les résultats les plus

opti maux. En effet, l es rapports dbéaires obtenu
significativement supérieurs a ceux obtenus dans les autres conditions de dérivatisation.

Une bonne répétabilité des résultats a été observée dans les conditions de dérivatisation 3,

car le coefficient de variation est inférieur a 5%. Les conditions de dérivatisation 3 (120

[°C], 30 minutes, DMF) ont donc été retenues pour la suite de cette étude.

Il est important de soulever que la réaction de dérivatisation doit étre réalisée dans chaque
vial indépendamment. En effet, lors de la dilution en plusieurs solutions standard de
niveaux de concentration différents d 6une sol ution m re pr®al abl en
aucun pic nb6ba ®toRa noabl syesrev @ alrorcsh rdoemalt ogr aphi e ga
dérivatisation est probablement réversible : lors de la dilution de la solution, la

concentration en catalyseur est diminuée, ce qui induit une inversion de la réaction.
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6.5.1.2. Rendement débextraction

Les concentrations obtenues pour les échantillons extraits et spikés avec une solution
standard contenant 1 [ &g/ mL] déacide myristiqu

tableau ci-dessous :

Tableau 29: Résultats
CAcide caprylique CAcide myristique CBisphénol M
[pg/mL] [Hg/mL] [Hg/mL]
Moyenne + [Cgs 0.37 £ 0.08 0.66 £ 0.03 0.20+0.10
Ecart-type 0.05 0.02 0.06
CV [%] 13.10% 3.02% 30.41%
Rendement 55.64% 100.36% 38.97%

La concentration finale attendue en acide caprylique, en acide myristique et en Bisphénol

M est de 0.5 [ug/mL]. Les résultats détaillés figurent en annexe XXIV.

Un tr s bon rendement doéoextraction a ®t ® obten

contr e, un faible rendement a ®t ® oRisphémoluM pour |
(39.0%). Dep | us, une forte variation a ®t ® observ®e
de | 6aci de c Bigphégol M :dea €Vs sont naitement supérieurs a 10%. Suite a

ces r®sultats, |l e standard interne déinjection,

L6 | r g 4lb avait été choisi, comme standard interne, par Jenke D. notamment en raison
de | 6 abbiemtceer @ @ rwanpasé avec les substances L/E recherchées et en
raison de sa détectabilité en GC/MS et en HPLC/UV-DAD.* Dans le cas présent, seuls
| 6aci de myGacitdeg uea perty |l lepsi chronrmmgrammes olde®us sont

donc moins complexes. L6 | rganox ne semble plus °tre un stan

En effet, |l 6l sgamexude&5chi mhque tr s diff ®rent e
| 6aci de c apsimueipgause .l el lcomgpor tee ment i dtei glubeacatd de
caprylique correctement. Il posséde un temps de rétention de 22.30 [min], ce qui est trés
®l oign® des temps de r ®t emkti Bn 56e [ mbat) det c alf
myristique (tr = 9.45 [min]). Sa réponse au réactif de dérivatisation est moins bonne en
raison de | 6 enc ombgte@reing u e pl us i mportant . Ainsi, I

standard interne ad®qlu@aacipdearmynviastal yse et de |
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Un autre standard i ntiesrine 1dl6isng aegitti oche al 6Ra c® dceh o

ci-dessous :

O
CD3(CD3)11CDs~ OH

Figure 17 :  Acide myristique D27 "

1 poss de une structure proche des compos ®s
caprylique. Sa r®ponse au r®actif de d®rivati sat
et de | 6acide myristigue en raison de | a simile
Une bonne s®parati on ddesdodpses déeérénegtobsenée syrue D27

les chromatogrammes.

Aux vues des mauvais rendements d 6 e xt r act i on 8isphéaah M,xce demierc | e
ndest plus wutilis® comme standard interne poul

liquide-liquide de | 6aci de neyri 8a&ac¢igde. Ee &ffettdy possgde aine

structure trop différente de cellesde | daci de myri stiqgue et de | 6a
lipophile. 1l ne peut pas simuler correctement la performance de la préparation
do®chanpgourd om®aciiqgduee nmeytr i sdaci de caprylique. De

Bisphénol M au réactif de dérivatisation est probablement différente de celle des composés

doéint®r°t é@éencambBboeameadmrt | st ®r.i CHee spg!| Yso virmpaorit, antl

de laméthodedepr®par ati on doé®chantill ons

Etant donné les faibles rendements obtenus pour le BisphénolMet pour | 6aci de ca
un nouvel essai a ®t ® r®alis® en rempla-ant | e
par | 6acide myri st i gBisphénD2M7de epr @panmr &ttiomantdbé®eha

Avec ces nouvelles conditions, trois extractions LLE de 50 powrlHPLCd@ikésa u
avec une solution standardréisesntigquanttl dp@g/f ] c

été réalisées. Les résultats obtenus figurent dans le tableau ci-dessous :

Tableau 30 : Résultats

CAcide caprylique CAcide myristique
[mHg/mL] [Hg/mL]
Moyenne * ICys 0.60 + 0.14 0.66+0.11
Ecart-type 0.06 0.05
CV [%] 9.12% 6.83%
Rendement [%] 93.51% 96.91%

La concentration finale attendue en acide caprylique et en acide myristique est de 0.5

[Mg/mL]. Les résultats détaillés figurent en annexe XXV.
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Les r®sul tats obtenus suite " | 6extraction de
myristique et de | dacide a@apr yldiagiae” myr[ Od/i mlule
standard interne doi nj ect idesmendsnoents de 9391% pgolirai s ant ¢
| 6acide capryl imawr eltd adcei deabétédyhiéhus. ia variation des
aires obtenues est bien corrigée par le standard interne, car les coefficients de variation

obtenus sont inf®rieurs ° 10% pour | 6acide myr.i
Ai nsi, | es rendement s ddébextracti on obtenus d ®n
doextr act-iqode, carileq vendédments doéextraction de | dacide

| 6acide myristi gque .sCettemétrodempe@ut dore étresutilisée pour %
préparation des échantillons.

6.5.2. Optimisation de laméthoded 6 anal yGGMSp a r

La m®t hode dbéanalyse ah@an@empht mds®et andhedaunt

de | 6l rganox 415 " | 6acide myristique D27.

Une colonne analytique proposée par la Pharmacopée Américaine, J&W DB-5HT (30 [m] x
0.25 [mm] i.d., 0.25 [um] film thickness) a été remplacée par la colonne ZB-5MS (20 [m] x
0.18 [mm] i.d., 0.18 [um] film thickness). La polarité de la colonne ZB-5MS (20 [m] x 0.18
[mm] i.d., 0.18 [um] film thickness) est similaire a celle de la colonne J&W DB-5HT (30 [m]
x 0.25 [mm] i.d., 0.25 [um] film thickness).”®"” Une bonne affinité de ces composés pour la

colonne est attendue au vu de |l a |lipophilie des

Le d®bit dodih@nué de in2 [al/n@nf &1 [mL/min]. Le gradient de température
du four a été modifié : il est initi€ a 50[°C]. Cette température est maintenue pendant 1

[ min]. La temp®rature est augment®e de 50 [ AC
augmentéede5[°C/ mi n] jusqudé” 300 [ AC]. La temp®ratur e
pendant 3 minutes. La temp®rature de | 6injecteu

Afin dé®viter une ®l ution trop rapide des compo
colonne, le d®b i t dOH®l ium a ® ® di minu® ~ 1 [ mL/ mi
modi fications ont permis de r®duire de moiti® I
de | 6acide caprylique par rapport ~ |l a m®thode

américai ne et de r®duire |l e temps dbéanalyse de 39
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Apr s injection dobébune solution standard conten
myristique et doadiande mesi ctoinglu dilie® passibld deanal yse
constater que les pics des composés dd6i ns@®ntt bien s®par ®s s c¢comme
chromatogrammes ci-dessous :

GCaunts] 20-05-2016_mix_Smecg_mi0n2 xms TIC Filtered
150.0:650.0= -
17.6 -
] 2 . .
1% & Acide caprylique
s o
4 w hed
4 = 2
4 . =T
1 = =
] = 15
]l E b o
12s] & - é
117 2
] 5
] 8
] ? =
1] & =
10.04 - =
1 = 5
] = ) o
= 1 o
= 2w o
£| -
) i
REIER VIR
£ < = kS
m o = @
5 E g 5
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] o g+ bt
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s
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&
4 a B 7 =) 9 10 rmnu(es
. ) " .
Figure 18 : Chromatogramme de | 6acide capry
GCounts std_mix_5_mcg_dmf xms TIC Filtered
S0.0:650.0> z
. - -
Acide myristique 2
=
o . . .
D27 g Acide myristique
=1 =
= g
=
b
=
s
£
2
g
=

10,989 min Area: 4 065e+8

minutes

Figure 19: Chromatogramme de | 6acide myristique

Dans ces condi t i dercapryligque a oratémpsde réteritign ale 3.5 minutes,
| 6aci de mMP7r unstampsgde eétention de 9.1 mi nut es et | 6 ami de my
temps de rétention de 9.4 minutes.
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La m®t hode est ensuite pass®e du uwmeher @RSCAN a
sensibilité de la méth o d e . Pour | 0 alesirapports cn& gle 38, 1il8eti 202 ont

étéretenus, pour | 6acide myri sti qurappoetdm/dde @3¢1il8 e myr i
286 et 312.5 ont été sélectionnés.

Les chromatogrammes obtenus en mode SIM pour une solution standard contenant 0.5
[ 6g/ mL] déacide capryliqgue, débacide myri-stique

dessous :

MCount&f

ste1a-18-11-2016. 5z 202.0= Filtered

Acide caprylique

3.538 mirgAre
S

std1a-18-11-2016. 5z 206.0= Filtered

kCounts]
10 286.0%

Acide myristique

=

m;
B L

100 -

kCuunt;:

] Acide myristique D27

m
pilE

10

+ 59423 min Area 1.180e+5
|

inutes
Figure 20 : Chromatogramme en mode SIM

Afin de sbdbassurer de | a r ®p auvanivéeall dut t@mpsdde | a mE
rétenton sui t e ° la diminution du temps do6®&xuil i br
injections successives doébune solution standard

déacide capryliqgue etsondréaisgas.dLes Oy obiersus pogrdues D2 7
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A

temps de r®tention de | b6acide capventlpasceuee et d
supérieurs a 2%.

Une bonne répétabilité des temps de rétention a été obtenue, car les CVs des temps de
rétention obtenus sont tous inférieurs a 2%. Les résultats détaillés figurent en annexe
XXVI. Ainsi, les temps de rétention sontrepr oducti bl es et l e temps d

colonne de 3 minutes est suffisant.

653.Opti mi sation de | a m®t hode de rin-age de | 0i

Apr s une s ®g(*20écthantillong),eimtei @mstruction de | a seri
est observée. Sel on |l a | itt®ratur e, l e BSTFA pourrait
seringue de | 6injecteur GC. En effet, | &IBSTFA
attaque | e mo®tal du piston de sidus soumonsisongue de

proposées dans littérature pour contrer ce phénomeéne :

1) Recourir " des seringues pour | 6injecteur en
2) Faire un ringage préliminaire avec du toluene, puis en post-injection, rincer la
seringue avec du td&l u ne et de | bdac®tone.

3) Faire un ringage avec du méthanol, puis du dichlorométhane.™

1 a ®t® d®ci d® de r i nc e troislfois aveeS [jiLhde tokiene e v ant |
trois fois avec 5 [uL]d 6 ac ®t on e . Apr s injection de | 6®cha
rincée dix fois avec 5 [pL] de toluéne et dix foisavec5[uyL] dbdac ®t one.
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Cependant, le rincage était insuffisant avec cette méthode : des pics interférents au niveau
du pi c dmgristigdeadtaientretrouvés sur les chromatogrammes des blancs, comme

illustré ci-dessous :

kCuunts‘g blanc_isopropanol-28-11-2016.xms 286.0= Filtered

286.0>

H9.113 min Area: 2.878e+6

T—\Qézetl min Area: 1.921e+6
10,645 min Area: 9.872e+46
11.8988 min Area: 2 503e+8
13.027 min Area: 1.120e+7
14452 min Area: 2.159e+6
15.344 min Area: B.674e+6

5.343 min Area: 8.441e+6

<>

55926 min Area: 5 546e+6
T @ E T mir 1 oy e T aE

T
—_—

el

kCountsd blanc_tampon_ph3-28-11-2016.xms 286.0> Filtered [O]

1504 286.0>

1269

12.631 min Area

100
=

5.0

9450 min Area: 1.366e+6

25

5.347 min Area: 333360
9.108 min Area: 816058
10649 min Area: 2.066e+6
11.001 min Area: 381718

+ 11.956 min Area: 1.233e+6
13.031 min Area: 2.926e+8
14.449 min Area: 1.27%e+6
15.347 min Area: 2.344e+8
15.923 min Area: 3.996e+6
THE &AS eni Aardns QORTER 000

0.3

[ —

Counted

1003
7 =

=

9446 min

25

G- t3smin

75 100 125 180
minutes

Figure 21 : Chromatogrammes des bl ancs doi s 050:600 guatampdn/ e a u
phosphate a pH 8 et a pH 3

Une nouvelle méthode de ringage a été testée : a v a rnjfectidn,8a seringue est rincée trois
fois avec 5 [uL] de toluéne, trois fois avec 5 [uL ] ddbac®t one, puip] trois
déhexane. Apr s injection de | d®chantil udn, I a

de toluene, dix foisavec5[uL ] d 6 a ¢ dixtfasmawec5duL ] ddhexane.
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Avec cette méthode de ringage, plus aucun pi ¢ i nt ea été®bservétconme illustré

kCounts] blancO08. xms 285.0> Fillered
E 285.0> H
259 E
E| © H
E s
=
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E b :
207 = =
E| o :
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] o oo o
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E £ :
LES z :
| =
3 =
E i
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FIE 5 :
3 -
300 i
200 :
100} :
o3 3
7 T T T T T T -
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Figure22: Chromatogr amme des bl ancs 50G®iesdupampgnanol / e
phosphate a pH 3

Plus aucun probléme de corrosionde | a seringue de | d6injecteur G

l a mise au point de cette m®t hode de rin-age de

Le rin-age de | a seri ngue -ottans uni@uementing geranéttaitme nt  a v
pas do®I| i mi n dérivatisationrc®muiiatcaudé und ebstruction de la seringue lors
de | 6analyse dobéune <edapilens ¢te renplacenmeht ds soleantrde
rin-age de |l d6aiguille avec du tolu ne et de |

dérivatisation résiduel dans la seringue. Cela a résolu le probleme de corrosion.

Cependant, l e rin-age nodo®tait pas suffisant po
seringue. Cbest pourquoi, un rin-age suppl ®ment
rajouté. Cel a per met de solubiliser | 6acide myristi
do®l i miner |l es interfd®fiemdamsriebi@nc ni veau des pics

6.6. Conclusions

Ainsi, la méthode de pr ®p ar at i on dtda®méthade tdidlalnadry gueétre
optimisées et adapt ®es au dosage de | 6aci.dMfendanyr i st i
pouvoir garantir la reproductibilité et la fiabilité de la méthode de dosage développée, la

méthode doit désormais étre validée.
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7. Validation de la méthode de dosage pour | 6anal yse de | O

myristique et capryliqgue par GC/MS

7.1. Introduction

La m®t hode analytique doi't °tre valid®e pour
myristique et | 6acide caprylique, ai nsi qgue po
inteimé eddi on, | 6 a cselahdes neopmmasdationg dueprotio@dlé SFSTP

2003.%°

7.2. Matériel, produits, équipements et appareils

Idem a ceux utilisés pour le développement de la méthode d 6 anal yse (62.eff . char
6.3). Le logiciel e-noval est utilisé pour le traitement des données de la validation de la

méthode.

7.3. Méthode

Selon les recommandations du protocole SFSTP, la spécificité doit étre évaluée en premier
lieu. Elle doit étre déterminéepour | 6acide myristique, | 6aci de

D27 et leurs produits de dégradation.
7.3.1. Spécificité

La spécificité est évaluée au moyen de trois essais : | 6identification des
doéoi nterf ®r e ndegepcs i mtaBsr&muhromatogrammes des blancs et par

des essais de dégradation forcéedesc ompos ®s doéi nt ®r °t .
Les essais sont décrits ci-dessous.
7.3.1.1. Identification

Pour chaque molécule (acide myristique, acide caprylique, acide myristique D27), les
rapports m/ Z caract®risant |l e compos @esabdEi nt ®r ° |

résume les rapports m/Z sélectionnéspourc haqgue compos® doéint ®r °t

Tableau 31:  Rapport m/Z sélectionnés
Composeé Rapports m/Z sélectionnés
Acide caprylique 73,118, 202
Acide myristique 73, 118, 286
Acide myristique D27 73,118, 312.5
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Léidentification doéun ®6mpgosa® des td eeld d-jiigise cefifte
correspond a la procédure au cours de laquelle les formes neutres des ions sélectionnés

sont formées, pui s i oni s®es, | 6abondance relative des
spécifications suivantes sont f i x ®es pour | 6acide caprylique, I
myristique D27 :

Tableau32: Sp®ci fications pescomposédi denti ficati on

Acide caprylique
Critéeres Spécifications
m/Z:73.1:214.1% 144.7%-244.7%
m/Z : 202 : 85.5% 55.5%-115.5%
N-R O 700
Temps de rétention 3.560 £ 0.200
Acide myristique
Critéres Spécifications
m/Z : 73.0: 103.1% 73.1%-103.1%
m/Z : 286 : 34.8% 4.8%-64.8%
N-R O 700
Temps de rétention 9.446 + 0.200
Acide myristique D27
Critéres Spécifications
m/Z:118:13.8% 9.4%-69.4%
m/Z : 312.5: 39.4% 0.1%-43.8%
N-R O 700
Temps de rétention 9.136 + 0.200

L6identificat i orestcdaise gour are saufion stan@ard®contenant 0.5

[ g/ mL] doéacide caprylique, ddédaci thag quengouriurs t i qu e
échantillon o bt enu par extraction LLE doéub663204P@r i ngue
contenant5 0 [ nube]solutiah de tampon phosphate a pH 3 et stockée pendant 3 jours a

55 [AC] ~ | 6®tuve.

7.3.1.2. Blanc

Un blanc doit étre préparé en suivantlapr oc ®dur e doéoexltirqeitden &afiigui dé
toute contamination de | 6 ®c heabtahcipkrinagt de ptoovers de s

|l 6absence doéinterf ®rences au niveau des pics de
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Il a été préparé pour chaque milieu testé dans le c adr e étute de$s Substances
extractibles et diffusibles (Tampon phosphate a pH 3, tampon phosphate a pH 8, mélange
isopropanol/eau 50:50, NaCl 0.9% et insuline 1 [Ul/mL]) (c.f. chapitre 8. et 9. Etude des
substances extractibles et diffusibles) selon les protocoles suivants :

9 Préparation du blanc tampon phosphate a pH 3 :

Dans une ampoule a décanter, 50 [mL] de tampon phosphate a pH 3 sont déversés. 25

[mL] de dichlorométhane y sont ajoutés. Apres agitation, la phase organique est récoltée et

une nouvelle extraction est r ®al i s®e -~ | 6ai de d
solution est ajusté a 8 avec du NaOH 5 [N]. Deux nouvelles extractions successives sont
r®al i s®es suite ° | 6aj out de 2x 25 [ mLspnt de di c
ensuite rassemblées. Une spatule de sodium sulfate anhydre est ajoutée et la solution est
filtr®e ° | 6aide dbébun filtre Whatman di am. 125
[mL] de méthanol est ajouté. 0.5 [mL] de cette solution sont prélevés et déposés dans un

vioal . 0.5 [ mL] déune s ol 1fug/ndlny sahtbapuwés.d & solatipnr i st i qu
est ensuite dérivatisée. Pour ce faire, 100 [uL] de diméthylformamide y sont ajoutés. La

solution est vortexée. Le contenu de chaque vialest®vapor ® °~ sec avec de
100 [pL] de BSTFA avec 1% de TMCS sont ajoutés. La solution est vortexée. Le vial est

ensuite scellé et placé a 120 [°C] pendant 30 minutes. 900 [ OL ] déhexane sorn

Aprés agitation, la solution est injectée.

M Préparation du blanc tampon phosphate & pH 8 :

Dans une ampoule a décanter, 50 [mL] de tampon phosphate a pH 8 sont déversés. 25

[mL] de dichlorométhane y sont ajoutés. Aprés agitation, la phase organique est récoltée et

une nouvelle extraction est réalisée al 6 ai de de 25 [ mL] de dichloro
solution est ajusté a 3 avec du HCI 5 [N]. Deux nouvelles extractions successives sont
r®al i s®es suite ° | 6aj out de 2x 25 [ mL] de dic
ensuite rassemblées. Une spatule de sodium sulfate anhydre est ajoutée et la solution est
filtr®e ° | 6aide dbébun filtre What maaoré asecalm. 125
[mL] de méthanol est ajouté. 0.5 [mL] de cette solution sont prélevés et déposés dans un

vial. 0.5[mL]dbune solution doéat][ugid]ymsontrajodés.iLasolationD 2 7

est ensuite dérivatisée selon le protocole de dérivatisation et est injectée.
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9 Préparation du blanc isopropanol/eau 50:50 ou NaCl 0.9% :

Dans une ampoule a décanter, 50 [mL] du milieu étudié (isopropanol/eau 50:50 ou du NaCl

0.9%) sont déversés. Le pH de la solution est ajusté & 3 avec du HCI 5 [N]. 25 [mL] de
dichlorométhane y sont ajoutés. Aprés agitation, la phase organique est récoltée et une

nouvelle extraction est réalisée - | 6aide de 25 [ mL] de dichl or
solution est ajusté a 8 avec du NaOH 5 [N]. Deux nouvelles extractions successives sont
r®al i s®es suite ° |l 6aj out de 2x 25 [ mL] de dic
ensuite rassemblées. Une spatule de sodium sulfate anhydre est ajoutée et la solution est
filtr®e ° | 6aide doéun filtre What manédasecaln. 125
[mL] de méthanol est ajouté. 0.5 [mL] de cette solution sont prélevés et déposés dans un

vial. 0.5 [mL] déune sol uti on doélduy/mld g sombgjouies taisautiom D2 7

est ensuite dérivatisée selon le protocole de dérivatisation et est injectée.

M Préparation du blanc insuline a 1 [Ul/mL]

Dans une ampoule a décanter, 50 [ mL ] d e Isalinesaad [UU/mL] som dékisés.n

Le pH de Il a solution est ajust® " 3 avec du HCI
sont ajoutés. 25 [mL] de dichlorométhane y sont ajoutés. Aprés agitation, la phase

organique est récoltée et une nouvelle extracti on e st real i s®e ° | 6ai d
dichlorométhane. Le pH de la solution est ajusté a 8 avec du NaOH 5 [N]. Deux nouvelles
extractions successives sont r®al i s®es suite
Les phases organiques sont ensuite rassemblées. Une spatule de sodium sulfate anhydre

est ajout®e et |l a solution est filtr®e ~ | 6aide
est ensuite évaporé a sec. 1 [mL] de méthanol est ajouté. 0.5 [mL] de cette solution sont
prélevés et déposés dans un vi al . 0.5 [ mL] déune solluti on
[ug/mL] y sont ajoutés. La solution est ensuite dérivatisée selon le protocole de

dérivatisation et est injectée.
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7.3.1.3. Essai de dégradation accélérée

Différents essais de dégradation sont réaliséss ur une solution standard

et dbéacide caprylique

1) Dégradation a la chaleur : Une solution standard cont en:
myristique et dbéacide caprylique est pr®par ®e
et déposés dans un vial contenant 500 [ OL] de m®t hanol
standard dbéacide myristique D27 (standard i
ajoutés. Cette solution est ensuite placée a 80 [°C] pendant 24 heures. Apres 24
heures, elle est dérivatisée selon le protocole de dérivatisation et est injectée.
La concentration finale de | 6acide capryligqg
myristigue D27 est de 0.5 [pg/mL].

2) Dégradation aux UVs : Une solution standard contenant
et ciiédcaprylique est préparée. 500 [uL] de cette solution sont prélevés et déposés
dans un vi al contenant 500 [OL] de m®t hanol
myristique D27 (standard i nter ne. Celté solutiorct i on)
est soumise aux UVs a 270 et a 365 [nm] pendant 24 heures. Aprés 24 heures, elle est
dérivatisée selon le protocole de dérivatisation et injectée.
La concentration finale de | 6acide <capryliqg
myristiqgue D27 est de 0.5 [pg/mL].

3) Effet .,0.ea %0660 [ OL] ddbune solution fille doa
caprylique °~ 100 [Og/mL] et 50 [OL] doéune so
[ Og/ mL] sont m®l ang®a 3%dassan E@ibn jaugelde 10drLH
Aprés 3 heures, le volume est complété a 10 [mL] avec du méthanol. 1 [mL] de cette
solution est prélevé et déposé dans un vial. La solution est dérivatisée selon le
protocole de dérivatisation et injectée.
La concentration final el @acildéeacmyrei sca pgruyel i et
myristiqgue D27 est de 0.5 [pug/mL].

4 Ef fet de506p6OLHedbdbune solution fille doacide

100 [ Og/ mL] et 50 [OL] déune solution fille

mélangésavec 50 [ OL] do6HCI 1 [ M] dans wun ball on

le pH est ajusté a 7 avec du NaOH 1 [M] (Ajout de 50 [uL] de NaOH 1 [M]), puis le

volume est complété a 10 [mL] avec du méthanol. 1 [mL] de cette solution est prélevé
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et déposé dans un vial. La solution est dérivatisée selon le protocole de dérivatisation

et injectée.

La concentration finale de | 6acide <capryligq

myristique D27 est de 0.5 [pug/mL].

5 Ef fet doum@ [bGlsle ddune isdoel uryirdnms tfiiglulee ed 6 adcd a c i

100 [ Og/mL] et 50 [OL] dbédbune solution fille
mélangés avec 50 [uL] de NaOH dans un ballon jaugé de 10 [mL]. Aprés 3 heures, le
pH est ajusté & 7 avec du HCI 1 [M] (Ajout de 50 [ OL ] déHCI 1 [ M]) . Le

ensuite complété a 10 [mL] avec du méthanol. 1 [mL] de cette solution est prélevé et
déposé dans un vial. La solution est dérivatisée selon le protocole de dérivatisation et

injectée.

La concentration fyhiadee,dedel 6laGadiedecamyr i st

myristiqgue D27 est de 0.5 [pg/mL].

Afin de pouvoir quantifier la dégradation en acide caprylique et en acide caprylique dans
les différentes conditions de dégradation, une solution standard contenant 0.5 [ug/mL]
déacide caprylique, débacide myristique et dobaci

selon le protocole de dérivatisation. Elle est ensuite injectée.

La concentration finale de | 6acide caprylique,
D27 est de 0.5 [ug/mL]. Cette solution standard sert de solution de référence pour
guantifier | e pourcentage de d®gradation de | 6a

les différentes conditions de dégradation.
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732. St andards do®t alonnage et de

La validit® de | a m®t hode est

noval est utilisé pour le traitement des données.

1) Pr®paration des standards

De u x solutions m res des

préparées selon le protocole ci-dessous :

1) Solution m re

myristique dans 10 [ mL]

2) Solution m re

capryliguedans 10[mL]d 6 hex an e.

Une solution fille contenant un

préparée selon le protocole ci-dessous :

de

chaqgue solution mére et compléter a 25 [mL] avec du méthanol.

Solution filled 6 a c i myristique et

Les standards dé®tal onnage sont

selon le schéma de dilution figurant dans le tableau ci-dessous :

val.

d®t er mi

m® |

dati

débhexane.

ange

ensuite

n®e- "

on

do®t al onnage

substancedquedgontnt ®r °t

d 0 a cDhisdomdre neyactemerit 1QOu[mmg] d 6aci de

d 6 a cDissbadre @aagemgnt 10pumg] d daci de

ddbaci de

d 6 a cRrélbeer50 pulddey | i qu e

pr ®par «

Tableau 33: Standardsd 6 ®t al onnage
Concentration Volume de Volume de
Standard du standard solution fille a méthanol a Volume total
do®t al oy d6®t al o1 prélever prélever [uL]
[pHg/mL] [KL] [KL]
STD1 1.00 250 250
STD2 0.40 100 400
STD3 0.20 50 450 500
STD4 0.10 25 475
STD5 0.04 10 490
STD6 0.02 5 495
500 [ OL] de m®thanol + 500 [ OL]
Blanc L
dérivatisation
Le standard interne doéinjection doit
Pour ce faire, une solution m re doaci de

[mg/mL] est préparée selon le protocole ci-dessous :

Sol uti on

m r e

myristigue D27 dans10[mL]d 6 he x an e .

ensuite °

myi in$g eicquenD?2
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Une solution fille de | 6aci de mypréparéetselonule D27

protocole ci-dessous :

Solution filled d aci de myr i st i gue Préeer 25 uL] He chadue satutioh

mere et compléter a 25 [mL] avec du méthanol.

500 [ OL] de I a solution fill eontdafpoutés dathsechagquer i st i g

vial. La solution est ensuite dérivatisée selon le protocole de dérivatisation et injectée.

Les concentrations finales des standards do®t al
[Mg/mL], 0.05 [ug/mL], 0.02 [ug/mL] et 0.01 [pg/mL]. La concentration finale du standard
déinjection est deolufion Standad gst prdparée erCdupligataalepuis

la solution fille et est injectée deux fois. Trois séries indépendantes sont réalisées.
2) Préparation des standards de validation

Deux solutions meéres des substances d 6 i n t{(ARide® myristique et caprylique) sont

préparées selon le protocole ci-dessous :

aci de

(@)

1) Sol ution m r e do a cDhissoadre xactement 10Purag] d

myristique dans 10 [mL] dbébhexane.

2) Sol ution m r e duea:cDissoedre @xagemgnt 10.0 [mg] dbaci de

capryliqgue dans 10 [ mL] dbéhexane.

Une solution fille contenant un m®l ange dbaci de

préparée selon le protocole ci-dessous :

Solutionfilled 6 aci de myr i sdecapnylmueat2 [ud/iild cRrélever 50 [uL] de

chaque solution mére et compléter a 25 [mL] avec du méthanol.
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Les standards de validation sont ensuite préparés a partir de la solution fille a 2 [ug/mL]

selon le schéma de dilution figurant dans le tableau ci-dessous :

Tableau 34 : Standards de validation

Standard Volume de Volume de Volume
Concentration du standard | solution fillea | méthanol a
ik de validati /mL 4| 4| total
validation e validation [pug/mL] prélever prélever (L]
[ML] [ML]
VLD1 1.00 250 250
VLD2 0.40 100 400
VLD3 0.20 50 450 500
VLD4 0.10 25 475
VLD5 0.04 10 490
VLD6 0.02 5 495
500 [ OL] de m®t hanol + 500 [OL] d
Blanc e
dérivatisation
Le standard interne dbéinjection doit ensuite °

Pour ce faire, une solution m re doéacide myristique D2

[mg/mL] est préparée selon le protocole ci-dessous :

Sol uti on m_r e do6aci ddissongre exactementu .0 Prig)J7d 6:aci de

myristique D27 dans 10 [mL] dbéhexane.

Une solution fille de | 6acide myristique D27

protocole ci-dessous :

Solution filled daci de myri st i qu e Préeer 257 uL] He chadue sautioh

mere et compléter a 25 [mL] avec du méthanol.

500 [uL]de 1 a solution fill e doéacso ajoutédsydans shaquegue D27

vial. La solution est ensuite dérivatisée selon le protocole de dérivatisation et injectée.

Les concentrations finales des standards de validation sont de 0.5 [pg/mL], 0.2 [ug/mL], 0.1
[mg/mL], 0.05 [pg/mL], 0.02 [pg/mL] et 0.01 [pg/mL]. La concentration finale du standard
déinjection est desoluion Standafdgst pnépirée erCthipicata eepuis

la solution fille et est injectée deux fois. Trois séries indépendantes sont réalisées.
7.3.3. LOQ

La |imite de quantification de | a m®t hode est d
(= 0.02 [ug/mL]) pour les seringues BD Perfusion® et les seringues BD Sterifill® et de 0.04
[ppm] (= 0.04 [ug/mL]) pour les flacons COC, Promens/Elpack®. La méthode doit donc étre
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suffisamment sensible pour permettre de quantifier les composés d 6i njf ®&s qu 6~ une

concentration de 0.02 [pug/mL].
7.3.4. Répétabilité des résultats pour un méme échantillon

Etant donné que la méthode développée pour la chromatographie gazeuse peut étre
sujette a des variations (en raison de la réaction de dérivatisation notamment), un
échantillon est injecté six fois afin de vérifier la répétabilité des résultats pour un méme
échantillon. Pour ce faire, un échantilonc ont enant 0.5 [ Og/ mL] doéoaci d

capryliqgue et dbéacide myristique D27 est pr®par

Le coefficient de wvariation du rapport dobdéaire p

supérieur a 10%.
7.3.5. Stabilité

Une solution standard contenant | 6acide myri sti
une concentration de 0.5 [ug/mL] est préparée et stockée a température ambiante. Cette
solution est injectée a to, PUIS & o4 heuress tag heuress t72heures €t t7jous @ f i N d O ®val uer | a ¢
|l 6acide myristique, capryliqgue et dlesrappoatci de my
d 6 a ioltemss pour la solution aprés chaque injection sont comparés a ceux obtenus a t,.
lLad®gradati on de k6 a didd dagryique ésschlculgeuem pourcentage
relatif parrapporta u r appor t dth @d pouecentapetdeit@tee compris entre 90%

et 110% pour étre considéré comme acceptable.
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7.4. Résultats et discussion

7.4.1. Spécificité

7.4.1.1. Identification
Lesrésul t ats suivants ont ®t ® obtenus pour | 6ident
solution standard contenant 0. 5 [ Og/ mL ] doadiad ¢ grgigue etdd a gucde d

myristique D27 et déun ®chantill on

Perfusion (Lot : 1603204P)) :

efifguetBb a i t ob

Tableau 35:  Résultats identification
Acide caprylique

Critéres Spécifications Résultats ,Résult_ats

solution standard echantillon
m/Z:73.1:214.1% 144.7%-244.7% 203.7%
m/Z : 202 : 85.5% 55.5%-115.5% 83.7% Non détectable
N-R O 700 743
Temps de rétention 3.560 £ 0.200 3.555

Acide myristique
- P Résultats Résultats
Chliizres SPEEIEE oINS solution standard échantillon
m/Z : 73.0:103.1% 73.1%-133.1% 106.0% 97.9%
m/Z : 286 : 34.8% 4.8%-64.8% 39.8% 7.6%
N-R O 700 999 908
Temps de rétention 9.446 + 0.200 9.447 9.374
Acide myristigue D27

Critéres Spécifications Résultats ,Résult_ats

solution standard echantillon
m/Z :118:13.8% 0.1%-43.8% 17.2% 9.0%
m/Z : 312.5: 39.4% 9.4%-69.4% 67.6% 34.8%
N-R O 700 875 877
Temps de rétention 9.136 + 0.200 9.138 9.149
Les r®sul tats obtenus pour | 6identi fication
myristique D27 et de | 6acide caprylique

solution standard. Il en est de méme pour les

dbébaci de
1603204P),

mani r e

caprylique

cobest

fiableeleappytsqgde,

noa

pour quoi i

®t ®

r ®sul t at s
retrouv®e
est i nd®t ect abl

| daecil daci de

de | 6®chant.

8 @at s

D27 par rapport aux trois critéres fixés (Temps de rétention, abondance relative et N-R).
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7.4.1.2. Blanc

Les chromatogrammes des blancs préparés dans du tampon phosphate a pH 3, tampon
phosphate a pH 8 et dans le mélange isopropanol/eau 50:50 ont déja été présentés dans le

chapitre 6.5.3. « optimisation de la méthode derincagedel 6 i nj»e ct eur

Les chromatogrammes des blancs préparés dans du NaCl 0.9% et d e insulide a 1 [Ul/mL],

figurent ci-dessous :

12.54

kiCounts] \ blanc_insuline-28-11-2016, xms 202 0= Filtered [0
qonzfn H

10.0]

7.59

&l \ /ﬂ\

blanc_nack-26-11-2016 xme 202 0= Filtared [00q

I

3l5 40 45 50

560 min

Figure 23 : Chromatogrammes des blancs (NaCl 0.9% et insuline a 1 [Ul/mL]) pour

| 6aci de caprylique

blanc_insuline-268-11-2016_ams 206.0= Filtered (0[]

5446 min

3003 min Area 710213
17544 min Area 400762

min Area 509516

T min Area. 168419

L\mﬂ.ﬂﬂflﬁmﬁ“th\,~.d“MJhﬁ-NﬂJIN,,ﬁN‘LMm " NWU\{I i,

blanc_nacl-28-11-2016 xms 286 0= Filtered [0l

=TT Areg 371504

K165 min Area 374099
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o
H
ar
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Figure 24 : Chromatogrammes des blancs (NaCl 0.9% et insuline a 1 [UI/mL]) pour

| 6aci de myristique
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Aucun pic provenant des blancs préparés a partir des différents milieux (Tampon

phosphate a pH 3, tampon phosphate a pH 8, mélange isopropanol/eau 50:50) ndéient er f ®r

avec | es pics des compos®s doint ®r °t. 1 en est
NaCl 0. 9% et dans wune solQCelasigmi fdibéd nwd awmeurne 1su
provenant du mat ®ri el et des produits utilis®s

les pics des composésd 6 i n.t ®r °t
7.4.1.3. Essai de dégradation

Les résultats des essais de dégradation sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 36:  Résultats
Acide capryligue Acide myristique

) CAcide CSqution CAcide CSolution
E§Sa| de_ caprvligue standard Recouvrement myristique standard Recouvrement
dégradation moyenne | moyenne [%] moyenne | moyenne [%]

[mg/mL] | [mng/mL] [ug/mL] | [mg/mL]
Effet de I'acide 0.34 90.96% 0.47 102.49%
Effet d'une 0 0
base 0.06 15.65% 0.50 108.62%
0.38 0.46

Effet de la 0.41 109.18% 0.47 103.29%
chaleur
Effet des UVs 0.35 93.77% 0.49 108.27%
Effet de I'H,0, 0.29 77.56% 0.47 103.54%

Les résultats détaillés pour les essais de dégradation se trouvent en annexe XXVII.

Selon |l es essais de d®gradati on, | 6acide capryl
| 6oxydat i on imniEion de | €oacentratiande d 6aci dedbeapi ybhnqgu

23% se produtencas dbéexpositi onUneédnidutoa de laccangegt@tio® e

en acide capryique d6environ 84% a ®t ® observ®e | orsque
solution fortement basique. Vu 6curea dlee capngémegm
évalué a 93% précédemment (cf.6. 5. 1. 2. rendement ddéextraction)
une baisse de la concentration en| 6 aci de caprylique | orge de | 0¢
| 6 ®c h ampHi8leffeotuée au cours delapr ®p ar at i on . ®ddn®leshaatres i | | ons
conditions de d®gradation (acide, chal eur et U\
sont compris entre 91.0% et 109.2%.L 6aci de caprylique peut °tre ¢

dans ces conditions.

L d@cide myristique ne se dégrade pas dans toutes les conditions testées. En effet, les

recouvrements obtenus sont tous compris entre 102.5 et 108.6%.
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742. St andards do®t al onnage et de wvalidation

Le logiciel e-noval a été utilisé pour la validation de la méthode. Le rapport détaillé pour

| 6aci de rigureies annaxal XXVIII. Les rapports ddéaires et
introduits dans le logiciel e-novalpour | 6 a c i de tromgnt an surtnexe XXeX. Les
rapports ddéaires et de concenternatviad n sp oiurrt r lo @ ai«

capryligue se trouvent en annexe XXX.

Etant donné la forte variation des résultats obtenus, | e pr of i | de risque et
pas pu étretracéspour | 6acide caprylique.
Le profil doexactitude de | dacide myristique a

concentration selon un modele de régression linéaire, car la sensibilité de la méthode a
fortement diminué entre la premiére et la derniére série de validation. Les résultats des
niveaux de concentration 4, 5 et 6 étaient trop faibles et trop variables pour étre pris en

compte dans la validation. lls ont donc été exclus.

Le profil déoexactitude de | 6acide myristique ¢
ni veaux de concentration d®montre que |l a valida

méthode est inexacte avec un intervalle de confiance de £ 30%.Un r i sque ddéerreur

aller jusqudé”™ 30% a ®t® gbaeontw@meanudr sludadiede rmy
de 0.4.
Pl usi eurs causes peuvent expliquersstadd@rdside c de |

validation ont été préparés dans un volume final de 1 [mL]. Cela augmente fortement le

ri sque dobéerreur s, notamment | e risque aééerreur s
dérivatisé individuellement. Il peut y avoir une variation de la réponse du composé au

r@act i f de d®rivatisation entre |l es diff®rents
pr ®al abl e me nt estdp@s eénwsageabls @ads lendas présent, en raison de la

réversibilité de la réaction de dérivatisation. De plus , pour | dacide capryl i
des r®sultats peut °tre expligu®e par |l e fait
certains composés interferent avec le dosage de ce composé. Une optimisation de la

m®t hode dobéanal yse edeaviriani td e® trreet aerfdfeerc tIuGE® | ut i on ¢

Finalement, une perte de sensibilité a été observée entre la premiére et la derniere série de
validation. En effet, la réponse du détecteur aux faibles concentrations en acide myristique
est fortement diminuée entre la premiére série de validation et la derniére série. Une
mai ntenance de | a source do6ion aurait d% °tre

perte de sensibilité. Malheureusement, par manque de temps et de disponibilité de
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| 6®qui plemedma ,pas ®t ® possible de refaire | a va
|l 6acide caprylique et de | dacide myristique.
Ainsi, seules les identifications des pics de | 6acide myristique

peuvent étre réalisées sur les échantillonsan al y s ®s par ahaysend®¢ldpueel e d 6
en GC/MS. Une estimation des concentrations en acide myristique et en acide caprylique

contenues dans ces échantillons peut étre effectuée. Pour étre considérées comme

valides, les concentrations estimées doivent étre confirmées soit par Il 6empl «
technique doéanalyse orthogonale, soit par | Oouti
validée.

7.4.3. LOQ

Et ant donn® | 6®chec de |l a validation de | a m®t

| 6aci de cdPmQyldieguea, mM®t hode nbéa pas pu °tre O®val
7.4.4. Répétabilité des résultats pour un méme échantillon

Les résultats obtenus po u r l es rapports doboéaires dbéacide ce
suite aux sixi nj ections doéune solutiondééaandar dydibsatci c
0.5 [pg/mL] figurent dans le tableau ci-dessous :

Tableau 37 : Résultats
T Rapport doba Rapport doai
RepeiEiiie Acide caprylique Acide myristique
Moyenne + |Cgys 3.22+0.32 1.39 + 0.08
Ecart-type 0.31 0.08
CV [%] 9.56% 5.66%

Les résultats détailllés figurent en annexe XXXI.

Selon les résultats obtenus, la répétabilité est conforme aux exigences, car le coefficient de
variation obtenu suite - si X i njections succ

capr yl i qideemyrestiqued 6.3 [pg/mL] est inférieur a 10%.
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7.4.5. Stabilite

Les résultats obtenus pour la stabilite del 6 aci de myri sti que aadoursie | 6ac

du temps sont illustrés sur le schéma ci-dessous :

120%

115%

110%

105%

100%

Acide myristique

Acide caprylique
95% - pryliq

90%

85%

80%

Pourcentage relatif des rapports d'aires par rapport a t0
(%]

0 50 100 150

Temps [heures]

Figure25: Stabilit® de | 6acide myri strsdutempset de | 0

Les résultats détaillés figurent en annexe XXXII.

Aucune donn®e sur | a stabilit® de | dacide myris
®t ® retrouv®e dans |l a |litt®ratur e, cdbest pourgu
dodei capryliqgue et ddacide myristique devait ©
analyse par GC/ MS est de 33 minutes. Cel a siagn
stabilit® de | a solution sur une dur ®e laddau mi

stabilité des solutions pendant toute une série de validation. Les résultats des
pourcentages relatifs obtenuspour | a stabilit® doébune solution
caprylique d®montrent que | es solutiiosn/goursont st
a température ambiante, car les valeurs de pourcentage obtenues sont toutes comprises

dans | 6intervalle fix® de N 10 %.
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7.5. Conclusions

Ainsi, | a m®t hode d®vel opp®e pour | 6anal yse (
malheureusement pas pu étre validées el on | es crit res dbéacceptati
En effet, de trop fortes variations des rapport

et la derniére série de validation. Plusieurs améliorations devraient étre apportées a la

méthode afin de pouvoir la valider dans le futur, notamment pour le dosage de | 6 aci de

caprylique, dont I 6®I1 ut i on Towefois, laarépétabdité [desme n t t
injections, la stabilité et la spécificité de la méthode ont pu étre démontrées. Cela signifie

qgue cette m®t hode dbébanalyse peut °tre utilis®e
caprylique dans les échantillons. Une quantification précise etexactede | 6aci de myr i s

et de | 6aci dpeeuttoatgioispds Etrg teaiséa. e
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8. Etude des substances extractibles
8.1. Introduction

Loinsuline est admi ni str ® par voie parent ®r al e
ri sque. 1 est alordoefefcoomnmaerd ®upar ®1 YWSPc o mp |

extractibles pouvant étre extraites des seringues BD Perfusion® et Sterifill®, ainsi que des

flacons COC, Promens/EIpack®.9 Pour ce faire, des sol vant s doextract
propriétés physico-chimiques di f f ®r entes (polarit®, pH etcé)
afin doéextraire | e maximum de compos®s et ain
pouvant diffuser dans la préparation dans des conditions normales de stockage. Dans le

cadre de cette étu d e , s e ul s AntiogydanB UZb,, Il ®aci de myristique

capryliqgue sont recherchés dans les échantillons préparés.

8.2. Matériel et produits

Le tableau ci-dessous résume la liste du matériel employé pour cette étude :

Tableau 38:  Liste du matériel employé
- o . Référence
Matériel n° de lot Fournisseur fournisseur Pays
1 Lot de flacons COC 00254776 Elpack/Promens 024061 Danemark
1602209P
3 Lots de seringues BD Perfusion® 1601255P BD 300136 Irlande
1603204P
Sterifill advance 50 [mL] 6060032 BD France 47406001 France
Sterifill BSCF 30683647 BD France 47402605 France
Sterifill PR OFM03185 BD France 47396308 France
Bouchons Combi Lock L87254-1 Codan Med. AG 16/5280 Allemagne
Bouchon septum gris 3 [mm] 30672030 Flaigg 342-V9048 Suisse
3000-
Lyoseal bleu 20 [mm)] 11F090 West 00000133251 USA
Pré-colonne Zorbax Eclipse Plus .
C-18. 2.1 x 2.5 [mm], 5 [um] USUQB05330 Agilent 821125-936 USA
Colonne Agilent Zorbax eclipse .
Plus C18, 100x3.0 [mm], 3.5 [um] B15216 Agilent 959961-302 USA
Vi al s ADeadtivated viais
. : 1 .
amber, write-on spot, 2 [mL] Wide 000015363 Agilent 5183-2072 USA
opening screw top 000015356
Insert 440 [pL] 2086652290 Agilent 5183-2086 USA
B o u ¢ h &erewftaps for 2 [mL]
vials, blue, PTFE/silicone/PTFE 193936 Agilent 5185-5862 USA
septao
ZB-5MS, 20 [m] x 0.18 [mm] id, 252824 Phenomenex 7FD-G002-08 USA
0.18 [um] film thickness
Vials 2 [mL] ambrés GTG015111226 GTG GmbH 8002-CV-D Suisse
Bouchon pour vials en GO003-ACY-
caoutchouc et PTEE 1114-331 Infochroma AG RU/TE Allemagne
Filtre GH Polypro 0.45 [mm], diam. T307771 Pall 66548 Mexigue
47 [mm]
Tube SPE Supelclean LC18, 1 [mL] 6759201 Sigma/Supelco 504270 USA
IIiDrgsepr)gsabIe flow control valve i Sigma/Supelco 57028 USA
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Le tableau ci-dessous résume la liste des produits employés pour cette étude :

Tableau 39 : Liste des produits employés
. o . Référence

Produit n° de lot Fournisseur R Pays
Isopropanol (=2-propanol) K47208640544 Merck 1.01040.2500 Allemagne
Sel dbdébammonium ac BCBQ3068V Sigma 17836 Hollande
Bisphénol M (CAS : 13595-25-0) BCBN1490V Sigma 23454 Japon
Irganox 415 (CAS : 96-69-5) 20160109 Chemos 132912 Allemagne
Butylhydroxytoluéne 17 EDQM B1215000 France
Antioxydant 425 MKBC8969V Sigma Aldrich 1001847278 USA
Sodium phosphate dibasique
dihydraté K46477153603 Merck 1.19753.0250 Allemagne
(=Na2HPO4 ’ 2H20)
Eau pour HPLC ggggggggggg Merck 1.15333.2500 Allemagne
Dichlorométhane pour HPLC K47623144610 Merck 1.060442500 Allemagne
Méthanol :;gggiggig Merck 1.06018.2500 Allemagne
n-Hexane pour HPLC 16D060882 VWR 83992.320 Belgigue
Sodium sulfate anhydre AMO0876649604 Merck 1.06649.0500 Allemagne
Acide chlorhydrigue 5 [M] HC44262011 Merck 1.09911.0001 Allemagne
Sodium hydroxyde 5 [M] HC54854813 Merck 1.09137.1000 Allemagne
Acide myristique CC0613V Sigma 490873 Allemagne
Acide caprylique TP1168V Sigma 296457 Allemagne
Acide myristique D27 BCBR5799V Sigma 68698 USA
Diméthylformamide pour HPLC BCBR1134V Sigma 101673993 Allemagne
N,O-bis(triméthylsilyl)-
trifluoroacétamide (BSTFA) BCBQ7235V Sigma T6381 Allemagne
containing 1%
triméthylchlorosilane (TMCS)
Acétone pour GC/MS 1842958632 Merck 1.00658.1000 Allemagne
Toluéne pour GC/MS 1845649631 Merck 1.00849.1000 Allemagne

8.3. Appareils et équipements

Le tableau ci-dessous résume la liste des appareils et équipements employés pour cette

étude :
Tableau 40: Liste des appareils et équipements

Appareil Numéro de série Fabricant Pays
Balance de précision Mettler Toledo AX 504 1121091337 Mettler Toledo USA
Balance standard Mettler PG 1003 S 1125020066 Mettler Toledo USA
Bains ultrasons B5200 Bransonic C-120/86 Branson USA
Etuve (EP), Memmert ULP 400 G401.0246 Memmert Allemagne
Etuve (EP) Runmed 4101 0412/07 Rumed Allemagne
Rotavapeur RC-900 7441655 KNF Suisse
Varian CP-3800 + quadrupéle MS 1200 L 00480 Varian USA
Chromfit_ographle en phase liquide Agilent DE11109565 Agilent USA
1100 séries
SPE Supelco Visiprep 24 DL - Sigma/Supelco USA
Vortex 0100 VWR USA
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8.4. Méthode

841.Choi x des solvants doéextracti on

Selon | 6USP, i est recommahnd®ntded Ge®A tercd @ toinare,r
aqueuse a pH 5.2, a pH 9.5 et un m®l ange do6bD:S500pporuorp aln®t/ ledhar d

extractibles des préparations injectables.’

Dans létude sur les substances extractibles issues de différents matériaux
pharmaceutiques de Jenke D., | 6extraction est r®alis®e&B dans |
et & pH 9.5, ainsi que dans un mélange isopropanol/eau 50:50.”* En se basant sur les
recommandati oats sler | 6&SPr ot oclenkeeD., ted solvants @é-ct i on ¢

dessous ont été utilisés dans le cadre de cette étude :

1) Un mélange isopropanol/eau 50:50: ce mélange de solvant permet de simuler
| 6effet des substances tensioactives ou de
alcool. Les préparations pharmaceutiques contiennent fréguemment des
tensioactifs ou des agents solubilisants qui peuvent avoir une influence sur la

quantité de substances pouvant potentiellement diffuser dans la préparation.®

2) Un tampon phosphate a pH 3 et a pH 8 : Ces pHs ont été choisis, car la plupart
des préparations pharmaceutiques fabriquées ont un pH compris entre 3 et 8. Le pH
de 9.5 propos® par | 6USP sembl aipHH des r op e
préparations pharmaceutiques fabriquées en milieu hospitalier, cbest pour guo
été abaissé a 8 dans le cadre de cette étude. Des solutions tampons stables a ces
pH ont ensuite été choisies : | 6acide phosphorique a un pKa

7.09.%% 1l a donc un bon effet tampon au pH de 3 et 8.
842.Choi x des conditions dbéextraction

Pl usieurs mwm®thadésomdsont propos®es dans | 6 USF

et c¥)la m®t hode dobext rsimder iesostresspaexguals sont daimis les

contenants au cour s du stockage. (Variation dansleemp®r a
protocole développé par Jenke D., pl usi eurs conditions dbéextract
ultrasons, Heflux, etcé)

Dans | e cas pr®sent, | a solution dodéinsuline noe

température ambiante. Elle subit donc des stress au niveau thermique (variation de
température entre température ambiante et frigo) et au niveau du transport et de la

mani pul ation (agitation). 1 para’t donc i mpor
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| 6agitation surcohesndartfd ®dentl a solution doéi ns
m®t hodes doextraction S u pava et emditiomnt d ®d XBt rraett e n
proposéesp ar | opdrSéhkedbtd ans son prot:ocole doé®tude
1) Bains ultrasons : les échantillons sont placésdans un b®cher dobdeau
température est maintenue a 0 [°C] avec de la glace pendant 2 heures. La
température du bain & ultrasons est fixée 8 0 [°C].** Cel a per met do®vit
acc®l ®ration de | dextraction 1|i ®e | 6augn
effet, i est connu quemi$ aux gtpaodspenda®c hant i |
plus de 30 minutes, la température de ce dernier augmente.®® En maintenant la
temp®rature ~ 0 [AC], i néy a plus de wvar
ultrasons sur le contenant est étudié.”*
2) Etuve a 55 [°C] pendant 3jours™:1 es ®chantillons sont pl a
55 [°C] pendant trois jours. Cet t e m®t hode ddéextr aansi on pe
des conditions accélérées | 6 e f f dempéchtire $unles différents contenants
testés.
843. Pl an ddé®chantill onnage
Comme illustré dans le tableau ci-dessous, trois seringues BD Perfusion® de trois lots
différents, trois seringues BD Sterifill® du méme lot et trois flacons COC, Promens/EIpack®
dum®° me | ot ont ®t ® remplis avec 50 [ mL] de <cha
cadre de cette ®tude et soumis @aux technigues d
Tableau4l: Pl an do6®chantillonnage

Etude des substances extractibles des différents contenants

Méthode

~ . Bain a ultrasons
d o6 e xtionac

Contenant a 55°C

Tampon Tampon Tampon Tampon Isopropanol/H,0
Solvant phosphate a | phosphate & | phosphate & | phosphate a P 5%.50 2
pH 3 pH 8 pH 3 pH8 (50:50)

Flacon COC,
Promens/Elpack® 3 3 3 3 °
Seringue gD 3+3+3 3+3+3 3+3+3 3+3+3 3+3+3
Perfusion
Seringue BD
Sterifill® 3 3 3 > °
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Les seringues BD Perfusion®ont ®t ® fer m®es ~ | 6aide dbédun bou
Lock stérile® (Codan Medical), les seringues BD Sterifill®” | 6 ai de du bouchon fc
seringue et les flacons COC, Promens Elpack® | 6aide dbébun septum gri s
bouchon Lyoseal bleu (West), préalablement stérilisés par autoclavage.

Il a été décidé de maintenir assemblées les différentes parties des contenants étudiés, car

cela refléte mieux les conditions réelles de stockage des préparations.®

Ces échantillons sont préparés en duplicata. La premiére série est utilisée pour
6i dent i f i cdaotsiaogne edtu |BeHAMtioxyalant 485 extraitd des différents
contenants testés. La deuxiéme série est utilisée pour| 6i dentifdaeatdenmyri st

et | 6acide caprylique extraits des diff®rents ¢

8.5. Identification et dosage par HPLC/UV-DAD du BHT et Andiexyddnd 425
extraits des contenants remplis avec des solutions fortement polaires ou a des

pH extrémes

8.5.1. Méthodedepr ®p ar ati on dé®chantill ons

8.5.1.1. Préparations des échantillons conditionnés dans du tampon phosphate a
pH3ouapHS8

Des liners en teflon sont placés sur la valve de contr6le du débit de la SPE. Une cartouche

Supelclean LC-18 est connectée sur le liner. Le systeme SPE est mis sous vide en
allumant | a pompe ° vide. La de@kDd[mlkldem&tRaBol est ac
pour HPLC, putde famx I16ajmlult déeau potamporHPL C. z
phosphate a pH 3 ou du tampon phosphate a pH 8, puis 1 [mL]de | 6 ®c bamtnt i | | or
ajoutés. Finalement, 100 [OL] doébune solution dolr
[ug/mL] sont ajoutés. La cartouche est laissée a sécher. Une fois séche, le vide est coupé

et un tube en verre propre est placé sous la cartouche. 1 [mL] de méthanol sont ajoutés

dans la cartouche. Le systéme est mis sous vide. La cartouche est laissée a sécher. Une

fois séche, le vide est coupé. Le volume est ajusté a 1 [mL] avec du méthanol. Apres

agitation, la solution est injectée.

La concentration finale de | 6l rganox 415 est de
8.5.1.2. Pr®paration des ®chantil | on sisoproparmke@uss dans
50:50

1 [mL] ddéun ®aenhremplt avéclle mélange isopropanol/eau 50:50 est prélevé et
d®pos® dans un ballon jaug® de 25 [ mL]. 250 [
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[Mg/mL] sont prélevés. Le volume est complété a 25 [mL] avec du méthanol. 400 [uL] de

cette solution sont prélevés et déposés dans un vial.

La concentration finale de | 6lrganox 415 est de
85.2. M®t hode dob6 aHhRLCNGRADp ar

8.5.2.1. Conditions dbéanal yse

Les condit i oqlessodgs@&atrutliségss e cC i

Tableau42: Condi tions dbdanal yse

Pré-colonne Zorbax Eclipse Plus C-18, 2.1 x 2.5 [mm], 5 [um] et

Precolonne et colonne Agilent Zorbax Eclipse Plus Cys, 100 x 3.0 [mm], 3.5 [um]

Colonne )
particules
: Tampon dbéac®t ate d SR
Phase mobile 310 [mM] 4 pH 4.8 Acétonitrile
Temps % de solution B

0.0 5.0

Gradient 60.0 100.0
65.0 100.0

10 minutes de rincage

Débit 0.4 [mL/min]

Volume

doinjecti 50 [ut]

Détection UV 210 [nm]

Préparation

do®chant i Aucune, injection directe

8.5.2.2. Courbe dé®t alonnage

Conformément aux résultats de la validation de la méthode, un e ¢ o uétalbrmagd ést
t rac®e p o u rAntibxgdanB 423 a partir dé tiis solutions standard de trois niveaux
de concentraton di f f ®r ents (° 5 [ Og/ mL AntioxyPant[4Zbget daL ] et

BHT). Le r? doit &tre supérieur & 0.999 pour étre conforme.
8.5.2.3. SST

Une solution standard contenant 5 [ug/mL] d e B H T Angokydadt 325 et 1 [pg/mL]
dél rganox 41 ®tingecde trgisifo® pfia de®@érifier la conformité du systeme.

Pour étre considéré comme conforme, le coefficient de variation obtenu pour les rapports
doaduw eBHT Antioxydaat 425 @loit étre inférieur a 3% et le coefficient de variation

du temps de rétention doit étre inférieur a 2%.
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8.5.2.4. QC

Une solution standard contenant 2 [ug/mL] d Antioxydant 425 et de BHT et 1 [ug/mL]
d 6 1 r g abnest)préparie et injectée deux fois. La concentration obtenue en BHT et en
Antioxydant 425 doit étre comprise entre 1.80 [ug/mL] et 2.20 [ug/mL] pour étre considérée

comme conforme.

8.5.2.5. Blanc

Un blanc de chaque mi | i ewu doextrac

dm3nl L. Blare.

d Gest yrepara setom la méme m®t hod e

qguodindi gu®e chapitre

8.5.3. Résultats et discussion

8.5.3.1. SST, Bl anc, Courbe do®t al

QC,

onnage

Les résultats obtenus pour le SST, le QC et le blanc sont conformes pour le BHT et

| Abtioxydant 425 et figurent en annexe XXXIll. Ler? obt enu pour |l a courbe

d e Antioftydant 425 et du BHT sont conformes car ils sont > 0.999.
8.5.3.2. Echantillons passés aux ultrasons, a 0 [°C]
Les résultats détaillés figurent en annexe XXXIV.

1 Echantillons conditionnés dans la solution tampon phosphate a pH 3

Les résultats obtenus pour |Aftioxydant 425 dans les différents conditionnements
primaires remplis avec du tampon phosphate a pH 3 et soumis aux ultrasons figurent dans

le tableau ci-dessous :

Tableau 43 : Résultats pour | Adtioxydant 425
Concentration Seringue BD Seringue BD Seringue BD Elacon Seringue
estimée en acide | Perfusion® Lot : | Perfusion® Lot : | Perfusion® Lot : e BD
myristique 1602209P 1603204P 1601255P Sterifill®
Echantillon 1
0.25 0.00 0.00 0.00 0.00
[Hg/mL]
Echantillon 2
0.25 0.63 0.00 0.00 0.00
[Hg/mL]
Echantillon 3
0.00 0.63 0.00 0.00 0.00
[pg/mL]

Aucune trace de BHT n 6 a

®t

® d®tect ®e.
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1 Echantillons conditionnés dans la solution tampon phosphate a pH 8

Les résultats obtenus dans les différents conditionnements primaires remplis avec du

tampon phosphate a pH 8 et soumis aux ultrasons figurent dans les tableaux ci-dessous :

Tableau 44 : Résultats pour | Adtioxydant 425

Concentration Seringue BD Seringue BD Seringue BD Flacon Serinque
estimée en acide Perfusion® Perfusion® Perfusion® coe | o Stegr]ifill®
myristique Lot : 1602209P | Lot : 1603204P | Lot : 1601255P

Echantillon 1

[ug/mL] 0.77 0.52 0.53 0.00 0.00
Echantillon 2

[ug/mL] 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00
Echantillon 3

[ug/mL] 0.57 0.00 1.10 0.00 0.00

AucunetracedeBHTn6a ®t ® d®t ect ®e..

Une forte variation est observée au niveau des concentrations en Antioxydant 425 entre les

| ot s et m° me au sé&inn edd et , mame sleotn. du me°® me | C
concentrations fluctuent fortement (De 0.00 a 1.10 [ug/mL] par exemple). Cela peut
sbexpliquer pders Ilceonfdaitti oqsedobédextraction nobéont

contenants ont été placés aléatoirement dans le bain a ultrasons. En fonction de la position

des contenants dans le bain a ultrasons, | 6exposi tion arierxDepllsfla asons
température du bain a ultrasons ®t ait contr 1| ®e par | 6ajout 1 ®gl
déun thermom tre. L6homog®n®i t® de | a temp®ratu

nbest pas exclu que cert asesade pius laates tempéiatorass ai ent
Final ement , |l a proc®dure do®chantill onnage des
sélection des contenants dans le carton a été faite de maniére aléatoire. Il est probable

guden fonction de | dlonldans le tarten,aéd grofil en sdbstanted ®c h a n
varie.’

Seul es d e sAntibxydant 425 ont é&é détectées dans les échantillons testés et
uniquement pour les seringues BD Perfusion®. Les c onc Antioxydarit 42bns d o
détectées fluctuent entre 0.20 [ug/mL] et 0.60 [ug/mL] dans les conditions acides et entre

0.50 [ug/mL] et 1.10 [ug/mL] dans les conditions basiques. Les concentrations en
Antioxydant 425 détectées sont dans la majorité des cas en dessous du seuil de
guantification de 1 [pg/mL].
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Les concentrations maximales estimées en Antioxydant 425 dans 50 [mL] de chaque

contenant sont les suivantes :

Tableau 45:  Concentrations maximales en acide myristique

Contenant Seringue BD Flacon Seringue BD

Perfusion® cocC Sterifill®

Concentration maximale estimée
[ng/mL] 1.1 0.0 0.0
Concentration maximale estimée
dans 50 [mL] 55.0 0.0 0.0
[Mg/ 50 mL]
Dose administrée [ug/kg/j]
(Pour un enfant de 10 [kg] et pour 5.5 0.0 0.0
une seringue de 50 [mL])

Les doses administrées calculées en Antioxydant 425 pour ces contenants remplis avec 50
[ mL]
conditions extrémes de stockage, letauxd 6 Ant i o x eximait testedtr@sSaible, il y a, a

ddéun t aowmpasique somt itrésefaibles. Dans la mesure ou dans des

priori, peu de risques que les concentrations en Antioxydant 425 et en BHT soient
significativement plus élevées dans les préparations stockées dans des conditions
normales de stockage.

8.5.3.3. Echantillonsst oc k®s pendant 3 jours ~ | 6®tuve

Les résultats détaillés figurent en annexe XXXV.

1 Echantillonscondi ti onn®s dans | &:opropanol / eau

Les r ®s u | Antitydant d26 déteété dans un mélange isopropanol/eau 50:50
conditionné dans les differ ent s contenants et stock® | 6 ®t uv
figurent dans le tableau ci-dessous :
Tableau 46 :  Résultats pour | Adtioxydant 425
Concentration Seringue BD Seringue BD Seringue BD Flacon Seringue
en Antioxydant Perfusion® Perfusion® Lot : | Perfusion® Lot : COC BD
425 Lot : 1602209P 1603204P 1601255P Sterifill®
Echantillon 1
43. 44.24 42. . .
[ug/mL] 3.08 55 0.00 0.00
Echantillon 2
44.24 43. 44, . .
[ug/mL] 3.56 08 0.00 0.00
Echantillon 3
44.2 43.92 43.1 . .
[ug/mL] 8 3.9 3.18 0.00 0.00
M"ﬁrér/‘;f]'c% 43.86+2.10 | 43.91+229 | 4327+229 | 0.00 0.00
Ecart-type 0.84 0.92 0.92 0.00 0.00
CV [%] 1.93% 2.10% 2.13% 0.00 0.00

Aucune trace de BHT n 6 a

®t

® d®tect ®e.
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1 Echantillons conditionnés dans la solution tampon phosphate a pH 3
Aucune trace de B H T ,Antioxiydand 425 n @été détectée.

1 Echantillons conditionnés dans la solution tampon phosphate a pH 8
Aucune trace de B H T ,Antioxiydand 425 n @été détectée.

Aucune trace de BHT, ni d Antioxydant 425 n 6 a d@&sdct@e dans les échantillons stockés

pendant trois jours a une température de 55 [°C] dans une solution tampon phosphate a pH
etapH8 Aucune trace domdetBHDXY a a@drct@e4dans les flacons

COC et dans les seringues BD Sterifill®.Par contre, une forte concentration en Antioxydant

425 a été détectée dans les échantillons de seringue BD Perfusion® remplies avec un

m®| a n gepropdrl/eau 50:50. En effet, d e sAntioxpdant 426 aller t i on s
j us qu3d [ug/my]l ont été détectées dans ces échantillons. Les résultats sont
reproductibles entre les lots, car la différence entre les résultats obtenus pour les différents
lotsndest pas (&elog tes testsada statistiques réalisés et figurant en annexe

XXXV). Cela signifie que dans 50 [mL] de <cette s oAntokydaotm25 s@ét [ mg ] (
retrouvés, ce qui est trés élevé. Ces résultats rejoignent ceux retrouvés par Trittler R. lors

de | danal yse dosBb Plastipakfrentpes avecdien §y 8@t hanol

Au niveau de la toxicité, le LDspd e | 6 Ant i oobktgnd lars d éssdi2de toxicité aigué
est supérieur a 10 [g/kg] de poids corporel chez les rats. Un enfant de 10 [kg] recevant 50
[ mL ] déune solution condi ti ornom®eevraitameslose des s er i |
0.002 [g], ce qui est nettement inférieur au LDs, d e Antiokydant 425. Ainsi, les
concentrations en Antioxydant 425 retrouvées dans les seringues BD Perfusion® restent

nettement en dessous du seuil de toxicité. >*

Peu de solutions fabriquées par lot contiennent une teneur aussi élevée en alcool. Lors
d6®t udes futures, | 6anal yse deenaloooltoerespondars r e mp |

aux teneurs en alcool couramment utilisées en pharmacie devrait étre effectuée.

Afin de vérifier si la méme teneur en Antioxydant 425 était retrouvée dans les seringues BD
Perfusion® remplies avec du NaCl 0.9%, 3 seringues BD Perfusion® de chaque lot ont été
remplies avec 50 [ mL] de NacCl 0.9% et ont ©®t®
jours. Les solutions ont ensuite été préparées de la méme maniére que les seringues
remplies avec le mélange isopropanol/eau 50:50, c-a-dire £n les diluant 25x. Une
dilutionde2xa aussi ®t ® t es tAGtiexydad4Rbudha ®tr @ creetddouv ®e
solutions de NaCl 0.9% stockées a 55 [°C] pendant trois jours. Les résultats détaillés

figurent en annexe XXXV.
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Ainsi, les données retrouvées semblent étre rassurantes. Dans la mesure ou dans des
conditions extrémes de stockage, la concentration en Antioxydant 425 extrait reste faible et
le BHT est indétectable, il y a, a priori peu de risques que les concentrations en
Antioxydant 425 et en BHT soient significativement plus élevées pour les solutions
stockées dans des conditions normales de stockage. Cela est confirmé par le fait
qubdaucune trace doé6Antioxydant 425 néa ®FP® retr
rempliesavecduNaCl0. 9% et stock®es pendbaCf. 3 jours ~ |0

8.6. Identification par GC/MS d e | 6aci de myristique et capry

contenants remplis avec des solutions fortement polaires ou a des pH extrémes

8.6.1. Méthodedepr ®par ati on dé®chantill ons
8.6.1.1. Préparation des échantillons stockés dans du tampon phosphate a pH
3ouapH8

Le contenu de chaque contenant étudié (50 [mL]) est déversé dans une ampoule a

décanter. 25 [mL] de dichlorométhane y sont ajoutés. Aprés agitation, la phase organique

estrécoltéteetunenouvel l e extraction est r®alis®e ~ | 06a
Le pH de la solution acide est ajusté a 8 avec du NaOH 5 [N] et le pH de la solution

basi que est ajust® - 3 avec de | 6HCI 5 [ NJ. De
réaliséessui t e ° | 6aj out de 2x 25 [ mL] de dichlorol
ensuite rassemblées. Une spatule de sodium sulfate anhydre est ajoutée et la solution est

filtr®e ~ | 6aide dobébun filtre Whatman di am. 125
0.5 [ mL] de cette solution sont pr® ev®s et d®

standard doacide myristique DlaTsolution dst epsQitg / mL ] y

dérivatisée selon le protocole de dérivatisation et est injectée.

8.6.1.2. Préparation des échantillons stockés dans un mélange

d iBopropanol/eau 50:50

Le contenu de chaque contenant étudié (50 [mL]) est déversé dans une ampoule a

décanter. L e pH de | a sol ution est ajust® - 3 ave
dichlorométhane y sont ajoutés. Aprés agitation, la phase organique est récoltée et une
nouvelle extraction est r@al i s®e ° | 6ai de de
solution est ajusté a 8 avec du NaOH 5 [N]. Deux nouvelles extractions successives sont

r®al i s®es s ui2kx 25 [nlL] de dichlprométhanad kees phases organiques sont

ensuite rassemblées. Une spatule de sodium sulfate anhydre est ajoutée et la solution est
filtr®e ~ | 6aide doébun filtre Whatman di am. 125
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ution sont et dan

de
selon le protocole de dérivatisation et est injectée.

0.5 [mL] de cette s o | pr ®l ev®s d®pos®s

standard dobéaci myristique [2sdlution esi dérjvaiisgé mL | y

862 M®t hode dbéanalyse par GC/ MS
8.6.2.1. Conditionsdéanal yse
Les condi ti ondessodsoomtnéte luylisees dans le cadre de cette étude des

substances extractibles :

Tableau47: Condi tions dbdédanalyse des ®chantill ons par GC/
Colonne ZB-5MS, 20 [m] x 0.18 [mm], 0.18 [um],
Colonne lot : 252824
Maintenir une température de 50 [°C] pendant 1
[min], puis augmentation de 50[°C/ mi n] | U
Température du four a colonne 150 [°C], en 2 minutes, puis augmentationde 5
[ AC/ min] jusqu6™ 3 MdntehirA
cette température pendant 3 [min].
Gaz vecteur He & 1.0 [mL/min]
Injection Split (20 [pL]); 3 [uL]
Temp®rature de | 6i 280 [°C]
Température de la ligne de o
transfert MS 180 [*C]

. En mode SIM (m/z : 73, 118, 202, 286, 312.5)
DELEEIRLT (3.0 [min] de d@l ai
Dwell time 0.5
Préparation échantillon Réaction de dérivatisation
Solvant de rin-age Toluéne, Acétone, Hexane
8.6.2.2. Courbe dé®t alonnage

Afin de pouvoir estimer les concentrations en acide myristique et en acide caprylique

contenues dans les échantillons, une courb e ddo®t al onnage comprenant
concentration est pr ®par ®e partir déune s ol
myristiqgue et dbéacide caprylique
Tableau48: Cour be d6®t al onnage
Concentration du : Volume de
Standard standard Volymg de§olut|on méthanol a
~ ~ fille a prélever 2
do®t al ont do®t al ont (L] prélever
[Hg/mL] [ML]
STD1 1.00 250 250
STD2 0.40 100 400
STD3 0.20 50 450
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500 [ OL] de I a solution fill eontdafputés dathsechagquer i st i g
vial. La dérivatisation des échantillons est ensuite effectuée selon le protocole de
d®rivatisation. Lo®chantill on est inject®.

Les concentrations finales des standards doé®t al
0.1 [ Og/ mL] . La concentration fuginddl e du standar

8.6.2.3. SST

Une solution standard contenantoaci5de[ Ogy rmLgt idy
débacide myristique D27 est pr ®par ®e, d®rivati s

conformité du systeme.

Pour étre considéré comme conforme, le coefficient de variation obtenu pour les rapports
d6asidree | 6aci de caprylique et de | 6acide myristio
de variation du temps de rétention doit étre inférieur a 2%.

8.6.2.4. QC

Une solution standard contenant 0.20 [ug/mL]dbaci de caprylique et ddéac
050 Og/ mL] dbacide myristique D27 a ®t ® pr ®par ®
concentration obtenue en acide myristique et en acide caprylique doit étre comprise entre

0.18 [pg/mL] et 0.22 [ug/mL] pour étre considérée comme conforme.
8.6.2.5. Blanc

Un blanc de chaque milieud 6 ext racti on a ®t® pr®par® selon | :
qguodindi qu®e da3n.Blae. chapitre

8.6.3. Résultats et discussion

8.6.3.1. SST, QC, Bl anc, Courbe d6é®tal onnage
Les résultats obtenusp o u r |l e SST, |l e QC et |l e bl anc sont c
et | dacide myristigf&Vielerrbbgenentpoen adamaexede m)

conforme car il est > 0.999.
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8.6.3.2. Echantillons passés aux ultrasons a 0 [°C]

Les concentrationsr ®e | | es d 6 a cet dneacide gapriyligue extraiten 6 o n t pas pu
°tre ®tablies en raison de | d6inexactitude de |

des concentrations en acide myristique a pu étre réalisée.
Les résultats détaillés figurent en annexe XXXVII.
1 Echantillons conditionnés dans la solution tampon phosphate a pH 3

Les r®sul tats obtenus pour | 6aci de myristique
primaires remplis avec du tampon phosphate a pH 3 et soumis aux ultrasons figurent dans
le tableau ci-dessous :

Tableau49: R®sul tats pour | 6acide myristiqgue
Concentration Seringue BD Sermgu'e B®D Seringue BD .
o . AR . Perfusion @ Flacon Seringue
estimée en acide | Perfusion” Lot : Lot - Perfusion coc BD Sterifil|®
myristique 1602209P 16032(54P Lot : 1601255P
Echantillon 1
. NA . A1 .
[ug/mL] 0.00 0.00 0.16 0.00
Echantillon 2
[ug/mL] 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Echantillon 3
0.00 0.17 0.15 0.15 0.16
[Hg/mL]
Aucune trace dbobacide capryligue nba ® ® d®tect ®

1 Echantillons conditionnés dans la solution tampon phosphate a pH 8

Les résultats obtenus dans les différents conditionnements primaires remplis avec du

tampon phosphate a pH 8 et soumis aux ultrasons figurent dans le tableau ci-dessous :

Tableau50: R®sul tats pour | 6acide myristique
Concentration Seringue BD Seringue BD Seringue BD Flacon Serinque
estimée en acide Perfusion® Perfusion® Perfusion® coc BD Stegr]ifill®
myristique Lot : 1602209P | Lot : 1603204P | Lot : 1601255P
Echantillon 1
0.20 0.13 0.13 0.00 0.12
[Hg/mL]
Echantillon 2
0.10 NA 0.12 NA NA
[Hg/mL]
Echantillon 3
0.00 0.31 NA 0.00 0.00
[Hg/mL]
Aucune trace dbobacide capryligue nbéa ®t ® d®tect®

Que ce soit dans les seringues BD Perfusion®, dans les seringues BD Sterifill® ou dans les
flacons COC, une forte variation des concentrations en acide myristique dans chaque

échant i | | on i nd®pendant est observ®e. En effet,
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concentrations fluctuent fortement (De 0.00 a 0.17 [ug/mL] par exemple). La méthode de

dosage étant inexacte, cela peut expliquer en partie la variation des concentrations

observées.
Déautres causes peuvent auss résultats :plési cogndigons | e s %
déextraction ndont pas ®t ® standardi s®es. Les ¢

le bain a ultrasons. En fonction de la position des contenants dans le bain a ultrasons,
| 6exposition aux ultrasons a pbanaaltrasong était De pl u
contr!l] ®e par | 6ajout r®gulier de glace et au n
temp®rature du bain ne pepabexClutqueeertgires €chantillone . Ai ns
aient été exposés a de plus hautes températures. Finalement, la procédure

déo®chantill onnage des contenants nbdéa pas ®t® s
dans le carton a été faite de maniere aléatoire. Il est probabl e quédéen foncti
l ocalisation de | é6®chantillon dan%¥ le carton, |
De mani r e ¢ ®n Qistigue est mdind faéquendneent déjecté dans les flacons

COC que dans | es seri ngue ftre BIDs. impartdntexpour des t i on s

seringues remplies avec du tampon phosphate a pH 8 que dans celles remplies avec du
tampon phosphate a pH 3. En effet, la concentration maximale estimée en acide myristique
pour les seringues BD Perfusion® contenant du tampon phosphate & pH 8 est de 0.31
[ 6g/ mL], tandis quodelle est de 0.17 [Og/ mL] dan
a pH 3. La majorité des préparations pharmaceutiques fabriquées étant des solutions

neutres ou légérement acides, ces résultats sont plutot rassurants.

Les concentrations maximales estimées en acide myristique dans 50 [mL] de chaque

contenant sont les suivantes :

Tableau 51:  Concentrations maximales en acide myristique

Contenant Seringue BD Flacon | Seringue BD
Perfusion® cocC Sterifill®
Concentration maximale estimée 03 0o 0
en [pg/mL]
Concentration maximale estimée 155 50 -

dans 50 [mL] en [ug/ 50 mL]

Dose administrée en [ug/kg/j]
(Pour un enfant de 10 [kg] et pour 1.6 0.8 0.8
une seringue de 50 [mL])

Les doses admi ni adde ®gidigue polr ces tofltenants detplis avec 50
[ mL] ddéun t aowmpagique somt itrésefaibles. Dans la mesure ou dans des

conditions extrémes de st ockage, l e taux dobéacide amyri stic
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priori, peu de risques que les concentrations en acide caprylique et en acide myristique
soient significativement plus élevées dans les préparations stockées dans des conditions
normales de stockage.

8.6.3.3. Echantillons stockés pendant3jours”™ | 6 ®t uve ~ 55 [ AC]
Les concentrations r ®el | est aeddicapgligieensd ochd a cpiacdse pn
°tre ®tablies en raison de | 6inexactituahe de |

des concentrations en acide myristique a pu étre réalisée
Les résultats détaillés figurent en annexe XXXVIII.
1 Echantillons conditionnés dans| 6i sopr op58:800!1 / eau

Les r®sultats de | 6aci de myristique 80BDect ® d
condi ti onn® dans |l es diff®rents contenants et St

figurent dans le tableau ci-dessous :

Tableau52: R®sul tats pour | 6acide myristique
Concentration Seringue BD Seringue BD Seringue BD Flacon Seringue
estimée en acide | Perfusion® Lot : | Perfusion® Lot : | Perfusion® Lot : cor BD
myristique 1602209P 1603204P 1601255P Sterifill®
Echantillon 1
0.18 1.35 0.21 0.00 0.21
[Hg/mL]
Echantillon 2
0.11 0.26 0.12 0.00 0.13
[Hg/mL]
Echantillon 3
0.34 0.99 NA 0.00 0.11
[Hg/mL]
Aucune tcriadcee cdabpar yl i gue nbda ®t ® d®t ect ®e.
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1 Echantillons conditionnés dans la solution tampon phosphate a pH 3

Les r ®sul

tats

de

| 6aci

jours figurent dans le tableau ci-dessous :

de

conditionnée dans les différents contenants et stockée ~

myristique

d®t ect ® dan
| & @t [¥C] pendant trois

®t ® d®t ect ®

Tableau53: R®sul tats pour | 6acide myristique
Concentration Seringue BD Seringue BD Seringue BD Flacon Seringue
estimée en acide | Perfusion®Lot:| Perfusion® |Perfusion® Lot : -~ BD
myristique 1602209P Lot : 1603204P 1601255P Sterifill®
Echantillon 1 .
0.00 0.00 Détectable 0.00 0.00
[Hg/mL]
Echantillon 2 .
Détectable 0.12 0.13 0.15 0.14
[Hg/mL]
Echantillon 3 .
Détectable 0.00 NA 0.00 0.00
[Hg/mL]
Aucune trace doébacide capryligue noba

1 Echantillons conditionnés dans la solution tampon phosphate a pH 8

myristique

Les r®sultats obtenus pour | 6aci de
primaires remplis avec une solution de
[°C] pendant trois jours figurent dans le tableau ci-dessous :
Tableau54: R®sul tats pour | 6acide myristique
Concentration Seringue BD Seringue BD Seringue BD Flacon Seringue
estimée en acide | Perfusion® Lot : | Perfusion® Lot : | Perfusion® Lot : - BD
myristique 1602209P 1603204P 1601255P Sterifill®
Echantillon 1
0.40 0.13 0.12 0.00 0.00
[Hg/mL]
Echantillon 2
1.00 0.41 0.00 0.11 0.00
[pg/mL]
Echantillon 3
0.21 0.15 0.00 NA NA
[pg/mL]
Aucune trace dbdobacide capryligue noa

®t ® d®tect ®

Une forte variation des concentrations en acide myristigue est observée quelque soit le

milieu de stockage et | e
fait que | es conditions
Les contenants ont été placés de mani r e
contenants se soient
Lédextraction ne sobest

pl us,

| 6@ amteis|l coommtaenant s

al

pas

contenant .

déextracti

®at oi

retrouv®s

re

noa

proche
produite

pas

on

Hor mi

nédont

dans |

de
de
®t ®
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|l ocalisation de | 6®chantillon dans | e carton,

varier.®
A nouveau, | 6acide myristique est moins fr®quem

Lébextraction s e mb Idens Ipsl sesngueas memplies avect le mélange
isopropanol/eau 50:50 que dans celles remplies avec un tampon phosphate a pH 3. En
effet, la concentration maximale estimée en acide myristique dans les seringues BD
Perfusion®c ont enant un m®| ange doéi sopropanol / eau est
de 0.13 [ug/mL] dans celles remplies avec du tampon phosphate a pH 3. Toutefois, ces
résultats ne refletent que peu la réalité. Peu de solutions fabriquées par lot contiennent une
teneur aussi ®l ev®e en alcool . Lors do®tudes f
des teneurs en alcool correspondant aux teneurs en alcool couramment utilisées en

pharmacie devrait étre effectuée.

Pour | es flacons COC, |l 6extraction est pl us i mj

dans lequel une concentration maximale estimée de 0.15 [ug/mL] a été observée.

Les concentrations maximales en acide myristique dans 50 [mL] de chaque contenant sont

les suivantes :

Tableau 55:  Concentrations maximales en acide myristique

Contenant Seringue BD Flacon Seringue BD
Perfusion® coc Sterifill®
Concentration maximale estimée 14 0.2 0o
en [pg/ mL]
Concentration maximale estimée 675 25 105

dans 50 [mL] en [pg/ 50 mL]

Dose administrée en [pg/kg/j]
(Pour un enfant de 10 [kg] et pour 6.8 0.75 11
une seringue de 50 [mL])

Les doses adatdemiyrstique®@siméesdpdur ces contenants remplis avec 50

[ mL ] soit ddéun m®I| ange i sopropanol / eau, soit
relativement faibles. Dans la mesure ou dans des conditions extrémes de stockage la
concentration en acide myristique reste faibleet | 6aci de capryliiyaue est i
priori peu de risques que les concentrations en acide myristique et en acide caprylique

soient significativement plus élevées pour les solutions stockées dans des conditions

normales de stockage.
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8.7. Conclusions

Face a la fluctuation des résultats obtenus, une standardi sation des <co
et de | a proc®dur e dedt Gétren effactuées afo n n adarnde or mi s e
résultats.

Aucune trace dOo aiddaBiHEn détt détegtéeidansiles échantillons testés.

De | 6aci que a puyétré extrait et identifié dans les échantillons des différents
contenants testés. Il semblerait que les flacons COC soient les contenants relarguant le

moins dbéacide myristique.

Une quant i Armloxy@aned25Racété exfraite des seringues conditionnées dans un

m®l ange dobéi sdBPs00pbnel peaws f Antibxidant 4Rb a aussi étée® d 6
extraite des seringues BD Perfusion® soumises aux ultrasons et conditionnées dans du

tampon phosphate ° pH 3 Aatioxydant42bln 8a @uU® uth®t ¢ c a®e

les échantillons des seringues BD Sterifill® et des flacons COC.

Ainsi, les données obtenues sont plutbt rassurantes et laissent penser que dans les
conditions normales de stockage, une faible quantité des substances recherchées va étre

détectée.
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9. Etude des substances diffusibles
9.1. Introduction

Etantdonnéequ b6une ®tude des substances extractibles
il est p 0 s s eéshréraes ohéihodes d 6 ess>etrr dct i on et déanal yse
substances diffusibles.’® Lapr ®p ar at i on abrdeSporid a nrie éthpe oritigsie de

cette étude, car il peut y avoir un important effet matrice lié au fait que le principe actif et

| Rciwient sont présents en plus grandes quantités que les substances diffusibles.’® Il est

alors important de bien séparer les substances diffusibles de la matrice (principe actif et
excipients).’ L 6 ®t ude de s va®uebfate sumuoeesso|l uti on doéi nsuline
conditionnée dans les différents contenants testés, ainsi que sur une solution de NaCl 0.9%
conditionnée dans les mémes contenants. Seul s | eAnti@xiant 425,6 | daci de

myristique et lobteecherchés danslp cagrd die cetiecttude.

LO®tude des substances diffusibles est r ®al i s®e

et selon | es condi t¥ Lemasalysee de$ éxHar@illdns @dntAéalisde d
1:0 eta 1:3 mois-
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9.2. Matériel et produits

Le tableau ci-dessous résume la liste du matériel employé pour cette étude :

Tableau 56:  Liste du matériel employé
- o . Référence
Matériel n° de lot Fournisseur R Pays

1 Lot de flacons COC 00254776 Elpack/Promens 024061 Danemark
1602209P

3 Lots de seringues BD Perfusion® 1601255P BD 300136 Irlande
1603204P

Sterifill advance 50ml 6060032 BD France 47406001 France

Sterifill BSCF 30683647 BD France 47402605 France

Sterifill PR OFM03185 BD France 47396308 France

Bouchopg male/femelle Combi L87254-1 Cpc_ia_n Medical AG 16/5280 Allemagne

Lock stériles Division Homedica

Bouchon septum gris 3 [mm] 30672030 Flaigg 342-V9048 Suisse

3000-

Lyoseal bleu 20 [mm] 11F090 West 00000133251 USA

Pré-colonne Zorbax Eclipse Plus .

C-18. 2.1 x 2.5 [mm], 5 [um] USUQBO05330 Agilent 821125-936 USA

Colonne Agilent Zorbax eclipse . i

Plus C18, 100x3.0 [mm], 3.5 [um] B15216 Agilent 959961-302 USA

Vi al s ADeadtiaied viafs

amber, write-on spot, 2 [mL] Wide 000015363 Agilent 5183-2072 USA

opening screw top/| 000015356

I n s eQertified microvolume

inserts for wide opening vials, .

deactivated glass flat bottom 2086652290 Agilent 5183-2086 USA

insert 440 [uL]o

B o u c h &erewrcaps for 2 mL

vials, blue, PTFE/silicone/PTFE 193936 Agilent 5185-5862 USA

septao

A, A0 [ 28 L8 [rm] el 252824 Phenomenex 7FD-G002-08 USA

0.18 [um] film thickness

Vials 2 [mL] ambrés GTGO15111226 | 1O Clastechnik g0, oy p Suisse

Grafenroda GmbH

Bouchon pour vials en GO003-ACY-

caoutchouc et PTFE 1114-331 Infochroma AG RU/TE Allemagne

Z;'t[rr‘;rcji" e 04D [l I, T307771 Pall 66548 Mexique

Tube SPE Supelclean LC18, 1 [mL] 6759201 Sigma/Supelco 504270 USA

Disposable flow control valve ) Sigma/Supelco 57028 USA

liners pour les Visiprep-DL
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Le tableau ci-dessous résume la liste des produits employés pour cette étude :

Tableau 57 : Liste des produits employés
. o . Référence

Produit n° de lot Fournisseur R Pays
Isopropanol (=2-propanol) K47208640544 Merck 1.01040.2500 Allemagne
Sel d 6 a mmeétate u m BCBQ3068V Sigma 17836 Hollande
Bisphénol M (CAS : 13595-25-0) BCBN1490V Sigma 23454 Japon
Irganox 415 (CAS : 96-69-5) 20160109 Chemos 132912 Allemagne
Butylhydroxytoluéne 17 EDQM B1215000 France
Antioxydant 425 MKBC8969V Sigma Aldrich 1001847278 USA
Sodium phosphate dibasique
dihydraté K46477153603 Merck 1.19753.0250 Allemagne
(=Na2HPO4 ’ 2H20)
Eau pour HPLC ggggggggggg Merck 1.15333.2500 Allemagne
Dichlorométhane pour HPLC K47623144610 Merck 1.060442500 Allemagne
Méthanol :;gggiggig Merck 1.06018.2500 Allemagne
n-Hexane pour HPLC 16D060882 VWR 83992.320 Belgigue
Sodium sulfate anhydre AMO0876649604 Merck 1.06649.0500 Allemagne
Acide chlorhydrigue 5 [M] HC44262011 Merck 1.09911.0001 Allemagne
Sodium hydroxyde 5 [M] HC54854813 Merck 1.09137.1000 Allemagne
Acide myristique CC0613V Sigma 490873 Allemagne
Acide caprylique TP1168V Sigma 296457 Allemagne
Acide myristique D27 BCBR5799V Sigma 68698 USA
Diméthylformamide pour HPLC BCBR1134V Sigma 101673993 Allemagne
N,O-bis(triméthylsilyl)-
trifluoroacétamide (BSTFA) BCBQ7235V Sigma T6381 Allemagne
containing 1%
triméthylchlorosilane (TMCS)
Acétone pour GC/MS 1842958632 Merck 1.00658.1000 Allemagne
Toluéne pour GC/MS 1845649631 Merck 1.00849.1000 Allemagne

9.3. Appareils et équipements

Le tableau ci-dessous résume la liste des appareils et équipements employés pour cette

étude :
Tableau 58 : Liste des appareils et équipements

Appareil Numéro de série Fabricant Pays
Balance de précision Mettler Toledo AX 504 1121091337 Mettler Toledo USA
Balance standard Mettler PG 1003 S 1125020066 Mettler Toledo USA
Machine a laver les instruments ultrasons
B5200 Bransonic C-120/86 Branson USA
Etuve (EP), Memmert ULP 400 G401.0246 Memmert Allemagne
Etuve (EP) Runmed 4101 0412/07 Rumed Allemagne
Rotavapeur RC-900 7441655 KNF Suisse
Varian CP-3800 + quadrupdle MS 1200 L 00480 Varian USA
Chromfit_ographle en phase liquide Agilent DE11109565 Agilent USA
1100 séries
SPE Supelco Visiprep 24 DL - Sigma/Supelco USA
Flux laminaire 13287 Skan Suisse
Vortex 0100 VWR USA
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9.4. Méthode

9.4.1. Solvantsd 6 extracti on

Les solvants dbéextraction sont du NacCcCl 0. 9 %, ut
et une solution déinsuline °~ 1 [UIlI/ mL"éantLa sol

100 fois trop concentrée, une dilution préalable dans du NaCl 0.9% est nécessaire :

9.4.1.1. Pr®paration de | a solution doéinsuline
La solution déinsuline est pr ®par ®e de mani r e
0.9% ~ partir dé aMlodjumsLi(Diutor 1/100). La salptiondest diluée

sous flux laminaire.
942.Choi x des conditions dobébextracti on

Les solutions sont stockées pendant 3 mois a 30 [°C] (= 2[°C])/ 65% (+ 5%) RH a la lumiere

du jour.’®® Ces solutions sont extraites et analysées au temps to et t 3 mois.
943. Pl an dé®chantill onnage

Comme illustré dans le tableau ci-dessous, trois seringues BD Perfusion® de trois lots
différents, trois seringues BD Sterifill® du méme lot et trois flacons COC, Promens/Elpack®
du méme lot ont été remplis avec 50 [mL] de chaque solution testée dans le cadre de cette

étude et soumis aux conditonsd 6 e xt racti on sui vantes

Tableau59: Pl an do6®chantill onnage
Etude des substances diffusibles de | a
différents contenants

Conditions de stockage 30 [°C] (% 2[°C])/ 65% (+ 5%) RH

Temps to 3 mois

Flacon COC, Promens/Elpack® 3 3

Seringue BD Perfusion® 3+3+3 3+3+3

Seringue BD Sterifill® 3 3

Les seringues BD Perfusion®ont ®t ® ferm®es ~ | 6aide dédun bou
Lock stérile® (Codan Medical), les seringues BD Sterifill®” | 6 ai de du bouchon f ¢
seringue et les flacons COC, Promens Elpack® " | 6ai de doéun septum gri s

bouchon Lyoseal bleu (West), préalablement stérilisés par autoclavage.

Ces échantillons sont préparés en duplicata. La premiére série est utilisée pour
| 6identi fidagdpen dcu BRT et de | 6Antioxydant 4
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contenants test ®s. La deuxi me s®rie est util i s

et | 6acide caprylique extraits des diff®rents ¢

9.5. Identification et dosage par HPLC/UV-DADd u BHT dAntioxydant U5 dans

du NacCl O0.9% et wune solwution doéinsuline ° 1 |
9.5.1. Méthodedepr ®par ati on dé®chantill ons
9.5.1.1. Préparation des échantillons stockés dans du NaCl 0.9% et de | 6i nsul i
a l[uUl/mL]

Des liners en teflon sont placés sur la valve de contr6le du débit de la SPE. Une cartouche
Supelclean LC-18 est connectée sur le liner. Le systeme SPE est mis sous vide en

allumant | a pompe ° vide. La de@kD[mlkldem$tRaBol est ac
pour HPLC, puis2 parl | Ppamiputddeau pourtamddrlL C. 2
phosphate a pH 3, puis 1 [mL]d e | & ®c hoatrajoltés.l omi nal ement , 100 [
solution dbélrganox 415 (le standard interne)

laissée a sécher. Une fois séche, le vide est coupé et un tube en verre propre est placé
sous la cartouche. 1 [mL] de méthanol est ajouté dans la cartouche. Le systéme est mis
sous vide. La cartouche est laissée a sécher. Une fois séche, le vide est coupé. Le volume

est ajusté a 1 [mL] avec du méthanol. Aprés agitation, la solution est injectée.
952. M®t hode doahRLCAGBADp ar

9.5.2.1. Conditions dbéanal yse

Les m°mes condi t idamsé chagte 8.22.1ysere utilgaes
9.5.2.2. Courbe doé®t al onnage

Idem au chapitre 8.5.2.2.

9.5.2.3. SST

Idem au chapitre 8.5.2.3.

9.5.2.4. QC

Idem au chapitre 8.5.2.4.

9.5.2.5. Blanc

Un bl anc de chaque milieu dbéextraction a ®t ® pr

gubdindi qu®e d@R3NL.Blare. chapitre
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9.5.3. Résultats et discussion
9.5.3.1. SST, QC, Bl anc, Courbe doé®tal onnage

Les résultats obtenus pour le SST, le QC et le blanc sont conformes pour le BHT et
| Adtioxydant 425 et figurent en annexe XXXIX.Ler obt enu pour | a courbe

d e Antioftydant 425 et du BHT sont conformes car ils sont > 0.999.

9.5.3.2. Echantillons stockés dans du Na C| 0. 9% et de |l a solu
al[ul/mL]

Aucune trace Ardioxy@aHtT425 nndia d&Rdt ® d®t ect ®e dans | €

conditionnés dans du NaCl 0.9% etdans| a sol uti on doiatseutdjshes ~ 1 [

résultats détaillés figurent en annexe XL et XLI.

Ces données sont donc rassurantes. Cependant, des études supplémentaires devraient
étre réalisées afin de pouvoir confirmer la non-d ®t e ¢ t a bAntioxyda® 426 et lelBBIT

au cour s du-atdie appés § mois Gesstodkagede | a sol ut.i on doéi nsul

9.6. Identification par GC/IMSde | 6aci de myr i st dagsude N&Ct0.9%a pr y | i

etunesol ution doéinsuline © 1 [ UI/ mL]
9.6.1. Méthodedepr ®p ar ati on dé®chantill ons
9.6.1.1. Préparation des échantillons stockés dans du NaCl 0.9%

Idem alaméthodedepr ®p ar at i on dddit® dahsdenchapitrel8.6.h.2

9.6.1.2. Préparation des ®c hant il |l ons stock®s dans une S
al[uUl/mL]

Dans une ampoule a décanter, le contenu de chaque contenant étudié (50 [mL]) est

d®ver s®. 5 [ mide NaCbsaturée santajoutés en raison de la mousse induite
par  6i nsuline. 25 [ mL ] de dichlorom®t hane vy
organi qgue est r®col t ®e et une nouvelle extract

dichlorométhane. Le pH de la solution acide est ajusté a 8 avec du NaOH 5 [N] et le pH de

l a solution basi que est ajust® - 3 avec de I
successives sont r®al i s®es suite ° | 6aj out de
organiques sont ensuite rassemblées. Une spatule de sodium sulfate anhydre est ajoutée

et |l a solution est filtr®e ~ | dasoldastesténauite f i | t r €

évaporeé a sec. 0.5 [mL] de cette solution sont prélevés et déposés dans un vial. 0.5 [mL]
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déune solution standard dbéacide myni®sthiaqué | DD

dérivatisé selon le protocole de dérivatisation et est injectée.
96.2. M®t hode dbéanalyse par GC/ MS
9.6.2.1. Conditions dbéanal yse
Idem au chapitre 8.6.2.1.

9.6.2.2. Courbe doé®t al onnage
Idem au chapitre 8.6.2.2.

9.6.2.3. SST

Idem au chapitre 8.6.2.3.

9.6.2.4. QC

Idem au chapitre 8.6.2.4.

9.6.2.5. Blanc

Un bl anc de chaque milieu déoextraction a ©®tw®

quodindi qu® dagBks2.Blamc.chapitre

9.6.3. Résultats et discussion

9.6.3.1. SST,QC,Blanc,Cour be doé®t al onnage
Les r®sultats obtenus pour | e SST, l e QC et 1 e
et | daci de figuyentiersdniegeuXell. leetr’ obt enu pour | 6aci de my

conforme car il est > 0.999.

9.6.3.2. Echantillons stockés dans du NaCl 0.9%
Les concentrations r ®ell esda@&xitdeai d &pr ydldiagcu e en am
°tre ®tablies en rai son de | 6i nexactitude de |

des concentrations en acide myristique a pu étre réalisée
Les résultats détaillés figurent en annexe XLIII.

Aucune trace dobdaci de myr ingété rgtnowevée dans lescddluions de c ap
de NaCl 0.9% conditionnées dans les différents contenants testés. Le pH du NaCl 0.9%

étant neutre, il semble plausible que | e p o uvdauiNaCld9%oeoitfaibleect i o n
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9.6.3.3. Echantillons stockésdans wune solution déinsuline

concentrati
®t abl i

des concentrations en acide myristique a pu étre réalisée

Les ons r ®el |l esda@&cxitdeai ¢ @&pr ydldiaccu ed en amo

°tre es en r aiaméthode de ddsdge. Iseule aine testimatiache de |

Les résultats détaillés, ainsi que les résultats des tests statistigues figurent en annexe
XLIV.

Les résultats obtenus dans les différents conditionnements primaires remplis avec une

solution doéi ns ultempse, etts; dfigyredtidansiés]tableaux ci-dessous :
Tableau60: R®sul tats pour Igbacide myristique, t
Seringue BD . Seringue
Concentration estimée Perfusion® SPeQr?SSiir?@D Perfusion® |Flacon Seringue
en acide myristique Lot : Lot - 1603204P Lot : COC | BD Sterifill®
1602209P ' 1601255P
Echantillon 1 [ug/mL] 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Echantillon 2 [ug/mL] 0.00 0.00 NA 0.00 NA
Echantillon 3 [pg/mL] 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Tableau 61: Résultatspourl daci de myki sSti que, t
. . Seringue .
Concentration estimée Sermgu_e B®D Serlngu_e B®D Perfusion® | Flacon SEile)E
en Acide myristique Pgrfusmn Pgrfusmn Lot : cocC B.D. ®
Lot : 1602209P | Lot : 1603204P 1601255P Sterifill
Echantillon 1 [ug/mL] 0.12 0.11 0.11 0.00 0.00
Echantillon 2 [ug/mL] 0.11 0.11 0.12 0.00 0.00
Echantillon 3 [ug/mL] 0.11 0.11 0.11 NA 0.00
Moyenne [ug/mL] £ I1Cg5| 0.11 + 0.01 0.11 £ 0.01 0.11+0.01
Variance 0.00 0.00 0.00
Ecart-type 0.00 0.00 0.00
CV [%] 3.35% 2.63% 4.09%
Aucunet r ace dobéacide caprylique nda ® ® d®tect ®e.
Sel on | es r ®sul t at s obt enus, | 6aci de
seringues BD Perfusion®. Aucune trace dobéacide

myristique

flacons COC et les seringues BD Sterifill®. Selon les tests statistiques réalisés, la différence

des concentrations e st i

significative.

lot utilisé.

m®e s

Cel

en

de

a signifie

aci

que

myristique

| gbetguetsoitdec t i o n
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Lesconcentrat i ons en acide myristigqgue retrouv®es dan
ont augmenté au cours du temps pour les seringues BD Perfusion®. Aucune trace d(¢
myristique ndéo®t ai tcottr®0.¥E dug/Mlg auaampsttg.gn pCela dignifie

qgue | 6insuline a |l a capacit® doéoextraire de | 6ac
solution doéinsuline ®tant proche de |l a neutrald:]
ef fet sur | 6extraction de | 6a @3 aeapientsycontesusi que d
dans la solufpoor ddiAentr apivdir une influence s
myristique. En effet, pl usieurs excipi®nts di
notamment le glycérol et le métacrésol. Le glycérol, étantun al cool , on peut so6;:
quoi l ait un effet si mil 30i50serleadfféran®Icantergrds. i sopr op

L 6 A c t®soagpsa fibrme non diluée a une concentration en glycérol de 16 [mg/mL]. Cela

signifie que la concentration en glycér o | dans |l a solution déinsulin
[ mg/ mL] , ce qui correspond ° 0. 02 %. En | d6absen
déune solution ayant une teneur en alcool i nf ®r
qgue le glycérolcontibue ° | 6extraction de | 6acide myristiq
lexi ste peu de donn®es sur la toxicit® intrav
mentionne | 6apparition de thrombop®nies transit

de doses doaci deiseqrentreil stt5 {my/kge chez daw [apins.®” Dans le cas
présent, la dose journaliére d 6 i n sgeénéralenment administrée a un enfant de 10 [kg] est
de 10 [UI], soit 10 [mL]. Avec une concentration estimée en acide myristique de 0.11
[Mg / mL] , on a alors 0.11 [Og/kgl/j] doéacide myri:
Cela correspond a une dose nettement inférieure a celle administrée dans le cadre de
| 6®t ude sur |l es |l apins. Au ni vemyustigdeestdad58h n®es p
[ug/kgljour]. La concentration en acide myristique extraite des seringues BD Perfusion® est

nettement i nf ®r i eur e ° | 6 ADI

Ainsi, les données obtenues sur la concentration en acide myristique dans les seringues
BD Perfusion®d i ns'ull n[eUl / mL] sont rassurantes. Cepenc

trace dbéacide myristique nda ®t ® retrouv®e dans

Sterifill®, i serai-tt pr ®f ®r abl e de conditionner | a
flacons COC ou les seringues BD Sterifill®, afin de diminuer l e risgq
patients.
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9.7. Conclusions

Les données obtenues pour les composés recherchés sont rassurantes. Aucune trace

doaci de cape BHTinqbuae , ®tn@ .r eAvuowwv®et r aytistiquedidaci de

d Antioxydant 425 n & été retrouvée dans les flacons COC et les seringues BD Sterifill®.

Aucune Antieadant4@dnda ®t ® retrouv®e dans ®IlUns serin
faible concentration en acide myristique a été retrouvée dans les seringues BD Perfusion®.

Des essais suppl ®ment aires devrai ent °tre r ®a
concentration en acide myristique et celle des autres composés recherchés au cours du
tempsdans | a solution doicrastislaprése mois el 1 gniéé demL ]

stockage.
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10. Conclusions générales et perspectives

Les buts principaux de cette ®tude ®t apaenht de r
les substances pouvant potentiellement étre retrouvées dans les contenants étudiés,

guatres substances L/E: |1 6 Anti oxydant 425, l e BHT, | 6aci de

et ceci dans trois contenants différents (les flacons COC, Promens/Elpack®, les seringues

BD Sterifill® et les seringues BD Perfusion®) remplis dans un premier temps, avec soit du

tampon phosphate a pH 3, soit a pH 8, sctdans un m®|l ange &@&50sopr op:
(Etude des substances extractibles) . Dans un deuxi me temps, | 6 ®t
les mémes contenants remplisavecune sol uti on dnil] ouswNaCl®.8%." 1 [ U

(Etude des substances diffusibles).

Léacide myristique et | 6aci de capr ylliguideuet ont (
analysés par GC/MS. Le BHT et | 6 Ant i oxyd dsnsur phase Solide (SPE) ®t ® e X
et analysés par HPLC/UV-DAD. Au niveau analytique, plusieurs améliorations devront étre

apportées atermeaux m®t hodes d®vel opp®es, not amment po
GC/ MS. Cette derni re nbéba pas pu °tre valid®e s

cours du temps et en raison de la variabilité de la réaction de dérivatisation. Des

améliorations devraient étre apportées l a m®t hode dbéanal yse. afin o
Une di minuti on dude la endipode HBLECAIW-BADydeweloppée pourrait
aussi étre envisagée, car actuell ement | e 5 misutep, avecdudea nal y s e

phase de ringage de 10 minutes.

En utilisant | es m®t hode sacide®@apgliguenpd®B BT @daune t
détectée. Par contr e, | 6aci de 2mgntpu$tieimip ereévidenced 6 Ant i o
des concentrations variables, parfois élevées, principalement dans les seringues BD
Perfusion®. L6 exempl e |l e plus flagrant e §temples avaci des s
un mélange d 6 i s o pr o p58:800dour desquelles une concentrati o0 ddédenv
[ug/mL] en Antioxydant 425 a été détectée. Toutefois, ces concentrations ne sont pas

considérées comme inquiétantes, car hormis |l e fait que | 6ANtI
comme une substance peu toxique, il est rare que des solutions administrées au patient

contiennent une teneur en alcool aussi élevée.

Dans le cas de cette étude, les doses administrées au patient ont été estimées par rapport

aux concentrations obtenues en acide myristique et en Antioxydant 425. | | ngé pas de a

la dose en substances L/E réellement administrées et absorbées par le patient. Lors
do®tudes futures, il serait int®ressant de pouyv

connaitre avec plus de précision, la dose d6 u n e s u b s téallenem admihigrée au

117



patient. Ce type d 6 ®t wahted@nommées « études de toxico-cinétiques ». Au cours de

ces ®tudes, des ®chantillons doéurines ou de sa
par une solution contenant les substances recherchées, parexempl e | a sol uti on d
al[Ul/mL]. Lessubstances contenues dans | es ®chantil
ensuite extraites par différentes méthodes de pr ®p ar at i ons (ld 8Recpgamant i | | o

exemple) et analysés par une technique séparative telle que HPL&/MS ou la GC/MS. La

mise en place decet y pe dpefinettraite 6 ®v al uer a yvle présgmae ®@esi s i on
substances L/E chez les patients exposés.®*** Cependant, ce type doé®tude
a mettre en place, notamment pour le recrutement des patients volontaires et pour le
développement des méthodes de pr ®p ar ati on ddén® cdesa matiicésl o n s
plasmatiques. En prenant en considération ces aspects, la faisabilité de ces études est a

évaluer en fonction des moyens a disposition.

Au cours de cette étude, seuls quatre composes, | 6aci de nde caprgligue,deu e , | 68
BHT  dntioxydalt 425, ont été « screenés » et identifiés et avec des méthodes

dbébanal yse, dont |l e LOQ est nettement Ssup®ri eu
substances L/E des contenants étudiés ne se limite pas seulement & ces quatre composeés.

De nombreux autres composés non identifiés sont détectés dans les contenants étudiés.

Nous sommes encore loin de pouvoir établir un profil L/E complet des contenants étudiés.

Le prochain défi serait, pour chaque contenant étudié, de mettre au point des méthodes
ddbanalyse permettant | 6identification et Il a g
d®t ect ®Res et dont | a ¢ onc e Pource faireple recowssta desu p ®r i e L
techniques de pointe t @dctrométre deunasse dé typeiMSIMSat i on
serait nécessaire. En effet, ces technique permettraient déobtenir des i nf
structurelles sur les composés inconnus extraits et aideraient a leur identification. Grace a

| 6ut i | i s atechnignes, d deviendrait p o s s i 6tdblg undpéofil L/E complet des

préparations pharmaceutiques étudiées.

Bienqueld6 ®t abl i ssementsoitd&uwnc idriaf® Ipalkbk/ H 6utili sati on
reste un projet de grande ampleur, qui nécessite beaucoup de tempset d o6 i mmeatst i s s
Lamiseenplacedbumce® | | abor at i on, qudispose de donnaisbanses solides

dans ce domaine et avec les membres du « L/E group for hospital pharmacies in Europe »

estnécessarepour permettre | davancement de ce projet.

Ainsi, bacqui sition de connai ssances dans | 6 ®t ude
contenants pharmaceutiques utilisés fréquemment en milieu hospitalier est primordiale
pour pouvoir garantir la sécurité et la qualité des préparations pharmaceutiques. Les

compétences développées suite alamise enplacedem®t hodes dbéanal yse des
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L/E, permettront de donner au pharmacien des outils facilitant le choix du contenant
pharmaceutique pour une préparation donnée. Il pourra ainsi sélectionner le contenant
ayant le profil L/E le plus favorable. La sécurité et la qualité de nos préparations en seront
grandement améliorées, car actuellement, dans le fond, que savons-nous des substances
diffusibles contenues dans nos préparations ? Pouvons-nous affirmer avec certitude que

ces substances ne sont pas toxiques pour le patient ?
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Annexe | : Liste des substances L/E extraites du caoutchouc **
TABLE XI
Information Related to the GC Peaks Associated with Organic Extractables from the Rubber
Highest Concentration In
Peak # Extract
Set A® Set BY Identification CAS RN Medium Type
28 8 Octadecanoic (Stearic) acid 57-11-4 Hexane Soxhlet
21 5 Hexadecanoic (Palmitic) acid® 57-10-3 Hexane Soxhlet
— 3 C-21 oligomer®” — Hexane Soxhlet
— 13 Oleamide® 301-02-0 IPA Soxhlet
24 7 Isopropyl palmitate® 142-91-6 Hexane Soxhlet
— 6" Unsaturated aliphatic hydrocarbon — Hexane Soxhlet
— 15 Octadecane 593-45-3 IPA Soxhlet
— 16 Octacosane® 630-02-4 IPA Soxhlet
36 17 1-(4-Morpholinyl)-octanoic acid? 5299-54-7 IPA Soxhlet
— 1 Morpholine* 110-91-8 IPA Reflux
— 14 Tetracosane® 646-31-1 IPA Soxhlet
— 19 Aliphatic hydrocarbon® — IPA Soxhlet
— 12 10-Oxo0-octadecanoic acid? 870-10-0 IPA Reflux
— 13 4.4’-Dioctlydiphenylamine® 101-67-7 IPA Reflux
— 2 C13-oligomer, brominated™* — IPA Reflux
— 10 Hexadecanamide’ 629-54-9 IPA Reflux
— 11 Docosane? 629-97-0 IPA Reflux
20 4 Methyl-n-hexadecanoate’ 112-39-0 IPA Reflux
26 9 Octadecanoic acid, methyl ester” 112-61-8 Hexane Soxhlet
33 — Nonadecanoic acid® 646-30-0 pH 9.5 Sealed
11 — Diethyl phthalate” 84-66-2 pH 2.5 Sealed
32 — 9-Oxo-octadecanoic acid, methyl ester® 1842-70-2 IPA/Water Sealed
17 — Tri-tert-butyl-di-hydroxy benzene® 24851-96-5 IPA/Water Sealed
10 — Dodecanoic acid? 143-07-7 pH 9.5 Sealed
38 — n-Decanoyl morpholine” 5299-65-0 IPA/Water Sealed
Notes:

Figure 1 : Liste des substances extraites du caoutchouc (Analyse par GC)*
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Summary of Identified Organic Extractables from the Rubber, LC Analysis

Peak
Set A“ Set B” Identification” CAS RN
—f 1 Hexanoic acid morpholide 17598-10-6
— 28 Dihydroxy stearic acid 858802-85-4
— 3% 9.10-Epoxy stearic acid (cis/trans) 13980-07-9
— 4% 9.10-Epoxy stearic acid (cis/trans) 24560-98-3
— 5 3,5-Bis(1,1-dimethylethyl)-4-hydroxy-benzaldehyde® 1620-98-0
— 6% 2.6-Di-tert-butylbenzoquinone? 719-22-2
— 7 2.6-Bis-(1,1-dimethylethyl)-4-methyl-phenol, BHT* 128-37-0
7 8¢ Hexadecanoic (Palmitic) acid® 57-10-3
— 0 Oleamide® 301-02-0
— 10¢ Palmitic acid morpholide? 5299-68-3
12 112 Octadecanoic (Stearic) acid” 57-11-4
— 12% Stearic acid morpholide” 5299-54-7
— 13 3.5-Bis(1,1-dimethylethyl)-4-hydroxy-benzenepropanoic acid, 84633-54-5
1,17°-[2-[[3-[3.5-bis(1.1-dimethylethyl)-4-hydroxyphenyl]-1-
oxopropoxy |methyl]-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediyl]
ester”
— 14 Dioctyldiphenylamine® 101-67-7
— 15% Diglyceride, epoxidized N/A
— 16% Diglyceride, epoxidized N/A
— 17 3.5-Bis(1,1-dimethylethyl)-4-hydroxy-benzenepropanoic acid, 6683-10-8
1,17-[2,2-bis[[3-[3,5-bis(1,1-dimethylethyl)-4-
hydroxyphenyl]-1-oxopropoxy]methyl]-1,3-propanediyl]
ester, Irganox 1010°
1" — Morpholine? 110-91-8
3 — Tetradecanoic (Myristic) acid® 544-63-8
5,6 — Unspecified oligomers —
Figure 2 : Liste des substances extraites du caoutchouc (Analyse par HPLC) #
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Annexe ll :

Fiche technique des flacons COC, Promens/Elpack®

COC / COP VIALS
3ml, 5ml, 10ml, 20ml, 25ml, 50ml, 100ml

c

)

—>
B

Ref. n° 1874 1875 1876 1877 1878 1879 1880
Volume 3 ml 5 ml 10 ml 20 mi 25 mi 50 mi 100 ml
Material CocC/ cop COoC / cop COoC / cop CocC/ cop CoC/ cop COC / CopP COocC / cop
Colour Natural/Amber | Natural/Amber | Natural/Amber | Natural/Amber | Natural/Amber | Natural/Amber | Natural/Amber
Dimension A
(mm) 35 40 45 55 65 73 94.5
Dimension B
(mm) 19.3 22 26 31 41 43 52.6
Dimension C
(mm) @16 @22 @24 @30 @30 @42.5 ?51.6
Neck
(mm) 213 220 @20 @20 @20 @20 @20
‘(";‘:')9"" 2.05 2.74 3.92 5.48 6.25 10.1 14.8
Packing *
(pcs/brick) 230 230 162 98 85 55 41
Packing * 5,750 4,140 2,592 1,372 1,105 605 492
(pcs/carton)
Volume of 0.094 0.094 0.094 0.094 0.094 0.094 0.144
carton (m?)
Carton
dimension 600x400x391 | 600x400x391 600x400x391 600x400x391 600x400x391 600x400x391 800x400x450
Ixwxh (mm)
Carton weight
filled (kg) 12.5 12.3 11.2 8.5 7.9 6.0 7.0
Cartons/
EUR pallet 20 20 20 20 20 20 15
Quantity/
EUR pallet * 115,000 82,800 51,840 27,440 22,100 12,100 7,380

Sterilization

Irradiation / Autoclaving

Rubber disc or
stopper—cap

The bottles fit rubber plugs according to ISO 8362-2 and aluminium caps according to ISO 8362-3/6

The data set forth herein has been carefully compiled by Promens Medical Packaging A/S. However, there is no warranty of any kind either express or implied, applicable to its use
and the user assumes all risk and liability in connection therewith.

* subject to change

PROMENS

131



Annexe Il :

Liste de substances potentiellement

polypropyléne et en polyéthyléne °

retrouvées dans

les seringues en

1s¢

TABLE Ad. Extractables Associated with Polypropylene (PP) Materials — o
Chemical Name Popular Name CAS RN Chemical Formula Molecular Weight
2.5-Cyclohexanediene-1.4-dione
4-Methyl-2 3-pentanone
Acetic acid—(1-ethylhexyl) ester
Acid amide
NN"-bis-(2-hydroxyethyl)-Cy,.C,-amine
Polyethylene glycol PEG 25322-68-3  (GH.0), HO
3-Methyl- 2 butanone 563804 CHLO 86.13
3-Methyl h 141-79-7 CH,,O 98.14
}Mc!hyl-bulanon: acid Isovaleric acid 503-74-2 GHyO: 10213
Acetic anhydride 108-24-7 CHO; 102.09
4-Hydroxy-4-methyl-p 123422 CHuO: 116.16
Octanoic acid Caprylic acid 124072 GHyO: 14421
2-(2- B\noxyclhoxy)c(hanol 112-38-5  GH O, 16223
2(3)-tert-Butyl-4 BHA 25013-16-5 CuHu0: 180.25
1.3-Di-tert-butyl bcnzenc 1014-60-4  CyHp 190.32
24-Di-tert-butyl phenol 96-76-4  CHxO 206.33
2,6-Di-tert-butyl-4 BHT 128370  CsHO 220.35
Tetradecanoic acid Myristic acid 544-63-8  CuHXO, 22837
3-Hexadecanol 593-03-3  CuH.O 24244
Benzopyrene 50-32-8 CyHp 252.31
Hexadecanoic acid Palmitic acid 57-10-3  CuHu0, 256.42
Lauryl hydrogen sulfate 151-41-7  CH,O.S 26640
7.9-di-1-Butyl-1-oxaspirof4.5] demé 9-diene-2 8-dione Irganox degradate 82304-66-3  C;;HuOs 27637
3-(3",5"-di-t-Butyl-4"-hyd y Irganox degradate 20170-32-5  CyHxOs 27839
Octadecanoic acid Stearic acid 57-114  CyHyO; 284.48
3-(3"5'-di-t-Butyl-1 -hydroxy-4"-oxacyclohexa-2".5"-dienyl) Irganox degradate 8§3237-154  C;HxO. 29439
propanoic acid
Eicosanoic acid Arachidic acid 506-30-9  CyH,0, 31253
2-Hydroxy-4-n-octoxy-benzophenone Chimassorb 81 1843-05-6  CyHyO: 326.43
13-Docosenamide Erucamide 112845  CxHaNO 33758
Didodecyl 3.3"-thiodipropi Irganox PSS00 123-28-4  CyHLOS 51484
3.5-Bis(1,1-dimethyl ‘,“ 4-hyd Irganox 1076 2082-79-3  CyHgO: 530.86
octadecyl ester
Tris(2 4-di-tert-butylphenyl) phosphnc Irgafos 168 31570-04-4  CoHaO:P 646.93
24-B|s(1 l-dnmethyelhyl}phenoi 1,1°,1"-phosphate Irgafos 168 Phosphate  95906-11-9  CoHoO.P 662.92
(2.4-di-tert-t yi)-1, l~b|phenyl4 4’-d|ylb|spl|osphomle PEPQ 38613-77-3  CaHaOP; 1035.41
Pcnucrylhntol tetrakis(3-(3,5-di-tert-butyl-4-h yphenyl)prop Irganox 1010 6683-198  CuHOn: 1177.65

Figure 1:

Liste des substances extractibles associées au polypropyléne °
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§ TABLE AS. Extractables Associated with Polyethylene (PE) Materials

Chemical Name Popular Name CAS RN Chemical Formula Molecular Weight
Acid amide
Acetaldehyde 75-07-0 CH.O 44.05
Ethanol 64-17-5 CHO 46.07
Propane 74-98-6 C;Hg 44.10
Propanal 123-38-6 CGHO 58.08
n-Butane 106-97-8 CiHy, 58.12
Acetic acid 64-19-7 GH.O; 60.05
2-Propanol IPA 67-63-0 C:H:0 60.10
Butyraldehyde 123-72-8 CHO 72.11
Methylethylketone 78-93-3 CHO 72.11
Propionic acid 79-09-4 GHO, 74.08
Butanol 71-36-3 CH,O 74.12
Benzene 71-43-2 CHq 78.11
Hexene 592-41-6 CeHp 84.16
3-Pentanone 96-22-0 CHO 86.13
n-Pentanal 110-62-3 CH,,0 86.13
Hexane 110-54-3 CeHy. 86.18
n-Butyric acid 107-92-6 CH.0; 88.11
Toluene 108-88-3 C;Hg 92.14
Phenol 108-95-2 CH.O 9411
1-Heptene 592-76-7 C;Hyu 98.19
2-Hexanone 591-78-6 CH,;;,0 100.16
3-Hexanone 589-38-8 CH;;O 100.16
Hexanal 66-25-1 CH ;O 100.16
n-Heptane 142-82-5 GHye 100.20
Pentanoic acid n-Valeric acid 109-52-4 C:H,0; 102.13
Hexanol 626-93-7 CH,:.0 102.17
Styrene 100-42-5 C:Hs 104.15
Diethylene glycol DEG 111-46-6 CHy O 106.12
Ethyl benzene 100-41-4 CsHy, 106.17
1-Octene 111-66-0 CiHy 11221
Caprolactam 105-60-2 CH;NO 113.16
3-Heptanone 106-35-4 CHO 114.19
Heptanal 111-71-7 C;HLO 114.19
3-Ethylhexane 619-99-8 CiHi 11423
Octane 111-65-9 CiHy 114.23
2-Butoxyethanol 111-76-2 CH,.0; 118.17
4-Methylbenzaldehyde 104-87-0 CH.O 120.15
1-Phenyl-1.2-Epoxyethane Epoxyethane 96-09-3 CH.O 120.15
Cumene 98-82-8 GHp 120.19
3-Octanone 106-68-3 CH,O 12821
n-Nonane 111-84-2 CHy, 128.26
6-Aminocaproic acid 60-32-2 CHNO; 13117
Butoxypropanol 29387-86-8 C:H0; 132.20
Tetramethyl succinonitrile 3333-52-6 CHpN; 136.19
Isophorone 78-59-1 CH,.0 138.21
Decene 872-05-9 CyuHy, 140.27
1-Nonanal 124-19-6 CH0 14224
n-Decane 129-18-5 CyHz 142.28
2.4.6-Trimethylbenzaldehyde Mesitahdehyde 487-68-3 CHO 14820
Ethylbenzoate 93-89-0 C,H,0, 150.17
n-Undecane 1120-21-4 CyHa 156.31
Dodecene 6842-15-5 CiHa 168.32
2.2.4.6.6-Pentamethyl heptane 13475-82-6 CiHae 17033
n-Dodecane 112-40-3 CpoHag 17033
2-cyclohexylid: ycloh ne 1011-12-7 CoHi:O0 178.27
Benzophenone 119-61-9 CyiHyuO 182.22
n-Tridecane 629-50-5 CysHos 184.36
1.3-Di-tert-butyl benzence 1014-60-4 CyHy 190.32
= Ethyl-4-ethoxybenzoate 23676-09-7 C;Hy:05 194.23
2 2.5-Dibutylthiophene 6911-45-1 Ci:HxS 196.35

Figure 2 : Liste des substances extractibles associées au polyéthyléne (Partie 1) °
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TABLE AS. Continued

Chemical Name Popular Name CAS RN Chemical Formula Molecular Weight
N,N-dimethyl-p-toluenesulfonamide 599-69-9 CHENOSS 199.27
Dodecanoic acid Lauric acid 143-07-7 C:Hy 0, 20032
2-(2-Butoxyethoxy)-ethyl acetate 124-17-4 CiHxO4 204.26
tert-Butylphenyl glycidylether 3101-60-8 CisHi0; 20628
2,6-di-1-Butyl phenol 128-39-2 C;H0 20632
2 4-Di-tert-butyl phenol 96-76-4 CiH-O 206.33
2-(1-Hydroxycyclohexyl)-aceto phenone 57213260 CyHi O 218.29
2,6-Di-tert-butylbenzoquinone 719-22-2 CiHyO: 220.31
Diethyl phthalate DEP 84-66-2 Ci:HOs 2224
Tetradecanoic acid Myristic acid 544-63-8 CiHx0, 22837
Hexadecanoic acid Palmitic acid 57-10-3 CiH2O, 256.42
Diisobutyl adipate 141-04-8 CisHx0, 25835
7,9-Di-tert-butyl-1-oxasoiro[4.5] Irganox degradate 82304-66-3 C;H2:04 276.37
deca-69-diene-2,8-dione
Dibutyl phthalate DBP 84-74-2 CisHzO4 27834
di-Isobutyl phthalate 84-69-5 CisH»O4 27834
3-(3".5"-di-t-Butyl-4"-hydroxyphenyl) Irganox degradate 20170-32-5 CysHaOs 278.39
ic acid
3-(3",5"-di-t-Butyl-1-hydroxy-4'- Irganox degradate 83237-154 C;HOs 29439
oxacyclohexa-2’,5"-dienyl) propanoic acid
Triphenyl phosphate 115-86-6 CysHysO,P 32629
2-Hydroxy-4-n-octoxy-benzophenone Chimassorb 81 1843-05-6 CyHy04 32643
3,355 - Tetrabis(tert-butyl) stilbenequinone 809-73-4 CyHeO; 434.65
Didodecyl 3 3"-thiodipropionate Irganox PS800 123-28-4 CyHiO.S 51484
3,5-Bis(1,1-dimethylethyl)-4- Irganox 1076 2082-79-3 CysHgOs 530.86
hydroxybenzenepropanoic acid octadecyl ester
Tris(2,4-di-tert-butylphenyl) phosphite Irgafos 168 31570-044 CoHgO.P 646.93
1,3,5-Dimethyl-24,6-tris(3,5-tert- Irganox 1330 1709-70-2 CsiHyOs 77520
butyl-4-hydroxybenzyl)benzene
Pentaerythritol tetrakis(3-(3,5-di-tert-butyl-4- Irganox 1010 6683-19-8 CrHyOy 1177.65
hydroxyphenyl)propionate)

Figure 3 :

Liste des substances extractibles associées au polyéthyléne (Partie 2) °
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Annexe IV : Fiche technique des seringues BD Perfusion®

BD Plastipak™
20, 30, 50, 100 mi

Seringues 3 piéces grande capacité
Stérile, usage unique

& BD

Classe | (seringues sans aiguille)

selon la directive européenne 93/42/CEE sur les Indications : ) )
dispositifs médicaux. Pour injecter et prélever des fluides médicamenteux.

Les seringues 50 ml Luer Lock sont particuliérement
adaptées pour les appareils automatiques de perfusion :
pousse-seringues, pompes,...

Elles sont homologuées avec toutes les grandes marques
de pousse-seringues.

Marquage CE :
Selon la directive européenne 93/42/CEE
(procédure de conformité annexe V et VII)
+ Certificats : n° 95 Q 252.156 et n° Q 252.231
(références 309661 & 309620) ; certifié par NSAI (n°0050)

« Fabricants : Becton Dickinson, Drogheda, Irlande et Composition des différents éléments :

Becton Dickinson, Columbus, USA + Corps de la seringue : Polypropyléne (PP)
(références 309661 & 309620) * Piston : Polypropyléne (PP)
« Certification : Polyéthyléne (PE) - (réf. : 300137, 300139)
Drogheda : ISO 9001 : 2008, Certificat n°ES-0264/1994, + Joint de piston : Isopréne synthétique (sans latex)
certifié par IQNet & AENOR et I.S. EN ISO 13485 : 2003 ; * Lubrifiant : Silicone )
Certificat n° MD 19.1609 ; certifié par NSAI + Emballage individuel : Papier de GSM

Film en Polyéthyléne (PE) / Polyamide (PA)

Columbus : ISO 9001 : 2008, Certificat n°19.2143, certifié par
NSAI et I.S. EN ISO 13485 : 2003 ; Certificat n® MD 19.2143 ;

certifié par NSAI Certifié :

« Stérilisation : Oxyde d'éthylene (ETO) - Sans Latex
Radiation Gamma (réf. 309661 & 309620) - Sans DEHP

« Conditions de stockage : Tenir au sec et éviter les - Sans Phtalate

températures extrémes
+ Péremption : 5 ans aprés stérilisation
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Annexe V : Fiche technique des seringues BD Sterifill®

ol
v BD
BD Medi cal CONFORMITY CERTIFICATE

Pharmaceuti cal Systens
11, rue Aristide Bergés - ZI des lles

38800 Le Pont de daix FR Page: 1 of 2
Product Nane I STERIFILL ADVANCE S0ML
Cat al og Nunber I 47406001
Bat ch Number 6060032
Expirati on Date I 2018/03/31
Characteristic Unit Value LowLimit HighLimit
Sterilization Date 2016/04/04

We hereby certify that the BD STERIFILL ADVANCE 50 mL SCF crystal clear polymer syringe barrel with Luer
Lock Adaptor and screwed tip cap (S-Lok} conforms to spec ifications in effect.

SYRI NGE BARRH., SCREWD TI P CAP {S-LOK) AND LUER LOCK ADAPTOR (LLA} MATER ALS
CONFORM TY

The plastic material of the barrel meets the identification tests according to the US Pharmacopeia
USP «<661> {containers - plastics} and the BD Monograph for polycycloolefin resin developed based on

European Pharmacopeia - current editions.

The elastomeric part of the tip cap:

— HMeets the identification tests according to IS0 8871-2 standard,

— Has been qualified according to the Eur. Ph. 3.2.9 and USP < 381>, physiochemical testing for
elastomeric closures type I - current editions.

LUBR CANTS CONFORM TY

Internal barre] lubricant : silicone gel.

Viscosity at 25°C: 500 - 2000 Pa.s.

Before irradiation, the lubricant is compliant with internal BD Monograph.

SYRI NGE BARRH. (W TH LUER LOK ADAPTCR) CONFORM TY

The SCFTM device (barrel, luer lok adaptor, screwed tip cap (S-Lok), lubricant} has been qualified
according to the biological testing of the IS0 10993 applicable standards {(parts 4, 5, 10 and 11) -
current editions: Biological evaluation of Medical Device.

The SCFTM device is compliant with:

- IS0 594 (Luer fittings - part 2) applicable standard - current edition.

Through control strategy including product verification, process validation, and routine manufacturing
inspections (BD and certified suppliers), BD Sterifill Advance syringe barrel conforms to specifications
and/or drawings in effect for the following characteristics:

~¥isual,

-Dimensional,

-Leak test,

—Lubrication,

-Particulate count.

Creation Date: 2016/04/15 14:00:11
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ol
v BD
BD Medi cal CONFORMITY CERTIFICATE

Pharmaceuti cal Systens
11, rue Aristide Bergés - ZI des lles

38800 Le Pont de daix FR Page: 2 of 2
Product Nane : STERIFILL ADVANCE 50ML
Cat al og Nunber I 47406001
Bat ch Number 6060032
Expirati on Date I 2018/03/31

Results not communicated on this Certificate are recorded on relevant files at the concerned BD site.

STER U TY

The referenced lot is certified sterile. The sterilization process by Gamma radiation has been validated
following ISO 11137 to achieve a 10-6 SAL (Sterility Assurance ILevel).

BACTERI AL ENDOT(MI NS
Bacterial endotoxins search are based on the European Pharmacopoeia {2.6.14 Bacterial endotoxins}, and the
USP ({85. Bacterial endotoxins test), current editions. It meets the limit of no more than 1 EU/ barrel.

BD Medical- Pharmaceutical Systems
Quality Assurance

Release date: 2016/04/15

Name (Electronic Signature): Lydie Mounier

BD STERIFILL and 5CF are trademarka of BECTON DICKINSON and Company.
Thia certificate ia produced electronically and ia valid without aignature.

103 .MQC_320 rev 03

Creation Date: 2016/04/15 14:00:11
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Annexe VI : Cal cul d®t ail |l ® de | 6 AET

1 pour les seringues BD Perfusion®:

3 o 15[y / j] oc%:%ooomuo

AEL, 3920[q] 8

seringueBD perf|u5|on (; OOO[mL/ ]] O 02[/7@ / g] 0 02[ pprr]

L 6 A EsTde 6.02 [ppm] pour les produits conditionnés dans les seringues BD Perfusion®.

1 pour les seringues BD Sterifill® :

0.02[mg/ g] =0.02[ ppn]

_80.15[mg/ j] 8.850.00[mML] & _
AET,
seringueBD Sterifill %.000[le]] C%4045[ ] 8

LOAET est de 0.02 [ppm] pour | es produi@.ts conditionn
1 pour les flacons COC, Promens/EIpack®

_a O 15[my/ j] OC%'SOOO[mL]

AET,
flaconsCOC — OOO[mL/ J] 21 41[9]

§=0.04[mg/ g] =0.04[ ppn]

L6 AET e &4tppnd] pourdes produits conditionnés dans les flacons COC Promens/EIpack®.
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Annexe VIl : Protocole de la méthodedepr ®p ar at i on daboRpardenkeD.l | ons
Experimental Workflow
Extraction Techniques: Test Articles: Materials:
*  Soxhlet (min. 10 cycles, 24 hrs, 5 g- 200 ml) + LDPE » HS-GC/MS(FID)
*  Reflux (2 hrs, 5 g - 200 ml) «  Sample Weight [5g] « PC [ I
*  Sonication (2 hrs, T=0°C, 5 g - 200 ml) «  Sample Pre-treatment « PVC "
« Sealed Vessel (55 °C/3d, 5 g- 200 mi) e \ 1
*  Sealed Vessel Autoclaved " Rubber % ICPIMS(AES)
(121°C/ 1 hr5 g - 200 ml, 2 replicates)
Aqueous Extract Aqueous Extract |PAMWater extract IPA extract
pH 2.5 pH9.5 S 00m 200 ml
200 ml 200 mi O
_.._._._.._._..7..______.T___;.______—____ —— —
« Transfer aliquot of 50 mi to 125 mL |+ Transfer aliquot of 50 ml to 125 mL
separating funnel | separating funnel
+ Add 1.0 ml surrogate intenal standard |* Add 1.0 ml surrogate internal standard
solution 50 pg/mL) | solution (50ug/mL)
v : |
|opH2(5NHE) | v
4T * Withdraw aliquot of extract
* Add 1.0 ml surrogate internal standard
[+ +25miDCM || Collect lower v solution 50 gimL Bisphenol M in MeOH
2 Shake vigorously for 1 min J DCM layer 4% ;ﬁ:k :Ivzgxm‘y ) %m Iyoev:er ’ * perform suitable sample work-up
Repeat l X ‘ |
Repeat 1 x Repeat 1x Repeat 1 x
» Aq Extract pH 2.5 >pH 10 (5N NaOH) ; v
» AqExtract pH 9.5 pH 2 (5N HCI) o 10 (N NeH)
| |
= Combine all DCM layers = Combine all DCM layers
» Add anhydrous sodium sulfate to flask = Add anhydrous sodium sulfate to flask
i ,

Concentration Step

Transfer extract with DCM rinses to Turbovap
tube

Concentrate to < 0.5 ml

Add 0.5 ml aliquot of of the injection standard
solution (50 pg/mL)

Adjust to a final volume of 1.0 ml

\

|Concentration Step

+ Transfer extract with DCM rinses to Turbovap
tube

+ Concentrate to < 0.5 ml

* Add 0.5 ml aliquot of of the injection standard
solution (50 pg/mL)

* Adjust to a final volume of 1.0 mi

Concentration Step

* Add 0.5 mL of injection internal standard
solution:
50 pg/mL Irganox 415 in MeOH

« if appicable, perform concenctration step

. Aﬁjusl to ﬁnal volume of 19 ml

= A
Y v v
‘ Syiation Syiilation Syiiation
Procedure Procedure Procedure
: : : !
e T e T
e M M THes et s s o P M
Inecon Souton ecton S| | rjelon Soktn| | 1 iecton Solton  cton Solton
T A 2 y:
v
LCINS® Sysmu?::l)a:blmy (Test
GC/MSD
" coFp Lo S
' re for
Loy + SST Test Mixture for HS/GC
. . A 02171
Figure 1 : Protocole d 6 ® t*'d'd e
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Annexe VIII ; Protocole de prévalidation de la méthodedepr ®p ar at i on mholBc hant i I | o

Le protocole de prévalidation ci-dessous a été suivi :

1. Pr®paration des standards do®t al onnage

Des solutions méres des substances d 6 i n {B&T, Antioxydant 425) et du standard interne de

pr ®p ar at i on {BisEhénolMhsorit prdparéesselon le protocole ci-dessous :

1) Solution meére de Butylhydroxytoluéne : Dissoudre exactement 10.0 [mg] de BHT dans 10

[mL] de méthanol.

2) Solution m re doAbDbissoudreexattement 10102llig]d 6 Anti oxydant 425
10 [mL] de méthanol.
3) Solution mére de Bisphénol M : Dissoudre exactement 10.0 [mg] de Bisphénol M dans 10
[mL] de méthanol.
Une solution fille contenant un de®@isphéng & ed ensuisH T , doé A
préparée selon le protocole ci-dessous :
Solution fille & 100 [ug/mL] : Prélever 1000 [uL] de chaque solution mére et compléter a 10 [mL]
avec du méthanol.
Les standards doé®talonnage sont ensuite pr®par ®s " ¢
schéma de dilution figurant dans le tableau ci-dessous :
Tableaul:St andard doé®t al onnage
ConeemiEien el Volume de solution
Standard standard fille & orélever Vwmethanol
do®t al onn do®t al onn [EL] [mL]
[ug/mL]
STD1 10.0 1000
STD2 4.0 400
STD3 2.0 200 Ad 10
STD4 1.0 100
Blanc 1000 [uL] de méthanol
Pr®l ever 200 [OL] de chaque solution tandard doé®t al
Le standard interne doéinjection doit ensuite °tre a

faire, une solution mér e

dél rganox

selon le protocole ci-dessous :

Solution m_

e

méthanol.

415, | e

d Bidsoudrea exactemedt 160 [mg] d 6 1 r gan o X

standard

nterne doi

4ml3dedans 10
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Une solution fill e d&feénsujepréparte seltnde piotodle §i-Gegsbus i ]

Solution filled 6 1 r ganox 415 Ptélever 50 [iL§ de nalsplution mére et compléter a 25

[mL] avec du méthanol.
Ajouter 200 [OL] de la solution fille dbélrganox 415

Les concentrations finales des standards doé®tal onnag
[ Og/ mL] . La concentration finale du sdolationdstamddrd ddi nj ec
est préparée en duplicata depuis la solution fille et est injectée deux fois. Quatre séries

indépendantes sont réalisées.

2. Pr®paration des standards doé®t alonnage extraits |

Les m°mes standards do6é®talonnage que ceux pr®par ®s

do6®t al onn a g sont(utilisebet sorat extraits)selon le protocole ci-dessous :

2.1. R®partition des milieux dbébextraction en fonctic
Les milieux dbéextraction sont rdesgsas:ti s entre | es s®r
Tableau2: Pl an dé®chantill onnage

Jour Série Milieu testé

J1 1 Tampon phosphate a pH 8

J2 2 Tampon phosphate a pH 3

J3 3 Mélange isopropanol/eau 50:50

J4 4 Solution déinsuline © 1 [ UI/J mL]

2.2. Protocole dbéextraction

1) Pour les milieux tampon phosphate apH 3 etapH 8:
o Pr®paration ddo®chantill ons

50 [mL] du milieu étudié (tampon phosphate a pH 3 ou a pH 8) sont déversés dans une ampoule a

décanter. 1000 [uL] de la solution standard 1 y sont ajoutés. 25 [mL] de dichlorométhane y sont

ajoutés. Aprés agitation pendant 1 minute, la phase organique est récoltée et une nouvelle
extraction est real i s®e - | 6aide de 25 [ mL] de di cl
ensuite ajusté a 8 avec du NaOH 5 [N] pour la solution acide. Il est ajusté a 3 avec du HCI 5 [M] pour

la solution basique. Deux nouvelles extractions successives sont r®al i s®es suite
[mL] de dichlorométhane. Les phases organiques sont ensuite rassemblées dans un ballon de 200

[ mL] . Une spatule de sodium sul fate anhydre est aj o
Whatman diam. 125 [ mm] . Le solvant est ensuite ®vapor® 7~ s
de méthanol. 200 [uL] de cette solution sont prélevés et déposés dans un vial ambré. 200 [uL] de la

solution standard délrganox 415 stens@iteipjédgd. mL] sont aj o

Répéter cette procédure pour les standards 2, 3 et 4.
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o Préparation du blanc :

50 [mL] du milieu étudié (tampon phosphate a pH 3 ou a pH 8) sont déversés dans une ampoule a
décanter. 25 [mL] de dichlorométhane y sont ajoutés. Apres agitation pendant 1 minute, la phase
organi que est r®col t ®e et une nouvelle extraction
dichlorométhane. Le pH de la phase aqueuse est ensuite ajusté a 8 avec du NaOH 5 [N] pour la
solution acide. Il est ajusté a 3 avec du HCI 5 [M] pour la solution basique. Deux nouvelles
extractions successives sont r®alis®es suite ~ | 6ajo
organiques sont ensuite rassemblées dans un ballon de 200 [mL]. Une spatule de sodium sulfate
anhydreestaj out ®e et | a solution est filtr®e ~ | 6aide dbob
est ensuite ®vapor® ° sec. Lé6®chantillon est repri s
solution sont prélevés et déposés dans un vial ambré. 200 [uL]delasol ut i on standard délr

a 2 [ug/mL] sont ajoutés. La solution est ensuite injectée.
2) Pour le milieu isopropanol/eau 50:50 :
o Pr®paration ddo®chantill ons

50 [mL] du mélange isopropanol/eau 50:50 sont déversés dans une ampoule a décanter. 1000 [uL]
de |l a solution standard 1 y sont ajout ®s. Le pH de |
[mL] de dichlorométhane y sont ajoutés. Aprés agitation pendant 1 minute, la phase organique est
rcolt ®e et une nouvell e de28[mlidetdichtorométhane. Le pBlald la s ®e |
phase aqueuse est ensuite ajusté a 8 avec du NaOH 5 [N]. Deux nouvelles extractions successives
sont r®alis®es suite ° | 6ajout de 2x 25 [mL] de dich

rassemblées dans un ballon de 200 [mL]. Une spatule de sodium sulfate anhydre est ajoutée et la

solution est filtr®e ~ | 6aide dodéun filtre Whatman di
L6®chantillon est repris avec 1 ipmsanfprétewesend®@pokéanol . 20
dans wun vi al ambr ®. 200 [ OL] de |l a solution standar

solution est ensuite injectée.
Répéter cette procédure pour les standards 2, 3 et 4.
0 Préparation du blanc :

50 [mL] du mélange isopropanol/eau 50:50 sont déversés dans une ampoule a décanter. Le pH de

l a solution est ajust® - 3 avec de | 6HCI 5 [ NJ. 25
agitation pendant 1 minute, la phase organique est récoltée et une nouvelle extraction est réalisée a

| 6ai de de 25 [ mL] de dichl or om®t hane. Le pH de I a p
NaOH 5 [ NJ. Deux nouvelles extractions successives s
dichlorométhane. Les phases organiques sont ensuite rassemblées dans un ballon de 200 [mL].

Une spatule de sodium sulfate anhydre est ajout ®e

What man di am. 125 [ mm]. Le solvant est ensuite ®vapo
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de méthanol. 200 [uL] de cette solution sont prélevés et déposés dans un vial ambré. 200 [uL] de la

solution standard délrganox 415 ° 2 [Og/mL] sont ajo

Répéter cette procédure pour les standards 2, 3 et 4.

3) Pourle milieu solutiond i nsul ine ~° 1 [ Ul / mL]

o Pr®paration ddo®chantill ons
50 [mL] de Il a solution ddéinsuline © 1 [Ul/mL] sont ¢
de |l a solution standard 1 y sont ajout ®s. 5 [ mL] dou
del a solution est ajust® °~ 3 avec de | 6HCI 5 [ NJ]. 25

agitation pendant 1 minute, la phase organique est récoltée et une nouvelle extraction est réalisée a
| 6ai de de 25 [ mL] de di c hl oqueuse®@dt bnsuitecajustd_de8 apetldud e | a p
NaOH 5 [ NJ. Deux nouvelles extractions successives s
dichlorométhane. Les phases organiques sont ensuite rassemblées dans un ballon de 200 [mL].
Une spatule de sodium sulfat e anhydre est ajout ®e et la solution
What man di am. 125 [ mm] . Le solvant est ensuite ®vapo
de méthanol. 200 [uL] de cette solution sont prélevés et déposés dans un vial ambré. 200 [uL] de la

solution standard délrganox 415 ° 2 [Og/ mL] sont ajo

Répéter cette procédure pour les standards 2, 3 et 4.

o Préparation du blanc :

50 [ mL] de | a solution doi nsul i nmpolle aldécintéd. 3 [mL]] sont
déune solution de NaCcCl satur ®e sont ajout ®s. Le pH
25 [mL] de dichlorométhane y sont ajoutés. Aprés agitation pendant 1 minute, la phase organique

estrécoltée etune nouvelleext r acti on est r®alis®e ~ | b6aide de 25 |
la phase aqueuse est ensuite ajusté a 8 avec du NaOH 5 [N]. Deux nouvelles extractions

successives sont r®alis®es suite © | 6dajout de 2x 25
sont ensuite rassemblées dans un ballon de 200 [mL]. Une spatule de sodium sulfate anhydre est

ajout®e et |l a solution est filtr®e ~ | 6aide dobéun f i
®vapor ® ° sec. Lé®chantil | otmnole 200 [uL] depcette solutowv sot 1 [ mL ]
pr ® ev®s et d®pos®s dans un vi al ambr ®. 200 [ OL] de

sont ajoutés. La solution est ensulite injectée.

Les concentrations finales des /mU 2[pghd) digg/mb]jét®6al onnag
[ O6g/ mL] . La concentration finale du sdolationdstamddrd ddi nj ec
est préparée en duplicata depuis la solution fille et est injectée deux fois. Quatre séries

indépendantes sont réalisées.
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Annexe IX : Protocole de prévalidation de la méthodedepr ®p ar at i on phoSRE hant i | | o

Le protocole de prévalidation ci-dessous a été suivi :

1. Pr®paration des standards doé®t alonnage (injectiorl

Le standard internte d&®amgrect? one dpi ®p aro@. Pour ce f
délrganox 415, |l e standard interne dbéinjecttion,
dessous :

Solution m r e dbidsoudreaxactemedt 160 [mg]do6 |l r ganox 4ml3dedans 10

méthanol.
Une solution fille délrganox 415 ° 100 -eBspusmL] est e
Solution fille délrgaRo®l ed&r "1 000 [[Glg]/ nmld I|:a sol uti

et compléter a 10 [mL] avec du méthanol.

Deux solutions méres des substances d 6 i n (BHI, Antioxydant 425) sont ensuite préparées selon

le protocole ci-dessous :

1) Solution mere de Butylhydroxytoluene : Dissoudre exactement 10.0 [mg] de BHT dans 10
[mL] de méthanol.

2) Solution m re doAbissoudrexekattement 10102(lig] d 6 Ant i oxydant 425
10 [mL] de méthanol.

Une solution fille contenant un m®l ange de BHT et d:¢

protocole ci-dessous :

Solution fille (=SF) d 8 Ant i oxydant 425 et dRréleBeHIDOO [uL] tiedchaque O g/ mL ]

solution mére et compléter a 10 [mL] avec du méthanol.

Les standards do6é®talonnage sont ensuite pr®par ®s ~ [

schéma de dilution figurant dans le tableau ci-dessous :

Tableaul:St andard doé®t al onnage

Concentration Vse BHT et Conzanieien
- du standard Vse Irganox
Standard du standard Antioxydant interne 415 Vmeéthanol
do®t al of d6®t al or 425 p : [mL]
[hg/mL] [L] doinieq [ul
[Hg/mL]

STD1 5.0 1000

STD2 2.0 400

STD3 1.0 200 1 200 Ad 20

STD4 0.5 100

1000 [ OL] de m®thanol + 200 [OL] de |
Blanc .
méthanol.

Prélever 400 [uL] dans chaque ballon jaugé et les déposer dans un vial. La solution est ensuite

injectée directement.
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Les concentrations finales des standards do6é®tal onnag
[ 6g/ mL] . La concentration finale du sdolationdstamddrd ddi nj ec

est préparée en duplicata depuis la solution fille et est injectée deux fois.

2. Pr®paration des standards doé®talonnage extraits |

Le standard interne doéinjection doi't tout déabord
dél rganox 415, |l e standard i nterne ¢ de piotoeoke tcii o n,
dessous :

Solution m r e dbidsoudreaxactemedt 160 [mg]do6 |l r ganox 4ml3dedans 10

méthanol.
Une solution fille délrganox 415 ~° 100 -eBspusmL] est e

Solution fill5aalddug/mpglamo®| eedver 1000 [OL] de |l a soluti

et compl ®ter © 10 [mL] avec |l e milieu ®tudi ® (tampon

Deux solutions méres des substances d 6 i n (BKWIr, Antioxydant 425) sont ensuite préparées selon
le protocole ci-dessous :

1) Solution mere de Butylhydroxytoluene : Dissoudre exactement 10.0 [mg] de BHT dans 10
[mL] de méthanol.

2) Solution m re doAbissoudrexattement 1002ig]d 6 Anti oxydant 425
10 [mL] de méthanol.

Une solution file cont enant un m®|l ange de BHT et do&éAntioxydar

protocole ci-dessous :

Solution fille dbdAnti oxydantPréleges10@0uL]dechaBue Soluton 100 [ Og
meére et compléter a 10 [mL] avec le milieu étudié (tampon phosphate apH 3,apH8, et cé) . .
Les standards do6é®t alonnage sont ensuite pr®par ®s ~ [

schéma de dilution figurant dans le tableau ci-dessous :

Tableau2: St andard doé®t al onnage

Concentration Vse BHT et Concentration Vse \é(i)llL:jz::?
Standard du standard d Antioxydant de | 61l rgddlrgé (milieu
do®t al o] do®t al or 425 415 415 étudie)
[ng/mL] (L] [ng/mL] (L] [mL]
STD1 5.0 1000
STD2 2.0 400
STD3 1.0 200 1 200 Ad 20
STD4 0.5 100
1000 [ OL] de m®thanol + 200 [OL] de |
Blanc .
méthanol.
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Les solutions sont ensuite extraites selon le protocole ci-dessous :

2.1. R®partition des milieux dbdextraction en fonctic
Les mil i euxsomt@pmartigentae tes sériesselon le plan ci-dessous :
Tableau3: Pl an dé®chantill onnage

Jour Série Milieu testé

J1 1 Tampon phosphate a pH 8

J2 2 Tampon phosphate a pH 3

J3 3 Solution déinsuline © 1 [Ul/ mL]

2.2. M®t hode dbéextraction SPE

0 Préparationd 6 ®c hantill ons
Des liners en teflon sont placés sur la valve de contrle du débit de la SPE. Une cartouche
Supelclean LC-18 est connectée sur le liner. Le systtme SPE est mis sous vide en allumant la
pompe vi de. La col onne 28P[EL] desntéthaama pour\HRLE, ppigpar | d aj o u |
| 6aj out de x 1 [mL] déeau pour HPLC. 2 x 1 [mL] du
pH3 et cé) , puis 1t [anLq utd®&s .STHDiln elsement , 100 [ OL] doéu
standard interne) a 10 [ug/mL] sont ajoutés. La cartouche est laissée a sécher. Une fois séche, le
vide est coupé et un tube en verre propre est placé sous la cartouche. 1 [mL] de méthanol est ajouté
dans la cartouche. Le systéme est mis sous vide. La cartouche est laissée a sécher. Une fois séche,
le vide est coupé. Le volume est ajusté a 1 [mL] avec du méthanol. Aprés agitation, 400 [uL] de la
solution sont prélevés et déposés dans un vial. La solution est ensuite injectée.

Cette procédure est répétée pour les STD2, STD3 et les STD4.

Les concentrations finales des standards do6®tal onnag

[ Og/ mL] .

L a

est préparée en duplicata depuis la solution fille et est injectée deux fois.

o Préparation du blanc

Des liners en teflon sont placés sur la valve de contréle du débit de la SPE. Une cartouche

Supelclean LC-18 est connectée sur le liner. Le systeme SPE est mis sous vide en allumant la

pompe a vid e .

| 6aj out

L a
de

pH 3 etcé),

415 (le standard interne) a 10 [ug/mL] sont ajoutés. La cartouche est laissée a sécher. Une fois

séche, le vide est coupé et un tube en verre propre est placé sous la cartouche. 1 [mL] de méthanol

est ajouté dans la cartouche. Le systéeme est mis sous vide. La cartouche est laissée a sécher. Une

fois seche, le vide est coupé. Le volume est ajusté a 1 [mL] avec du méthanol. Aprés agitation, 400

[UL] de la solution sont prélevés et déposés dans un vial. La solution est ensuite injectée.
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Annexe X :

HPLC/UV-DAD

Résultats détaillés de la répétabilité des temps de rétention avec la méthode

Le tableau ci-dessous met en évidence les résultats obtenus pour la répétabilité des temps de

r ®t enti on

Tableau 1 : Résultats

déun ®chantii

Il on C/loy-BAD:t ® 5

fois avec

Temps de rétention [min]
Injection Bisphénol M Irganox 415 BHT Antioxydant 425
1 38.40 46.32 48.83 55.49
2 38.46 46.36 48.87 55.52
3 38.46 46.37 48.86 55.52
4 38.47 46.37 48.88 55.52
5 38.48 46.37 48.88 55.54
Moyenne [min] 38.45 46.36 48.86 55.52
Ecart-type 0.03 0.02 0.02 0.02
CV [%] 0.08% 0.04% 0.04% 0.03%
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Annexe Xl : R®sultats d®taill ®s pour | e rendement
La courbe do@itra®poanrn®eg edeeslta m° me mani re quoben
des standards do®t al onnage hoGt elxd-dessdy esét@platenuel L E) .
Tableaul: R®sul tats obtenus pour | a droite
BHT
. Al Rapport | Concentration ConesmEion Rapport
STD Aire BHT Irganox Aire BHT [ug/mL] Irganox 415 concentration
415 [ug/mL]
STD1 278.2 127.6 2.2 5.0 1.0 5.0
STD2 148.7 156.4 1.0 2.0 1.0 2.0
STD3 58.8 162.3 0.4 1.0 1.0 1.0
STD4 27.4 151.8 0.2 0.5 1.0 0.5
Pente 0.45
Ordonnée a l'origine -0.03
Coefficient de détermination 1.00
Antioxydant 425
_Aire Aire Rapport Co_ncentration Concentration Rapport
STD Antioxydant | Irganox e Antioxydant 425 | Irganox 415 T -
425 415 [ug/mL] [ng/mL]
STD1 500.4 127.6 3.9 5.0 1.0 5.0
STD2 251.5 156.4 1.6 2.0 1.0 2.0
STD3 135.1 162.3 0.8 1.0 1.0 1.0
STD4 60.3 151.8 0.4 0.5 1.0 0.5
Pente 0.78
Ordonnée a l'origine 0.03
Coefficient de détermination 1.00
Bisphénol M
_ Airg Aire Rapport anceqtration Concentration Rapport
STD Bisphénol Irganox Aire Bisphénol M Irganox 415 concentration
M 415 [ng/mL] [ng/mL]
STD1 437.7 127.6 3.4 5.0 1.0 5.0
STD2 227.5 156.4 15 2.0 1.0 2.0
STD3 122.4 162.3 0.8 1.0 1.0 1.0
STD4 57.2 151.8 0.4 0.5 1.0 0.5
Pente 0.67
Ordonnée a l'origine 0.07
Coefficient de détermination 1.00
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A partir de ohnage étableicitdessus, ie®doraéntrations en BHT, en Antioxydant 425
et en Bisphénol M ont pu étre calculées pour chaque échantillon extrait. Les résultats obtenus pour
di x du BHT, deBisphéndlMtai ox ydan

10 [pg/mL] et extraits sont détaillés dans les deux tableaux ci-dessous :

|l es ®c h apour HALC o misk @D eawe ¢

Tableau2: R®sul tats du rendement dbéextraction pour | 6AnNnt

Antioxydant 425

Aire A425 | Aire Irganox 415 Arﬁ?g)?;o[;:\tl r4e25 Céc“ﬁ;‘gm 3425
Extraction 1 221.47 131.70 1.68 1.30
Extraction 2 148.54 87.88 1.69 1.30
Extraction 3 215.50 129.64 1.66 1.28
Extraction 4 175.87 105.72 1.66 1.28
Extraction 5 157.97 93.15 1.70 1.31
Extraction 6 704.18 425.11 1.66 1.28
Extraction 7 166.80 97.63 1.71 1.32
Extraction 8 500.47 309.37 1.62 1.25
Extraction 9 194.65 120.22 1.62 1.25
Extraction 10 233.55 140.19 1.67 1.28
STD 808.21 139.06 5.81 455
Moyenne 1.28
Ecart-type 0.02
CV [%] 1.85%
Rendement 28.24%
Tableau 3: Résultatsdurend e ment dbéextraction pour | e BHT
BHT
A i A Céchantillon BHT
Aire BHT Aire Irganox 415 Rapport Aire BHT [ug/mL]
Extraction 1 50.20 131.70 0.38 0.92
Extraction 2 34.48 87.88 0.39 0.95
Extraction 3 48.98 129.64 0.38 0.91
Extraction 4 42.80 105.72 0.40 0.97
Extraction 5 36.31 93.15 0.39 0.94
Extraction 6 166.74 425.11 0.39 0.95
Extraction 7 38.96 97.63 0.40 0.96
Extraction 8 159.78 309.37 0.52 1.22
Extraction 9 50.04 120.22 0.42 1.00
Extraction 10 53.62 140.19 0.38 0.92
STD 298.49 139.06 2.15 4.86
Moyenne 0.98
Ecart-type 0.09
CV [%] 9.33%
Rendement 20.07%
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Tableaud4: R®sul tats du rendement dbéextraction pour
Bisphénol M
Aire BPM | Aire Irganox 415 | Rapport Aire BPM Céc“""m'g}rﬁsl‘_"]hé""' M

Extraction 1 198.07 131.70 1.50 2.13
Extraction 2 136.92 87.88 1.56 2.21
Extraction 3 19541 129.64 151 2.14
Extraction 4 159.06 105.72 1.50 2.13
Extraction 5 144.93 93.15 1.56 2.21
Extraction 6 634.05 425.11 1.49 2.11
Extraction 7 148.35 97.63 1.52 2.16
Extraction 8 483.82 309.37 1.56 2.22
Extraction 9 180.63 120.22 1.50 2.13
Extraction 10 201.77 140.19 1.44 2.04
STD 468.70 139.06 3.37 4.91
Moyenne 2.15
Ecart-type 0.06

CV [%] 2.60%

Rendement 43.76%
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Annexe Xl :

Résultats détaillés de la prévalidation de la méthode LLE

Les résultats détaillés de la prévalidation pour chaque série figurent dans les tableaux ci-dessous :

Tableau 1: Résultat série 1 (Tampon phosphate a pH 8)

Série 1 : Tampon phosphate a pH 8

Bisphénol M Antioxydant 425 BHT
R . Rapport
'apport Rapport | Rapport Aire | Rapport i Rapport
- Aire BPM CBPM A425 CA425 BHT CBHT
Extrait 1.07 5.01 1.56 5.01 1.05 5.00
0.48 2.00 0.76 2.00 0.47 2.00
0.32 1.00 0.45 1.00 0.29 1.00
0.09 0.50 0.21 0.50 0.09 0.50
Pente 0.25 0.29 0.20
Ordonnée origine 0.00 0.13 0.04
re 0.99 0.99 0.99
Bisphénol M Antioxydant 425 BHT
. Rapport
R_’apport Rapport | Rapport Aire | Rapport Aire Rapport
Aire BPM Cgpm A425 Caazs BHT Cgur
SlEneke 3.52 5.01 3.87 5.01 2.19 5.00
1.46 2.00 1.56 2.00 0.99 2.00
0.76 1.00 0.81 1.00 0.38 1.00
0.44 0.50 0.37 0.50 0.19 0.50
Pente 0.69 0.77 0.45
Ordonnée origine 0.08 0.01 -0.01
re 1.00 1.00 0.99
Rty ol il 271 2.66 2.20

STD/pente Extrait
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Tableau 2 : Résultat série 2 (Tampon phosphate a pH 3)

Série 2 : Tampon phosphate a pH 3

Bisphénol M Antioxydant 425 BHT
Rapport Aire | Rapport | Rapport Aire | Rapport | Rapport |Rapport
BPM Cgpm A425 Chszs Aire BHT | Cgur
Extraits 1.35 5.0 157 5.0 1.01 5.0
0.53 2.0 0.76 2.0 0.45 2.0
0.28 1.0 0.38 1.0 0.25 1.0
0.12 0.5 0.17 0.5 0.08 0.5
Pente 0.27 0.30 0.20
Ordonnée origine 0.00 0.07 0.03
r’ 1.00 0.99 0.99
Bisphénol M Antioxydant 425 BHT
Rapport Aire | Rapport | Rapport Aire | Rapport | Rapport |Rapport
BPM Cgpm A425 Caazs Aire BHT CghT
Standard 3.48 5.03 3.90 5.03 2.21 5.01
151 2.01 1.62 2.01 0.98 2.00
0.77 1.01 0.81 1.01 0.44 1.00
0.35 0.50 0.43 0.50 0.22 0.50
Pente 0.68 0.77 0.44
Ordonnée origine 0.07 0.05 0.02
r’ 1.00 1.00 1.00
Rapport pente
STpDF/)pentpe Extrait 255 254 221
Tableau 3: Résultat série 3 (Mélange isopropanol/eau 50:50)
Série 3 : Mélange Isopropanol/eau 50:50
Bisphénol M Antioxydant 425 BHT
. . Rapport
Rapport Aire | Rapport | Rapport Aire | Rapport Aire Rapport
. BPM Capm A425 Chazs BHT Caur
Extraits 2.87 5.01 2.81 4.99 0.00 5.02
0.50 2.00 0.62 2.00 0.00 2.01
0.28 1.00 0.36 1.00 0.00 1.00
0.17 0.50 0.24 0.50 0.00 0.50
Pente 0.62 0.59 0.00
Ordonnée origine -0.37 -0.25 0.00
r’ 0.96 0.97 0.00
Bisphénol M Antioxydant 425 BHT
. . Rapport
Rapport Aire | Rapport | Rapport Aire | Rapport Aire Rapport
BPM Cspm A425 Chazs BHT Caur
SUEICETE 3.47 5.01 3.87 4.99 0.00 5.02
151 2.00 1.63 2.00 0.00 2.01
0.79 1.00 0.82 1.00 0.00 1.00
0.42 0.50 0.43 0.50 0.00 0.50
Pente 0.67 0.76 0.00
Ordonnée origine 0.12 0.07 0.00
r’ 1.00 1.00 0.00
RELIIE [PEIE 1.08 1.29 0.00

STD/pente Extrait
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Tableau4: R®sul tats s®rie 4 (Solution dbéinsuline
Série 4 : Solution d'insuline a 1 [Ul/mL]
Bisphénol M Antioxydant 425 BHT
Rapport Rapport | Rapport Aire | Rapport Ripi?é)rt Rapport
Aire BPM CBPM A425 CA425 BHT CBHT
Extraits 1.35 5.00 158 4.97 0.99 4.97
0.54 2.00 0.75 1.99 0.45 1.99
0.33 1.00 0.36 0.99 0.27 0.99
0.14 0.50 0.16 0.50 0.11 0.50
Pente 0.26 0.31 0.19
Ordonnée origine 0.03 0.05 0.05
r’ 1.00 0.99 1.00
Bisphénol M Antioxydant 425 BHT
Rapport Rapport | Rapport Aire | Rapport R"fifgrt Rapport
Aire BPM Cgpm A425 Caazs BHT Cgur
Standard 3.43 5.00 3.92 4.97 2.18 4.97
1.45 2.00 1.61 1.99 0.95 1.99
0.75 1.00 0.83 0.99 0.36 0.99
0.38 0.50 0.40 0.50 0.18 0.50
Pente 0.67 0.78 0.45
Ordonnée origine 0.07 0.03 -0.03
r’ 1.00 1.00 1.00
Rapport pente
STD/pente Extrait 2.57 251 231
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Annexe XIlII : R®sultats d®taill ®s du rendement
La courbe do@rra@parm@e ede slta m°me mani re quden
des standards do®t alonnadeonoe dx»dddeasbus aéidoltenueSPE) .
Tableaul: R®sul tats obtenus pour | a droite
BHT
_ Aire Rapport Concentration | Concentration Rapport
STD Aire BHT Irganox Aire BHT Irganox 415 concentration
415 [ug/mL] [ug/mL]
STD1 1492.78 568.66 2.63 5.03 1.00 5.0
STD2 649.43 541.63 1.20 2.01 1.00 2.0
STD3 322.83 610.60 0.53 1.01 1.00 1.0
STD4 133.07 582.15 0.23 0.50 1.00 0.5
Pente 0.53
Ordonnée a l'origine 0.02
Coefficient de détermination 0.99
Antioxydant 425
_Aire Aire Rapport Co_ncentration Concentration Rapport
STD Antioxydant | Irganox Aire Antioxydant 425 | Irganox 415 concentration
425 415 [ng/mL] [ug/mL]
STD1 2990.12 568.66 5.26 5.01 1.00 5.0
STD2 1120.28 541.63 2.07 2.00 1.00 2.0
STD3 566.18 610.60 0.93 1.00 1.00 1.0
STD4 316.88 582.15 0.54 0.50 1.00 0.5
Pente 1.06
Ordonnée a l'origine -0.06
Coefficient de détermination 1.00

A partir

de | a

dr oi dessug lés&bnaehtmtiomsagyBHT & eraAntioXydant 25

ont pu étre calculées pour chaque échantillon extrait. Les résultats obtenus pour les dix échantillons

contenant du BHT et de | d8Antioxydant 425 ° 5
deux tableaux ci-dessous :
Tableau2: R®sul tats du rendement dbéextraction pour
BHT
Aire BHT Alreéllrlgsanox Rapport Aire BHT Ce”[‘fl"é'yml_l?]’ alll
Extraction 1 990.30 424.30 2.33 4.40
Extraction 2 940.60 439.41 2.14 4.03
Extraction 3 977.60 457.41 2.14 4.02
Extraction 4 1035.29 423.74 2.44 4.61
Extraction 5 922.30 412.04 2.24 4.22
Extraction 6 1044.00 476.12 2.19 4.13
Extraction 7 1027.50 433.80 2.37 4.47
Extraction 8 924.70 368.70 2.51 4.73
Extraction 9 945.43 462.11 2.05 3.85
Extraction 10 1010.60 389.80 2.59 4.89
STD 983.15 444.08 2.63 4.95
Moyenne 4.34
Ecart-type 0.34
CV [%] 7.85%
Rendement 87.51%
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Tableau3: R®s ul t ats du

rendement

déextraction

pour

Antioxydant 425

. . . . Cs ;
Aire Antioxydant | Aire Irganox Rapport Aire iR
15" 415 Anti(?xpydant iy | IERTEENE A2
[Hg/mL]
Extraction 1 2544.20 424.30 6.00 5.71
Extraction 2 2773.40 439.41 6.31 6.01
Extraction 3 2434.20 457.41 5.32 5.07
Extraction 4 2805.40 423.74 6.62 6.30
Extraction 5 2794.00 412.04 6.78 6.45
Extraction 6 2515.10 476.12 5.28 5.04
Extraction 7 2720.20 433.80 6.27 5.97
Extraction 8 2200.10 368.70 5.97 5.68
Extraction 9 2824.60 462.11 6.11 5.82
Extraction 10 2433.00 389.80 6.24 5.94
STD 2654.55 444.08 5.98 5.69
Moyenne 5.80
Ecart-type 0.46
CV [%] 7.92%
Rendement 101.87%
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Annexe XIV :

Résultats détaillés de la prévalidation SPE

Les résultats détaillés de la prévalidation pour chaque série figurent dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1: Résultat série 1 (Tampon phosphate a pH 8)

Série 1 : Tampon phosphate a pH 8

Antioxydant 425 BHT
Rapport Aire Rapport Rapport Aire Rapport
A425 CAntioxydant 425 BHT CBHT
Extrait 5.10 5.00 2.56 5.04
1.93 2.00 0.77 2.02
0.96 1.00 0.34 1.01
0.45 0.50 0.21 0.50
Pente 1.04 0.53
Ordonnée origine -0.09 -0.17
Coefficient de détermination 1.00 0.99
Antioxydant 425 BHT
Rapport Aire Rapport Rapport Aire Rapport
A425 CAntioxydant 425 BHT CBHT
SIEMEETE 5.26 5.00 2.63 5.01
2.07 2.00 1.20 2.01
0.93 1.00 0.53 1.00
0.54 0.50 0.23 0.50
Pente 1.06 0.53
Ordonnée origine -0.06 0.02
Coefficient de détermination 1.00 0.99
Rapport pente STD/pente Extrait 1.02 1.00
Tableau 2 : Résultat série 2 (Tampon phosphate a pH 3)
Série 2 : Tampon phosphate a pH 3
Antioxydant 425 BHT
Rapport Aire Rapport Rapport Aire Rapport
A425 CAntioxydant 425 B HT CBHT
Extrait 5.07 4.99 2.45 5.01
2.26 2.00 0.93 2.00
1.00 1.00 0.40 1.00
0.50 0.50 0.17 0.50
Pente 1.01 0.51
Ordonnée origine 0.05 -0.09
Coefficient de détermination 1.00 1.00
Antioxydant 425 BHT
Rapport Aire Rapport Rapport Aire Rapport
A425 Cantioxydant 425 BHT Caut
Standard 5.26 5.00 2.63 5.01
2.07 2.00 1.20 2.01
0.93 1.00 0.53 1.00
0.54 0.50 0.23 0.50
Pente 1.06 0.53
Ordonnée origine -0.06 0.02
Coefficient de détermination 1.00 0.99
Rapport pente STD/pente Extrait 1.05 1.04
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Tableau3: R®sul tat s®rie 3 ([SBlmL]Juti on ddéinsuline
Série3:Sol ution doéinsuline ° 1 [UI/
Antioxydant 425 BHT
Rapport Aire Rapport Rapport Aire Rapport

A425 CAntioxydam 425 BHT CBHT

Extrait 6.87 4.98 2.98 4.97

3.38 1.99 1.17 1.99

1.44 1.00 0.52 0.99

0.85 0.50 0.33 0.50
Pente 1.35 0.60
Ordonnée origine 0.29 -0.02
Coefficient de détermination 0.99 1.00
Antioxydant 425 BHT

Rapport Aire Rapport Rapport Aire Rapport

A425 CAntioxydant 425 BHT CBHT

Standard 5.26 5.00 2.63 5.01

2.07 2.00 1.20 2.01

0.93 1.00 0.53 1.00

0.54 0.50 0.23 0.50
Pente 1.06 0.53
Ordonnée origine -0.06 0.02
Coefficient de détermination 1.00 0.99
Rapport pente STD/pente Extrait 0.78 0.88

Tableau4: R®sul tat s®rie 3 (Solution doi nespHB)i ne

Série3:Sol ut i onineda jUlnsLy |

Extrait

Antioxydant 425 BHT
Rapport Aire Rapport Rapport
PRaos CAnﬁOF:ﬁ,am 125 AiroBpT | Rapport Cour
Extrait 5.08 5.0 2.48 5.1
2.47 2.0 0.91 2.0
0.97 1.0 0.38 1.0
0.51 0.5 0.17 0.5
Pente 1.02 0.51
Ordonnée origine 0.10 -0.12
Coefficient de détermination 0.99 1.00
Antioxydant 425 BHT
Rapport Aire Rapport Rapport Aire Rapport
A425 CAntioxydant 425 BHT CBHT
Standard 5.26 5.00 2.63 5.01
2.07 2.00 1.20 2.01
0.93 1.00 0.53 1.00
0.54 0.50 0.23 0.50
Pente 1.06 0.53
Ordonnée origine -0.06 0.02
Coefficient de détermination 1.00 0.99
Rapport pente STD/pente 1.04 1.03
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Annexe XV : Résultats détaillés de la pureté des pics
Les résultats détaillés obtenus pour la pureté des pics figurent ci-dessous :

Purity results peak 1 at 46.572 min.

Signal DAD1 A, Sig=ZlQ14 Ref=360,200 (EXTRACTIBLES DEVELOPPEMENT 28042016%\2016-11-2420-

mAU -

600 !

4005

200 -
0 _ih. r—/"'""“ I I

200 o

-400

A A A
Caleulated

T

T

T — T
46.5 46.75

i B B T ma e e e ] E e
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm 48.25 min
~-» The purity factor is within the calculated threshold limit. <-
Purity factor : 991.115 (61 of 61 spectra are within the calculated

threshold limit.)
Threshold 839.766 (Calculated with 61 of 61 spectra)

Reference
Spectra H
Noise Threshol: 0.915

(Selection automatic, 5)
(12 spectra, St.Dev 0.35%67 + 3 * 0.1726)

**% End of Report ***

Figure 1:

Peak start and end spectra (integrated) (46.285 / 46.845)

Puret® de | 6l rganox

415
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Purity results peak 2 at 49,047 min.

Signal DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,200 (EXTRACTIBLES DEVELCPPEMENT 28042016%\2016-11-2420-

mAU]

600

-200 -

-400 |

10 20 30 40 50 B0 min

T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 350 380 nm 485 49 49.5

-> The purity factor is within the calculated threshold limit.

o

Purity factor : 995.183 (71 of 71 spectra are within the calculated

threshold limit,.)

Threshold : 912,912 (Calculated with 71 of 71 spectra)
Reference : Peak start and end spectra (integrated) (48.485 / 49.765)
Spectra : 5 (Selection automatic, 5)

Moise Threshol: 0.915 (12 spectra, St.Dev 0.3967 + 3 * 0.1726)

#%% End of Report ***

Figure 2 : Pureté du BHT

Signal DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,200 (EXTRACTIBLES DEVELOPPEMENT 28042016\2016-11-2420-

mALl -
600 -
400
200
0
-200
-400 -
T T T T
10 20 30 40 50 60 min
e
| |
Calculated
T T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 350 380 nm 55.5 56 56.5  min

-> The purity factor is within the caleculated threshold limit. <-

Purity factor : 993,713 (65 of 65 spectra are within the calculated

thresheld limit.)

Threshold : 918.509 (Calculated with 65 of 65 spectra)
Reference : Peak start .and end spectra {(integrated) (55.319 / 56.699)
Spectra + 5 (Selection automatic, 5)

Moise Threshel: 0.9%15 (12 spectra, S5t.Dev 0.3967 + 3 * 00,1726}

*++% End of Report #**#*

Figure 3 : Puret® de | 6Antioxydant

425
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Annexe XVI ; R®sultats d®taill ®s de | 6essai de d®gradati o
La courbe do®tal onnam®eme srma mpir @pear ®Ped elre dmnexe | X, p
des standards do®t al onnade on o ®nnagd deasbus a étépohtenueSPE) . L a
Tableaul: R®sul tats obtenus pour | a droite dé®tal onnage
BHT
. Aire Rapport |Concentration COMEETUELE Rapport
Aire BHT . Irganox 415 .
Irganox Aire BHT [ug/mL] concentration
[pg/mL]
STD1 1455.67 613.72 2.37 5.03 1.00 5.06
1536.82 647.12 2.37 5.03 1.00 5.06
STD? 700.80 735.07 0.95 2.01 1.00 2.02
603.62 611.92 0.99 2.01 1.00 2.02
STD3 382.55 801.98 0.48 1.01 1.00 1.01
382.55 801.98 0.48 1.01 1.00 1.01
Pente 0.47
Ordonnée a l'origine 0.01
Coefficient de détermination 1.00
Antioxydant 425
_ Aire Rapport Concentration | Concentration Rapport
Aire A425 | : A425 Irganox 415 .
rganox Aire concentration
[Hg/mL] [Hg/mL]
STD1 2523.58 613.72 4.11 4.97 1.00 4.99
2648.76 647.12 4.09 4.97 1.00 4.99
STD? 1153.26 735.07 1.57 1.99 1.00 2.00
982.32 611.92 1.61 1.99 1.00 2.00
STD3 638.78 801.98 0.80 0.99 1.00 1.00
638.78 801.98 0.80 0.99 1.00 1.00
Pente 0.83
Ordonnée al'origine -0.05
Coefficient de détermination 1.00
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A partir de | a
pu

figurent dans le tableau ci-dessous :

d e ci-dessug] lés&bnaehtmtioms &g Antiogydaat 425 et en BHT

ont °tre calcul ®es pour chaqgue ®chantillon. Les

Tableau2: Résultatsde | 6essai dpeurldBJr adati on
. Concentration
Rapport Concentration moyenne en
BHT Irganox 415 Aire BHT en /BHJ BHT
[Hg/mL] [ug/mL]
Effet de I'acide
Echantillon 1 1434.27 596.55 2.40 5.09
Echantillon 2 1433.74 605.83 2.37 5.01 505
Effet d'une base
Echantillon 1 101.27 614.21 0.16 0.32 033
Echantillon 2 103.33 612.63 0.17 0.33
Effet de la chaleur
Echantillon 1 1828.20 773.81 2.36 5.00 4.91
Echantillon 2 1651.42 724.20 2.28 4.83 '
Effet des UVs
Echantillon 1 1512.47 636.89 2.37 5.03 500
Echantillon 2 1494.43 635.34 2.35 4.98 )
Effet de IIHZOZ
Echantillon 1 1481.18 626.99 2.36 5.00 506
Echantillon 2 1645.67 680.75 2.42 5.12 )
Solution standard 1

Echantillon 1 1400.50 594.28 2.36 4.99 5.07
Echantillon 2 1407.50 579.38 2.43 5.14 )

Tableau 3: Résultatsde | 6 éegddégemdationpour | 8 Anti oxydant 425

. Concentration
. Rapport Aire Caeenielen moyenne en
Antioxydant 425 | Irganox 415 A425 en A425 AADS
[ng/mL]
[pg/mL]
Effet de I'acide
Echantillon 1 2458.6 596.55 4,12 5.00 5.00
Echantillon 2 2498.03 605.83 4,12 5.00 )
Effet d'une base
Echantillon 1 2538.47 614.21 413 5.01 501
Echantillon 2 2533.72 612.63 414 5.02 )
Effet de la chaleur
Echantillon 1 3270.15 773.81 4.23 5.12 493
Echantillon 2 2828.32 724.20 3.91 4,74 )
Effet des UVs
Echantillon 1 2589.05 636.89 4.07 4.93 4.94
Echantillon 2 2594.89 635.34 4.08 4.95 )
Effet de I'H,0,
Echantillon 1 2549.17 626.99 4.07 493 4.94
Echantillon 2 2779.97 680.75 4.08 4.95 )
Solution standard 1

Echantillon 1 24145 594.28 4.06 4.93 4.97
Echantillon 2 2392.4 579.38 4,13 5.01 )
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Annexe XVII : Rapporteenoval obtenu pour | a validaBHTon de

g
i

Nom: Lina Berger 1
Société: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

- (CHUV)
- Département: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation
Numéro de référence: 1CFAU

DOSAGE DU BHT

Nom: Lina Berger

Société: Centre Hospitalier Universitaire Vandois (CHUW)
Département: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation

Numeéro de reférence: 1CFAU

Méthode: HPLC-UV

Protocole: Validation dosage BHT

Produit: BHT

Composé: BHT

Mairice: Meéthanol
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Nom: Lina Berger 41733
Société: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

(CHUV)

Deépartement: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation

Numéro de référence: 1ICFATU

4

Dosage du BHT

1. Introduction

Le but de 1a validation est d'établir que la méthode analytique correspond a 1'usage pour
lequel elle est prévue et de prouver par conséquent la fiabilité des résultats obtemms
dans des limites bien définies. Plusieurs critéres de validation doivent étre exanunés afin
d'assurer la fiabilité de 1a méthode développée.

Les critéres de validation présentés dans ce rapport sont :

« Fonction de réponse (courbe de d'étalonnage)

» Justesse

«  Fidelité (repetabilité et précision infermeédiaire)
«  Exactitude

. Linéanté

«  Limites de détection (LD) et de quantification (LQ)
« Intervalle de dosage

La regle d'arrondi appliquée est : les valeurs plus grandes ou égales a 10000 seront
rapportées en notation scienfifique avec 4 décimales, les valeurs supérieures ou egales
a 1000 seront rapportées comme des valeurs entiéres, les valeurs inférieures a 1000 et
supérieures ou égales 4 1 seront rapportées avec 4 chiffres, 4 décimales significatives
seront utilisées pour rapporter les valeurs inférienres a 1, les valeuss strictement inférieures
a 10° seront rapportées comme (. Cette régle s'applique aux valeurs absolues. le signe -
n'est pas pris en considération.

Cependant, cetfe regle n'est pas appliquée aux données miroduites par I'utilisateur.

Identifinnt d’exploitation: e-noval V3.0d FROD 17 dec. 2016 19:02 (CET)
ENOWV-V3.0d PROD-2016352440119 Rapportvl.4 FR. © Arlenda 2001-2016.
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Nom: Lina Berger 5033
Société: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

A
' Deépartement: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation
Numéro de référence: 1CFAU

2. Plan d'expériences

Dans le but de valider une méthode analyvtique, deux types d'échantillons ont été prépares
de facon indépendante: les standards d'étalonnage et les standards de validation.

Les standards d'éfalonnage sont des échantillons, de concenfrations connues, prépares
dans ou hors de la matrice ef qui permettent d'établir la courbe d'éfalonnage.

La matrice est : Meéthanol

Le tableau I reprend le nombre de standards d'étalonnage par niveau de concentration, les
miveawx de concentration envisages ef les différentes séries réalisées.

Tableaun I - Standards d'étalonnase

Serie Niveanx de con- Nb. de répetitions
centration {ug'mL)
10
a0
30
10
a0
30
10
a0
30

[ T Y e o A e el

ba | b ba| k| ba | ba| ba| ba| ks

Le nombre total d'observations est 18.

Les standards de validation sont les échantillons reconstitués dans la matrice contenant
une concentration connue et dont 1a valeur est considérée comme vraie par consensus.

Le tableau IT reprend le nombre de standards de validation par niveau de concentration,
les miveaux de concentration considérés et les différentes séries réalisées.

Tableau IT - Siandards de Validation

Serie Nivean de concentration Nb. de répetitions
indépendantes

1 10 3

1 a0 3

1 30 3

2 10 3

2 a0 3

2 30 3
Identifiant d'exploitation: e-noval V3.0d FROD 17 dec. 2016 19-02 (CET)
ENOV-V3.0d PROD-2016352440119 Rapport vl 4 FR. © Arlenda 2001-2016.

164



&

Nom: Lina Berger 61735
Société: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

(CHUV)

Département: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation

Numéro de référence: 1CFATT

Serie Niveau de concentration Nb. de repétitions
indépendantes
3 10 3
3 20 3
3 30 3

Le nombre total d'observations est 27.
Tous les standards d'étalonnage et de validation sont repris dans l'annexe 1.

Identifiant d'exploitation: enoval V3.0d FROD 17 déc. 2016 19:02 (CET)
ENOV-W3.0d PROD-2016352440119 Rapport vl 4 FR © Arlenda 2001-2016.
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Nom: Lina Berger

Sacieté: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois
(CHUV)

Département: Service de Pharmacie (DL)
Phase: Validation

Numeéro de référence: 1CFAU

4

3. Fonction de réponse

La foncfion de réponse d'une methode analytique est, a l'intérieur de I'intervalle de dosage,
la relation existante entre la réponse (signal) et Ia concentration de la substance 4 examiner
dans I'échantillon. La fonction de réponse monotone la plus simple qui exprime cette
relation est appelée "courbe d'étalonnage”.

Le tableau IIT reprend les modéles de régression sélectionnés. Ces modéles onf &€ trids
en fonction de levr "indice d'exactitude" (cfr. annexe 2).

Tableau IIT - Modéles d'étalonnage triés par Indice d Exactifude’

Modéle Indice Limite Indice Indice de Indice de
d'Exactitude inférieure at d'Intervalle Fidelite Justessza
superisure de Dozage
de guantifica-
tion (ug'mlL)
Fizpression lineatrs 0.7508 [ 1001, 5.005] 1.000 (4472 09835

L'explication des indices d'Exactitude, d'Intervalle de Dosage, de Justesse et de Fidéliteé
est reprise en annexe 5.

Le modéle d'étalonnage sélectionné est: Régression linéaire

Les courbes d'étalonnage obtenues pour ce modéle de régression (cf. tablean IV et figure
1) sont représentées par les équations suivantes:

Y=a+bX

ol Y = réponse analvtique (en mAu) et X = concentration introduite (en ug/ml)

Tableau IV - Paraméires de régression

Série Ordonnés Pente r d.d.l. résiduel: 5CR
a l'origine
1 -0.01304 0.4845 09094 4 0.002271
2 001154 04824 090495 4 0.001839
3 002681 04620 0287 4 0001094

1 = coefficient de détermination; d.d.l = degrés de liberté; SCR = somme des camres des
résidus

Identifiant d’exploitation:
ENMOWV-V3.0d PROD-2016352440119

e-noval V3.0d FROD
Rapport vl 4 FR

17 déc. 2016 19:02 (CET)
© Arlenda 2001-2016.
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Nom: Lina Berger g
Société: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

(CHUV)

Département: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation

Numeéro de reférence: 1ICFAU

Fioure 1 - Courbes d'éialonnage

Série 1

Rpanas | miu)
1

15 2 Y] 3 18 M as 8
Concentration (ug' mLl

Série 2

Pl panas | mid)
®

12 2 2] a as L] s
Conceniration (ug' mL)

-

e-noval Vi.0d PROD
Eapportvl 4 FR.

Identifiant d'exploitation:
ENOV-V3.0d PROD-2016352440119

17 déc. 2016 12:02 (CET)
© Arlenda 2001-2016.
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Nom: Lina Berger 81733
Sociéré: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

(CHUV)

Département: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation

Numére de référence: 1CFAU

0

Série 3
238
z
178
E 15
E
g1
.
[
o7s
ns
o3s
" 0 2 25 3 ) ] 4n [
Concendration jug' mL]
Identifiant d’exploitation: enoval Vi.0d FROD 17 déc. 2016 19-02 (CET)
ENOWV-V3.0d PROD-2016352440110 Rapport v1.4 FR © Arlends 2001-2016.
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Nom: Lina Berger 10/35
Société: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

‘/’ (CHUV)
' Département: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation
Numéro de référence: 1CFAT

4. Justesse

La justesse exprime I'étroitesse de 'accord enfre la valeur moyenne obtenue 3 partir d'une
large série de résultats d'essais et une valeur de référence acceptée comme telle. La justesse
donne une indication sur les erreurs systématigues.

Comme indiqué dans le tableau V, la justesse est exprimée en terme de biais absolu
(ug/mL), de biais relatif (%) ou de faux de recouvrement (%) pour chagque miveau de
concenfration des standards de validation.

Sipour un niveau de concentration, jiestla moyenne des concentrations introduites et que
7 est l'estimation de la concentration moyenne obtenue par les concentrations calculées
alors nous avons:

Biais absolu =% — i

T—p

H.

Biaas relataf (%) — 100 =

Tanx de recouvrement [95) = 100 x

=1

Tableau V - Justesse

Nivean de Aloyvenne Movenne Biais ahb- Biais re- Taux de Intervalle
concentra- | des concen- | des concen- |soln (ug'mL)| latif (%) recouvre- | de confiance
tion (ug/mL) | trations in- trations ment {%3) a 950 des
troduites caleulées Recouvre-
{ug'mL) (ug'mL) ments (%)
Lo 5005 5.000 -04RTS 009720 0.0 [9829 101.5]
20 2002 2069 0.06656 3325 1033 [1012.1054]
in L.001 0.9080 0003042 -0.3030 2070 [97.14,1023]
Identifiant d’exploitation: e-anoval V3.0d FROD 17 dec. 2016 19:02 (CET)
ENOV-V3.0d FROD-2016352440119 Eapportvl 4 FR. & Arlenda 2001-2014.
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Nom: Lina Berger

L4

Numéro de référence: 1CFAU

11/35

Société: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois
(CHUWV)
Département: Service de Pharmacie (DL)
Phase: Validation

S. Fidélite

La fidélité exprime 1'étroitesse de l'accord entre une série de mesures provenant de
multiples prises dun méme échantillon homogeéne dans des conditions prescrites. Elle
donne des informations sur l'erreur aléatoire et est évaluée a deux niveaux: la répétabilité
et la fideélité intermédiaire.
Comme présenté dans le tableau VI et le tableau VIL la fidélité (répétabilité et fidélité
intermédiaire) peut éire exprimeée en écart type (SDV) et en terme de coefficient de variation

(CV).

Les estimations des composantes de 1a variance sont obtenues par 'approche itérative du
maximum de vraisemblance restreint (REML).

Tablean VI - Répétabilité ef Fidelite intermédiaire relatives

Niveau de concen- AMoyenne dez con- Repeétabilite (CV%) * | Fidélité Intermeédiaire
tration (ug/mL) cenfrations mtro- {(CV%)*
duites (ng/mL)
1.0 5.005 1.006 1348
0 1002 1483 1843
io 1.001 1M 3357

! Les CW en % de Reépetabalite et de Fidshté Intermeédiaire ont été obtenus en divisant 'scart-type (SD)
obtenu par la moyenne des concentrations introduites comrespondante.

Niveau de Moyenne des | Eeépetabilite Inter-Series | Ratio des com- Fidelite
concentra- concentra- (5D - ug'ml) | (5D -ugmLl) | posants de la | Intermediaire
tion (ug/mL) tions intro- variance (In- | (5D - ug/mL)
duites (ng/mL) ter [ Intra)
10 5.005 0.05033 0.1062 4450 0.1175
20 2002 002072 0.02772 03110 005693
EX 1001 0.03251 00083503 006839 003341
Tabl VIII - Limi . i g 5 05%

Niveau de concen-
tration {ug/'mL)

Moyenne de: con-
centrations intro-
duites (ng/mL)

Limite supeérieure
de confiance a 95%
de la répétahilite

Limite supérieure de
confiance & 95% de la
fidelité intermeédiaire

(5D - ug/mL} (5D - ug/'mL)
1.0 5.005 009544 04880
Identifiant d’exploitation: e-noval V3.0d FROD 17 déc. 2016 19:02 {CET)

ENOWV-V3.0d PROD-2016352440119

Rapport v1.4 FR.

© Arlenda 2001-2016.
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Nom: Lina Berger

A
L4

Sociéte: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

(CHUV)
Département: Service de Pharmacie (DL)
Phase: Validation

Numeéro de reference: 1CFAU

12/35

Niveau de concen-

Moyvenne des con-

Limite supérieure

Limite supérieure de

tration (ug/mL) centrations intro- de confiance a 95% confiance a 95% de la
duites (ug/mL) de la répétabilité fidelité intermédiaire
(SD - ug/mL) (5D - ug/mL)
20 2.002 0.09323 0.1817
30 1.001 0.06228 0.095935

De plus, le taux de recouvrement de chaque série ainsi que toute les séries est rapporté

dans le tableau IX.

Tableau IX - Taux de recouvrement par série

Niveau de concen- Série Moyvenne des con- | Concentration Taux de recou-
tration (ug/mL) centrations intro- | calculée (ug/mL) vrement (%)
duites (ug/mL)
1.0 1 5.010 4936 99.02
1.0 2 5.000 4919 9828
1.0 3 5.005 5125 102.4
1.0 Moyenne des seres 5.005 5.000 99.90
20 1 2.004 2071 103.5
20 2 2.000 2027 101.3
20 3 2.002 2107 105.2
20 Moyenne des seres 2002 2.069 103.3
30 1 1.002 1.022 102.1
30 2 1.000 09843 9833
30 3 1.001 0.0879 98.69
30 Moyenne des semes 1.001 0.9980 99.70
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Nom: Lina Berger
Société: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

(CHUV)

Département: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation
Numero de reference: 1CFAU

13735

6. Incertitude de mesure

L'incertitude est un parametre associé au résultat de la mesure, qui caractérise la dispersion
des valeurs qui pourrait raisonnablement étre attribuée au mesurande.

Tableau X - Tncertitude

Niveau de Movenne des | Incertitude du | Incertitude Incerti- Incertitude
concentra- concentra- biais (ug/mL) (ug/mL) tude éten- étendue rel-
tion (ug/mL}) tions intro- due (ug/mL) ative (%)
duites (ug/mL)
1.0 5.005 0.06337 0.1336 02673 5340
20 2.002 0.02304 0.06141 0.1228 6.135
30 1.001 0.01190 0.03365 0.07130 7123
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Nom: Lina Berger 14735
Société: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

A
' Département: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation
Numéro de référence: 1CFAU

7. Exactitude

L'exactifude exprime l'étroitesse de l'accord enfre le résultat d'essai et la valeur de
référence acceptée comme telle, appelée également "valeur conventionnellement vraie".
L'exactitude prend en compte l'erreur totale, c'est a dire I'erreur systématique et l'emreur
aléatorre liées au résultat. Par conséquent. l'exactitude est l'expression de la somme de la
justesse et de la fidélité. Elle est estimée a partir du profil d'exactitude présenté en fipure 2.

Les limites d'acceptation ont €t€ fixdes a = 15 %, et ceci en accord avec l'objectif de la
procédure analytique.

Le profil d'exactitude est obtenu en reliant entre elles d'une part les bomes mieneures
et d'autre part les bomes supérieures de l'intervalle de tolérance, bornes calculées pour
chagque niveau de concentration.

La formule utilisée pour le calcul de cet intervalle de tolérance est:
biais(%) + kCVi(%)
L'explication de k et CV; peut éfre trouvée dans l'annexe 5.

La méthode est considérée comme valide pour lintervalle de dosage ou le profil
d'exactitude est compris dans les limites d'acceptation fixées a priorni. Cette approche
garanfit que senles 5.0% des futures mesures d'échantillons inconnus seront en dehors de
ces limites.

Fioure 2 - Profil dexactifude obtenu en considérant e modéle: Régression linéaire

Profil d'exactitude

(L]

Ts

z5 e

L

Braur relaive (5%

L - S ———

-uzs

H 1= 3 s 3 s H 4=
Concentration jugi miL)
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La ligne rouge continue représente le biais, les lignes disconfinues blenes définissent les

limites de l'intervalle de tolérance attendues au niveau p et les lignes pointillées noires sont
les limites d'acceptation. Les points sont quant a eux l'erreur relative des concentrafions
calculées et sont représentées en fonction de leurs concentrations cibles.

Les limites inférieures et supérieures de l'intervalle de tolérance exprimées en emeur
relative sont également présentées dans le tablean XI pour chaque nivean de concentration
infroduit. Le risque d'avoir des mesures en dehors des limites d'acceptation i chaque
nrvean est calenlé nniquement s'1l ¥ a au moins dewx répetitions par serie.

I

ioure 3 -

s

278

1.7

Aague da maurs hora limites dasapraion %

15 SR
= T

i i
o ===
ns =T
oas =

o

1 12 2 1= a 18 4 48 L

Concentration Introdulte jugs mL)

Laligne pointillée noire représente le nivean de risque maxinmm choisi, a savoir © 5.0%.

Tablean XT - Fxactitude de [a méthode obtenue
en considérant le modéle Reégression linéaire

 Les concentrations infroduites et réponses assoclées peuvent avolr fait 'objet de transformations pour

Niveau de concen- | Moyenne des con- Limites de Limite: de Rizque® (%)
tration (ug'mL) | cemtrations intre- | toléramce "Be- tolérance "Be-
duites* (ng'mLl) ta-expectation"” (ug/| ta-expectation”
mL} relatives (%)
10 3003 [4533, 5467] (9435, 8130] 1631
10 100 [19192218] [-4151 10.80] 04776
in 1.001 [0.814F, 1.081] [-B.540 , B.032) 03562

alipmer les données sur une valeur moyenne de la concentration et ce par nrvean (of annexe 1).

* Le nzsque d'aveirr des mesures en dehors des hmites d'acceptahion
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8. Linearite des resultats

La lindanté d'ume méthode analyhigue est sa capacité 3 I'mténeur dun certain intervalle
de dosage d'obtenir des résultats directement proportionnels 3 la concentration en analyte
dans I'échantillon.

Un modeéle de régression linéaire (ef. Figure 4) a été ajuste sur les concentrations calculées
en fonction des concentrations introduites dans le but d'obtendr I'équation suivante:
Y=003514+09942 X

ol Y = concentrations calculées (ug/ml) et X = concentrations intreduites (ug/ml).

Le coefficient de détermination (1°) est égal a 0.9981 .

La somme des carrés des résidus (SCE) est égale a 0.1424

Les concentrations calculées figurent en annexe 3.

Figure 4 - Relofion enire les concentfrations infroduites et calculges

Relation linéraire

[T
H
478

8
E'-tll
=
= u18

15 T 18 3 18 H is ]
Concemration introdufts jug/mL)

Dans le but de démeontrer la linéanté de la méthode, I'approche basée sur 'mtervalle de

tolérance attendn au ndveau P exprimé en valeur absolue peut-tre utilisé et est illustré
dans la figure 3.

Identifiant d'exploitation: e-noval V3.0d FROD 17 déc. 2016 1%:02 {CET)
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|

Figure & - Graphe de linearité

Profil de lingarité

Caneant raton ealodies (i mL

15 ] 1] 3 a8 H an ]
Concentration intodufts jug!mL)

La ligne contimae est la droite d'identité (Y=X). Les limites représentées par les liznes
discontimues bleues sur le graphique comespondent au profil dexactitude c'est a dire
les limites de tolérance "[-expectation” exprimées en valeur absclue. Ces limites sont
calculées de la facon swvante:

Ttk |.{!II]'."_|'
L'explication de 7, k et 5, peut étre trouvée en annexe 3.
Les lignes pointillées noires représentent les limites d'acceptation exprimées dans 1'unite
de la concentration.
La méthode est considérée comme valide 13 ol I'intervalle de tolérance représenté par les
lignes discontimees bleues est & l'inténieur des limites d'acceptation définies par les lignes
pointillées noires.
La linéanté du modéle est démontrée quand les limites de l'intervalle de tfolérance
exprimées en absoln sont incluses dans les limites d'acceptation.

Identifiant d'explodtation: e-noval V3.0d FROD 17 dec. 2016 19:02 {CET)
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9, Limite de detection (LD). limites de quantification

(LQ) et intervalle de dosage

La limite de détection dune procédure d'analyse est la plus petite quantité de V'analyte

dans un échantillon pouvant éfre détectée, mais non quantifiée comme une valeur exacte

dans les condifions expénmentales décrites de la procédure.

Il existe dewx fagons de caleulerla 1D -

« LD=L0QMA3

«  Enutilisant Miller & Miller (non applicable s un seul niveau et pas de répétition) -
- Détermination par sénie de Y, = Ordomnée & l'ongine (0 si négative) + 3 *
Déviation standard résiduelle obtenue par ANOVA_ A T'aide du modéle de régression
choisi, la concentration caleulée, X p, sera déterminée pour chagque série.
-Lamoyenne des X sur toutes les sénies définira la LD de la procédure analytique.

L'application choisit la plus petite valeur.

LD (ug/mL)=0.1394

La limite inférmeure de quantification est la plus petite quantité de l'analyte dans un

échantillon pouvant étre dosée dans les conditions expénmentales décntes, avec une

exactimde définie. La définition peut également &tre appliquée pour la limite supérieurs

de quantification, qui est la plus grande quantité de I'analyte dans 'échantillon pouvant

étre dosée dans les conditions expénmentales déerites, avec une exactitnde définie.

Les limites de quantification sont obtenues en calculant la plus petite et la plus grande

concentration pour lesquelles les limites d'exactitude, c'est & dire les limites de 'intervalle

de tolérance attendu au nivean [§ sortent des limites d'acceptation.

L'intervalle de dosage est l'intervalle compris entre les limites infétienre et supérieurs de

quantification o la procédure analytique attemnt 'exactinde souhaitée.

Limite inférieure de guantification (LQ.,) (ug/mL) = 1.001

Limite supérieure de quantification (LQ.,,) (ug/mL) = 5.005
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DOSAGE DE L'ANTIOXYDANT 425

Nom: Lina Berger

Société: Centre Hospitalier Universitaire Vaudeis (CHUWV)
Département: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation

Numeéro de référence: 1CFAU

Meéthode: HPLC-UV

Protocole: Validation desage Anfioxydant 425

Produit: Anticxydant 425

Composé: Anfioxydant 425

Matrice: Meathanol
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Dosage de I'Antioxydant 425

1. Introduction

Le but de la validation est d'établir que la méthode analytique comespond 4 I'usage pour
lequel elle est prévue et de prouver par conséquent la fiabilité des résultats obtenus
dans des limites bien définies. Plusienrs critéres de validation deivent éire examinés afin
d'assurer la fiabulité de la méthode développée.

Les enitéres de validation présentés dans ce rapport sont |

« Fonction de réponse (courbe de d'étalonnage)

«  Justesse

«  Fidélité (répétabilité et précision ntermédiaire)

«  Exactiide

«  Linéamté

«  Limites de détection (LD} et de quantification (LO)

« Intervalle de dosage

La régle d'arrondi appliquée est : les valeurs plus grandes ou égales 4 10000 seront
rappoertées en notation scientifique avec 4 décimales, les valeurs supéneures ou égales
a 1000 seront rapportées comme des valeurs entiéres, les valeurs inféneures a 1000 et
supénieures ou égales 4 1 seront rapportées avec 4 chiffres, 4 décimales sigmificatives
seront utilisées pour rapporter les valeurs inférieuras a 1, les valeurs strictement inférieures
4 10™ seront rapportées comme (. Cette régle s'applique aux valeurs absolues, le signe -
n'est pas pris en considération.

Cependant, cette régle n'est pas appliquée aux données introduites par I'ntilisatenr.

Identifiant d'exploitation: e-poval V3.0d PROD i déc. 2016 15:45 (CET)
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2. Plan d'expériences

Dans le but de valider une méthode analytique, deux types d'échantillons ont été préparés
de fagon indépendante: les standards d'étalonnage et les standards de validation.

Les standards d'étalonnage sont des échantillons, de concentrations connues, préparés
dans ou hors de la matrice et qu permettent d'établir la courbe d'étalonnage.

La matrice est : Méthanol

Le tablean I reprend le nombre de standards d'étalonnage par niveau de concentration, les

miveaux de concentration envisages et les différentes sénes réalisées.

Tableaun I - Standards d'étalonnage

Serie Niveanz de com- Nb. de repetitions
cenfration (mz/mL)

10

0

10

10

0

10

10

0

10

[ T T o e
[ T R O N S R S

Le nombre total d'observations est 18.

Les standards de validation sont les échantillons reconstitués dans la matrice contenant
une concentration connue et dont 1a valeur est considérée comme vTale par consensus.

Le tableau II reprend le nombre de standards de validation par niveau de concentration,
les mveaux de concentration considerés et les diffeérentes senes realisées.
Tablean IT - Standards de Ualidation

Serie Nivean de concentration Nb. de repetitions
indépendantes

10
i
3o
10
b3
3o

B3| kS| k3| e | e | e
| | k| e | e | e

Identifiant d'exploitation: e-noval V3.0d FROD fidec. 2016 15:45 (CET)
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Serie Nivean de concentration Nb. de repétitions
indépendantes
3 10 3
3 pd] 3
3 in 3

Le nombre total d'observations est 27.
Tous les standards d'étalonnage et de validation sont repris dans l'annexe 1.

Idenfifiant d'explodtation: e-noval V3.0d FROD i déc. 2016 15:45 (CET)
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4

3. Fonction de réponse

La fonction de réponse d'une méthode analytique est,  l'inténeur de l'intervalle de dosage,
la relation existante entre la réponse (signal) et la concentration de la substance & examiner
dans I'échantillon. La fonction de réponse monotone la plus simple qu exprime cette
relation est appelée "courbe d'étalonnage”.

Le tableau ITT reprend les modéles de régression sélectionnés. Ces modéles ont ét2 triss
en fonction de leur "mdice d'exactitude” (cfr. annexe ).

Tableau ITT - Modélss d'étalonnaee triés par Tndice d Exactituds’

Modele Indice Limite Indice Indice de Indice de
d'Exactitude | inférieure et | d'Infervalle Fidelite Justesse
supérienre de Diosage
de quantifica-
tion (ug/mL)
Ragresaion lm- 0.ET79 [ 1000, 5.002] 1000 BEESD Q8ETS
saire passant
par () amites am
ment s nivean 3

L'explication des indices dExactitude, dIntervalle de Dosage, de Justesse et de Fidélité
est Teprise en annexe 3.

Le modéle d'étalonnage sélectionné est: Régression linéaire passant par 0 ajustée en
utilisant uniguement le nivean 3

Les courbes d'étalonnage obtenues pour ce modéle de régression (cf. tablean IV et figure
1) sont représentées par les équations swvantes:

T=bX

ou Y = réponse analytique (en mAu) et X = concentration introdmte (en ug/ml)

Tableaun IV - Paramétras de régrassion

Serie FPente r d.dl residuels SCR
1 0.8142 pos) 1 Q000020
b4 0.8087 MDD 1 Q00000001
3 0.7987 MDD 1 Q00001143

r = coefficient de détermination; d d.1. = degrés de liberté; SCE. = somme des carrés des
résidus

e-moval V3.0d PROD
Fappart w1 4 FE.

6 déc. 2016 15:45 (CET)
© Arlenda 2001-2015.
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Fizure 1 - Courbes détalonnage

Séria 1

o
[ 5
038

18 i T8 3 18 4 48
Concsntratios [ugimL]

Série 2

?IZ‘!

os
o

15 " T T
Cancsntratios [ugimi]
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Série 3
am
I
EE
.
T
Eaxm
g:l‘. 3
.78
E 18
138
B r;
os
(B
f (1] 1 ik : is 5 18 4 45 ]
CanosrErmtios [uglrL]
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4, Justesse

La justesse expnime I'étroitesse de ['accord entre la valeur moyenne obtenue a partir dune
large série de résultats d'essais et une valeur de référence acceptée comme telle. La justesse
donne une indication sur les erreurs systématiques.

Comme mdiqué dans le tablean V. la justesse est exprimée en terme de bias absolu
(ug/ml), de biais relatif (%5) ou de taux de recownvrement (%) pour chague niveau de
concentration des standards de validation.

51 pour un niveau de concentration, [iestlamoyenne des concentrations introduites et que
7 est l'estimation de la concentration moyenne obtenne par les concentrations caleulées
alors nous avens:

Biais absoln= 7 — [i
T —

M

Biais relatif (%) = 100 x

- . T
Taux de reconviement (%) = 100 = =
i

Tablean V - Jusiesse
Nivean de Movenne Movenne Biais ab- Biais re- Tanx de Imtervalle
concentra- | des concen- | des concen- |soln (mg'ml)| latif (%4) recomTe | de confiance
tionm (ug/mL) | tratioms im- frations ment (%) a 95%) des
troduites calculées Reconvre-
{mg/mL) (ug/mL) ments (%)
10 5.002 5.063 0.06126 1225 [T [100.7, 101.E]
0 2001 1967 003380 -1.688 2E31 [97.20,99.47]
E1:] 1000 05803 002002 -2.001 o800 [95.57, 100.4]
Identifiant d'explodtation: e-noval V3.0d FROD 6 dec. 2016 15:45 (CET)
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5. Fidelite

La fidélité exprime I'étroitesse de I'accord enfre une séne de mesures provenant de
mmltiples prises d'un méme échantillon homogéne dans des conditions presentes. Elle
donne des informations sur l'emmeur aléatoire et est évaluée & denx miveausx: la répétabulité
et la fidélité intermédiaire.

Comme présenté dans le tableau VI et le tablean VII, la fidélité (répétabilite et fidéhte
intermédiaire) peut &fre exprimés en &cart type (SI) et en terme de coefficient de vanation
(CV).

Les estimations des composantes de la variance sont obtenues par l'approche itérative du
maximum de vrasemblance restremnt (REML).

Tableau VI - Repérabilité er Fidélité intermédiaire relatives

Nivean de concen- Movenne des con- Eepetabilite (CV0) ! | Fidelite Intermedinire
fration (ug'mL) cenfrations intro- (CV%) 2
duites (ug/mL)
1o 5.002 D.5215 0.8019
10 2001 DETT3 1.588
in L0000 3153 3.153

tLas €V en % de Bapetshilite e de Fidelite Intermedizite ont e2é obteaus en divisant I'écari-type (5D
obtenn par la moyenne des concentrations inroduites comespondante.

Nivean de Movenne des | Répetabilité | Inter-Séries | Ratio des com- Fidelite
ConCentra- ComCenira- (SD-ng/ml) | (SD-uzml) | posants dela | Imtermedisire
tiom (me/'ml) tions intro- variance (In- | (5D - ng/ml)
duites (mg/mL}) ter / Imtra)
10 0.02608 003047 L35 Q04011
20 001753 02645 1rm Q03178
30 003154 [+ QaLH
Tabl VIII - Limi . ] i 5 052
Nivean de concen- Movenne des con- Limite superienrs Limite supérisure de
tration (ug/mL) centrations imtro- de confiance 4 9500 | confiamce 4 95% de la
duites (uz/mL) de I répétabilite | fidélité intermédiaire
(5D - ug/mL) (5D - ng/mL)
18 5.002 0.02596 0.1517
Identifiant d'explodtation: e-noval V3.0d PROD 6 déc. 2016 15:45 {CET)
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Nivean de concen- Movenne des con- Limite superienrs Limite superienre de
tration (wg'ml) centrations intro- de confiance 4 950 | confiance 4 95% dela
duites (ug/mL} dela répétabilite | Gdélité intermédiaire
(5D - ng'mL) (5D - ng/mL)
20 2001 0.03362 0.1261
ja 1000 0053097 0.05397

De plus, le taux de recowvrement de chaque sénie ainsi que toute les sénes est rapporté

dans le tablean I
Nivean de concen- Serie Moyvenne des con- |  Concentration Taunx de recon-
tration (uz/mL) centrations intro- | calcolée (ug'ml) vrement {%4)
duites (mg/mL)

10 1 4590 5.051 1010

10 2 5005 5036 17

10 3 300 3101 1020

140 Movenne des weries J00z 3.063 100z

b 1 1996 1936 2676

et} 2 2002 1973 o583

140 3 2004 1891 o

14 Movenne des weries 2001 1867 98131

30 1 05980 08008 9005

10 2 1001 08736 9733

10 3 L 08766 97.62

30 Movenne das weries 1000 09803 oA}
Identifiant d'explodtation: e-moval V3.0d PROD 6 dac. 2016 15:45 (CET)
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6. Incertitude de mesure

L'mcertitnde est un paramétre associé au résultat de la mesure, qui caracténise la dispersion
des valeurs qui powrrait raisonnablement &tre attribuée au mesurande.

Iablean X - Incertitude
Nivean de Movenne des | Incertitnde du | Incertitnde Incerti- Incertitnde
concentra- concentra- | biais (ng/mL) (ng/mL) tude éten- étendue rel-
tion (ng/ml) | tions intro- due (ng/ml) |  ative (%)
duites (mg/mL)
10 002 0.01842 0463 08530 LT85
20 2001 001637 003573 COTI4e 153
k1] 1.000 0.01051 0.03323 005550 SHE
Identifiant d' i : e-noval V3.0d PROD 6 déc. 2016 15:45 {CET)
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7. Exactitude

L'exactitude exprime l'étroitesse de l'accord entre le résultat dessai et la valewr de
référence acceptée comme telle, appelée également "valeur conventionnellement vraze™.
L'exactitude prend en compte l'emreur totale, c'est 4 dire l'erreur systématique et I'erreur
aléatoire lides an résultat. Par conséquent, l'exactitude est I'expression de la somme de la
Justesse et de la fidélité. Elle est estimée a partir du profil d'exactitude présenté en figure 2.

Les limites d'acceptation ont été fixées & £ 13 % ef ceci en accord avec 'objectif de la
procédure analytique.

Le profil dexactitude est obtenu en reliant entre elles dune part les bomes inférieures
et d'autre part les bormes supérieures de I'intervalle de tolérance, bomes calculées pour
chague nivean de concentration.

La formule utilisée pour le calcul de cet intervalle de tolérance est:
beais(T ) + RO Ve (%)
L'explication de k et CVy, peut étre rouvée dans l'annexe 5.

La méthode est considérée comme wvalide pour l'intervalle de dosage on le profil
d'exactitude est compris dans les limites d'acceptation fixées a priori. Cette approche
garantit que seules 5.0% des fuhwres mesures d'échantillons incommis seront en dehors de
ces limites.

Fizure 2 - Profil devactituds obtenu en considérant l¢ modéle: Régression
linéairs passant par 0 Ajustée en wiilisant uniguement le niveau Iz plus haut

Profil d'exactitude

-
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g sal+ i
% ol " ____,———____!
W] ——t — ____,..-F"
E " =
[ R =T
% it
BT ==
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-11.8
8
1 15 ¥ 28 H 18 H s [
Concermtraton (ugdmL)
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La ligne rouge continue représente le biais, les lignes discontinues blenes définissent les

limites de I'intervalle de tolérance attendues au niveau ff etles lignes pointillées noires sont
les limites d'acceptation. Les points sont quant 3 eux l'erreur relative des concentrations
calculées et sont représentées en fonction de leurs concentrations cibles.

Les limites infénieures et supérisures de l'intervalle de tolérance exprimées en emeur
relative sont ézalement présentées dans le tablean XTI pour chaque niveau de concentration
introduit. Le nisque d'avoir des mesures en dehors des limites d'acceptation 4 chagque
mivean est calculé unmigquement sl y a au moins deux répétitions par série.

Figure 3 - Profil de risque obienu en considérant le modéle: Régression
linéaire passant par 0 djustée en utilisant uniquement le niveaw le plus haut

Profil de risque
& ad
'
Foans
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B
_gn:
a8
-
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£
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Ein
E =
FR
18
iu!
e 1
som
EF o8
L T Rt
r ——==
18 x Y 3 P H is 8

Concentration intodulfts jug!mL)

La ligne pomntillée noire représente le nivean de nsque maximum choist, a savolr : 5.0%.

Tableau XI - Exactitude de la methode obienue en considerant le modéle Bégvession

gni par 0 4y

¢ Les concenmations introduites et réponses sssociées peuvent avoir fair lobjet de mensformations pour

Nivean de concen- | Moyenne des con- Limite: de Limites de
tration (mg/mL) | cemtrations infro- | tolérance "Be- tolérance "Be-
duifes! (mg'ml) ta-expectation” (wg/| ta-expectation”
mlL) relatives {%4)
10 5.002 [4535, 5080] [-1.338, 3.78E] anlHe
0 2001 [ 1855, 2079 [-7.288 , 3500 03433
10 1.000 [0ea3l , 1.057] [-5.716, 5.713] [ R C

alizner les donness surune valeur movenne de Iz concentration ef ce par mivesu (of ammexs 1)

? Le risque d'avoir des mesures en dehors des limites d'acceptation.

Identifiant d' i

ENOV-V3 0d PROD-2016341 504413

e-noval V3.0d FROD
Rappart w14 FE.
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8. Linearite des resultats

La linfanité d'vme méthode analytique est sa capacité a I'mténeur dun certain intervalle
de dosage d'obtenir des résultats directement proportionnels a la concentration en analyte
dans 'échantillon.

Un modéle de régression linéaire (cf. Figure 4) a été ajusté sur les concentrations caleulées
en fonction des concentrations introduites dans le but d'obtenir I'équation swivante:
YT=2005870+1023X

ol ¥ = concentrations calculées (ug/ml) et X = concenfrations intreduites (ug/ml).

Le coefficient de détermination (1°) est ézal 4 0.9996 .

La somme des carrés des résidus (SCE) est égale a 0.03209 .

Les concentrations caleulées figurent en annexe 3.

Fizure 4 - Relofion enire lesr concentrations infroduites et calculées

Relation linéraire

18 H 1] ¥ 38 Ll LL] i
Concentrebon intodute ug!mL)

Dans le but de démontrer la linéanité de la méthode, l'approche basée sur I'mtervalle de

tolérance attendu au niveau [ exprimé en valeur absolue peut-itre utilisé et est illustré
dans la figure 3.

Identifiant d'exploitation: e-noval V3.0d PROD 6 déc. 2016 15:48 (CET)
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Figure 5 - Graphe de linsarité
Profil de linéarite

Conoentration el gm L

18 - 1) 3 38 Ll s i
Conosmiration introdufte ug/mL)

La ligne continue est la droite didentité (¥=X). Les limites représentées par les lignes
discontinues bleues sur le graphique comespondent au profil dexactitude c'est a dire
les limites de tolérance "f-expectation” exprimées en valeur absolue. Ces limites somt
calculées de la facon swvante:

= |.<!llj'|"_|'
L'explication de 7, k et S, peut éfre frouvée en annexe 5.
Les lignes peintillées noires représentent les limites d'acceptation exprimées dans 'unité
de la concentration.
La méthode est considérée comme valide 1a oi I'mtervalle de tolérance représenté par les
lignes discontimes bleues est  I'mténeur des hmites d'acceptation définies par les lignes
pointillées noires.
La lnéanté du modéle est démontrée quand les limites de 'mtervalle de tolérance
exprimées en absolu sont mcluses dans les limites d'acceptation

Identifiant d'expleitation: e-poval V3i.0d FROD 6 déc. 2016 15:45 (CET)
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9, Limite de detection (LD). limites de quantification

(LQ) et intervalle de dosage

La limite de détection dume procédure d'analyse est la plus petite quantité de l'analyte
dans un échantillon pouvant éire détectée, mais non quantifiée comme une valeur exacte
dans les conditions expérimentales décrites de la procédure.
Il existe deux fagons de caleulerla 1D -
« LD=LQ/3
«  Enutilisant Miller & Miller (non applicable si un seul nivean et pas de répatition) -
- Détermination par sére de Y, = Ordonnée a l'onigine (0 si négative) + 3 *
Déviation standard résiduelle obtenue par ANOVA_ A l'aide du modéle de régression
choist, la concentration calculée, Xyp, sera détermunée pour chagque série.
- La moyenne des X sur toutes les séries définira la LD de la procédure analytique.
L'application choisit la plus petite valeur.
LD (ug/mL)=0.01264
La limite infémeure de quantification est la plus petite quantité de l'analyte dans un
échantillen pouvant &tre dosée dans les conditions expénmentales décmtes, avec une
exactitude définie. Ta défimition peut également étre appliquée pour la limite supérieure
de quantification, qui est la plus grande quantité de l'analyte dans l'échantillon pouvant
étre dosée dans les conditions expérimentales décrites, avec une exactimide deéfinie.
Les limites de quantification sont obtenmes en calculant la plus petite et la plus grande
concentration pour lesquelles les limites d'exactitude, c'est & dire les limites de I'mtervalle
de tolérance attendu au nivean [ sortent des limites d'acceptation.
L'intervalle de dosage est 'imtervalle compris entre les limites infénieure et supérieure de
gquantification ol la procédure analytique atteint 'exactitude souhaitée.
Limite inférieure de gquantification (L0} (ug/mL) = 1.000
Limite supérieure de quantification (LQs,) (ug/mL) = 5,002
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Annexe XIX :

Rapports

BHT

d 6 a icenwasionseiritroduit® dares denlogiciel e-noval pour le

Les données ci-dessous ont été introduites dans le logiciel e-noval :

Tableau 1: Standardsd 6 ®t al onnage

SamplelD Series Level Concentration Response
API1 1 1 5.04 2.44
API2 1 1 5.04 2.40
API3 1 2 2.01 0.99
API4 1 2 2.01 0.98
API5 1 3 1.01 0.47
API6 1 3 1.01 0.45
API7 2 1 4.95 2.38
API8 2 1 4,95 2.41
API9 2 2 1.98 1.00
API10 2 2 1.98 0.95
API11 2 3 0.99 0.49
API12 2 3 0.99 0.47
API13 3 1 5.06 2.37
API14 3 1 5.06 2.36
API15 3 2 2.02 0.97
API16 3 2 2.02 0.99
API17 3 3 1.01 0.48
API18 3 3 1.01 0.49

Tableau 2 : Standards de validation
SamplelD Series Level Concentration Response
PROD1 1 1 5.01 2.37
PROD2 1 1 5.01 2.40
PROD3 1 1 5.01 2.40
PROD4 1 2 2.00 1.00
PROD5 1 2 2.00 0.97
PROD6 1 2 2.00 1.01
PROD7Y 1 3 1.00 0.48
PRODS 1 3 1.00 0.51
PROD9 1 3 1.00 0.46

PROD10 2 1 5.00 2.37

PROD11 2 1 5.00 2.40

PROD12 2 1 5.00 2.38

PROD13 2 2 2.00 0.98

PROD14 2 2 2.00 1.02

PROD15 2 2 2.00 0.97

PROD16 2 3 1.00 0.49

PROD17 2 3 1.00 0.48

PROD18 2 3 1.00 0.48

PROD19 3 1 5.00 2.37

PROD20 3 1 5.00 2.41

PROD21 3 1 5.00 2.44

PROD22 3 2 2.00 0.99

PROD23 3 2 2.00 1.02

PROD24 3 2 2.00 1.00

PROD25 3 3 1.00 0.49

PROD26 3 3 1.00 0.49

PROD27 3 3 1.00 0.47
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Annexe XX: Rapports

déaires

|l 6Antioxydant

425

et de

Les données ci-dessous ont été introduites dans le logiciel e-noval :

Tableau 1: Standardsd 6 ®t al onnage

¢ ola bgicielt e-rovali pour s

SamplelD Series Level Concentration Response
API1 1 1 4.98 4.14
API2 1 1 4.98 4.10
API3 1 2 1.99 1.58
API4 1 2 1.99 1.57
API5 1 3 1.00 0.81
API6 1 3 1.00 0.82
API7 2 1 4,97 413
API8 2 1 4,97 4,19
API9 2 2 1.99 1.61
API10 2 2 1.99 1.62
API11 2 3 0.99 0.80
API12 2 3 0.99 0.80
API13 3 1 4.99 4.10
API14 3 1 4.99 4.08
API15 3 2 2.00 1.59
API16 3 2 2.00 1.55
API17 3 3 1.00 0.80
API18 3 3 1.00 0.80

Tableau 2 : Standards de validation

SamplelD Series Level Concentration Response
PROD1 1 1 4.99 4.07
PROD2 1 1 4.99 4.14
PROD3 1 1 4.99 4.11
PROD4 1 2 2.00 1.59
PROD5 1 2 2.00 1.56
PROD6 1 2 2.00 1.56
PRODY 1 3 1.00 0.81
PRODS 1 3 1.00 0.83
PROD9 1 3 1.00 0.77

PROD10 2 1 5.00 4.07
PROD11 2 1 5.00 4.09
PROD12 2 1 5.00 4.08
PROD13 2 2 2.00 1.60
PROD14 2 2 2.00 1.59
PROD15 2 2 2.00 1.60
PROD16 2 3 1.00 0.81
PROD17 2 3 1.00 0.80
PROD18 2 3 1.00 0.76
PROD19 3 1 5.01 4.09
PROD20 3 1 5.01 4.08
PROD21 3 1 5.01 4.09
PROD22 3 2 2.00 1.60
PROD23 3 2 2.00 1.61
PROD24 3 2 2.00 1.58
PROD25 3 3 1.00 0.80
PROD26 3 3 1.00 0.80
PROD27 3 3 1.00 0.75
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Annexe XXI :

Les résultats détaillés obtenus pour la stabilité figurent dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1 : Résultats détaillés

Résultats détaillés obtenus pour la stabilité

BHT

Pourcentage de
la variation des
concentrations

Stabilité Airegyt Aire;stp | Rapport aire Cghr[Hg/mL] au cours du
temps par
rapport a tq

to 1356.82 508.28 2.67 5.04

t24 heures 1292.90 490.51 2.64 4,97 102.17%

t48 heures 1424.65 527.90 2.70 5.09 101.11%

7 heures 1364.77 523.71 2.61 4,92 98.86%

7 iours 1369.40 530.71 2.58 4.87 95.57%
Antioxydant 425
Pourcentage de
la variation des

Stabi“té AireAntioxydant 425 AireISTD Rapport aire CAntioxydant 425 [“g/m L] C(;chsgsrritﬁl:]s
temps par
rapport a tq

to 2654.47 508.28 5.22 4,98

t24 heures 2723.23 490.51 5.55 5.29 106.24%

t48 heures 2752.96 527.90 5.21 4.97 95.63%

t75 heures 2580.20 523.71 4.93 4.70 93.99%

t7 jours 2767.41 530.71 5.21 4.97 90.02%
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Annexe XXII :

dérivatisation

Résultats détaillés pour les échantillons testés dans différentes conditions de

Le tableau ci-dessous résume les résultats obtenus pour les échantillons dérivatisés selon les

condi tions

Tableau 1 : Résultats

“a-dire & 7T0§°C] pendant & ldears dn utilisant le DMF comme catalyseur :

Conditions initiales
(70 [°C], 60 [min], DMF)

Acide caprylique

AireAcide capryligue AireISTD Rapport Aire
Echantillon 1 18410000 6917000 2.66
Echantillon 2 13820000 5821000 2.37
Echantillon 3 12460000 4830000 2.58
Moyenne [pg/mL] 2.54
Variance 0.02
Ecart-type 0.15
CV [%] 5.83%
Acide myristique
Aireacide myristique Aireisto Rapport Aire
Echantillon 1 5490000 6917000 0.79
Echantillon 2 4773220 5821000 0.82
Echantillon 3 4153500 4830000 0.86
Moyenne [pg/mL] 0.83
Variance 0.00
Ecart-type 0.04
CV [%] 4.34%

Le tableau ci-dessous résume les résultats obtenus pour les échantillons dérivatisés selon les

condi t i oraglireh 70 [°€]ldpendant 30 minutes en utilisant le DMF comme catalyseur :

Tableau 2 : Résultats

Conditions 1

(70 [°C], 30 [min], DMF)

Acide caprylique

Aireacide caprylique Aire;stp Rapport Aire
Echantillon 1 16160000 5801000 2.79
Echantillon 2 17090000 6248000 2.74
Echantillon 3 16290000 5883000 2.77
Moyenne [ug/mL] 2.76
Variance 0.00
Ecart-type 0.03
CV [%] 0.93%
Acide myristigue
AireAcide myristigue AireISTD Rapport Aire
Echantillon 1 4918000 5801000 0.85
Echantillon 2 5109000 6248000 0.82
Echantillon 3 4938000 5883000 0.84
Moyenne [pug/mL] 0.83
Variance 0.00
Ecart-type 0.02
CV [%] 1.86%
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Le tableau ci-dessous résume les résultats obtenus pour les échantillons dérivatisés selon les

condi t i otraglirea 70 [°€]gpendant 30 minutes en utilisant la pyridine comme catalyseur :

Tableau 3 : Résultats

Conditions 2

(70 [°C], 30 [min], Pyridine)

Acide caprylique

AireAcide capryligue AireISTD Rapport Aire
Echantillon 1 18380000 8690000 2.12
Echantillon 2 19070000 8430000 2.26
Echantillon 3 18910000 7768000 2.43
Moyenne [pg/mL] 2.27
Variance 0.03
Ecart-type 0.16
CV [%] 7.04%
Acide myristique
Aireacide myristique Aireisto Rapport Aire
Echantillon 1 9056000 8690000 1.04
Echantillon 2 6994000 8430000 0.83
Echantillon 3 6573000 7768000 0.85
Moyenne [pg/mL] 0.91
Variance 0.01
Ecart-type 0.12
CV [%] 13.05%

Le tableau ci-dessous résume les résultats obtenus pour les échantillons dérivatisés selon les

condi ti orasglired 120 @ pendant 30 minutes en utilisant le DMF comme catalyseur :

Tableau 4 : Résultats

Conditions 3
(120 [°C], 30 [min], DMF)

Acide caprylique

AireAcide capryligue AireISTD Rapport Aire

Echantillon 1 18610000 6907000 2.69
Echantillon 2 13420000 4870000 2.76
Echantillon 3 12460000 4830000 2.58
Moyenne [pg/mL] 2.68

Variance 0.01

Ecart-type 0.09

CV [%] 3.34%

Acide myristique

AireAcide myristiqgue AireISTD Rapport Aire

Echantillon 1 7585000 6907000 1.10
Echantillon 2 5680000 4870000 1.17
Echantillon 3 5604000 4830000 1.16
Moyenne [ug/mL] 1.14

Variance 0.00

Ecart-type 0.04

CV [%] 3.30%
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Tableau 5 : Résultats

Les résultats des différentes conditions de dérivatisation sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Rapport Aire Acide caprylique

Acide C?nr;:jigllé):s Conditions 1 Conditions 2 Conditions 3
caprylique (70 [°C], 60 [min] (70 [°C], 30 [min], | (70 [°C], 30 [min], | (220 [°C], 30 [min],
DMF) DMF) Pyridine) DMF)
“{'Sé’fn’q‘lr_‘]e 2.54 2.76 2.27 2.68
Variance 0.02 0.00 0.03 0.01
Ecart-type 0.15 0.03 0.16 0.09
CV [%] 5.83% 0.93% 7.04% 3.34%
t(0.05:2) 4.30 4.30 4.30 4.30
1Cos06 0.45 0.08 0.49 0.27
Rapport Aire Acide myristique
Acide C?nr};ji:;gsns Conditions 1 Conditions 2 Conditions 3
myristique (70 [°C], 60 [min] (70 [°C], 30 [min], | (70 [°C], 30 [min], | (120 [°C], 30 [min],
DMF) DMF) Pyridine) DMF)
'\f'ﬁé’/en':":]e 0.83 0.83 0.91 1.14
Variance 0.00 0.00 0.01 0.00
Ecart-type 0.04 0.02 0.12 0.04
CV [%] 4.34% 1.86% 13.05% 3.30%
t(0.05:2) 4.30 4.30 4.30 4.30
1Co506 0.11 0.04 0.29 0.09
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Annexe XXIII:  Analyse statistique des résultats des échantillons testés dans les différentes

conditions de dérivatisation

Le tableau ci-dessous résume les résultats statistiques obtenus suite a la comparaison des résultats
obtenus pourleséchant i | |l ons d®ri vati s®s darmglirela@0[°Cltpendaht t i ons |
1 heure en utilisant le DMF comme catalyseur e t dans | es coadré & FOO[tCF 1, co

pendant 30 minutes en utilisant le DMF comme catalyseur :

Tableau 1: Analyse statistique

Acide caprylique Acide myristique
Comparaison | Conditions initiales Conditions 1 C?nr}filgllgsns Conditions 1
Moyenne des
rapports 2.54 2.76 0.83 0.83
d'aire [ug/mL]
Variance 0.02 0.00 0.00 0.00
Test de Fisher
F calculé 33.20 5.32
F théorique 19.00 19.00
Test de Student
t théorigue 2.78 2.78
t observé 2.59 0.42
Selon |l es r®sultats de | danal yse styadestsupdrieprealapour | 6

valeur Fueorique- Cela signifie que les variances sont différentes. Un test de Student a variances
inégales est réalisé. Il démontre que le tieorique €St SUPErieur au topsernve. Cela signifie que la différence
ndest pas significative entre | es r®sultats obt enu

différentes.

Pour | édaci de myr S$Stwleni agvariences égalestaete téalisk ear les variances sont
egales (Fcacue (= 5.32) est inférieure @ Fieorique (F19.00)). Suite au test de Student, il est possible de
conclure que | a di fidati®e eatredes résnliate abtenupdars les dek sonditions

de dérivatisation car le tiorique €St SUPErieur au topsenve.
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La comparaison des résultats obtenus dans les conditions de dérivatisation 1 (70 [°C], 30 [min],
DMF) avec ceux obtenus dans les conditions de dérivatisation 2 (70 [°C], 30 [min], Pyridine) a

ensuite été réalisée :

Tableau 2 : Analyse statistique

Acide caprylique Acide myristique
Comparaison Conditions 1 Conditions 2 Conditions 1 Conditions 2

Moyenne des rapports

d'aire [ug/mL] 2.76 2.27 0.83 0.91

Variance 0.00 0.03 0.00 0.01
Test de Fisher

F calcue 38.67 57.99

B (i 19.00 19.00
Test de Student

t théorique 2.78 2.78

t observe 5.27 1.03

Selon |l es r®sultats de | danal yse sR,adestsupdrieprealapour | 6

valeur Fueorique- Cela signifie que les variances sont différentes. Un test de Student a variances
inégales est réalisé. Il démontre que le tisorique €St iNférieur au to,sene. Cela signifie que la différence

est significative entre les résultats obtenus dans les deux conditions de dérivatisation différentes.

Pour | édaci de myr $Stwleni agvariences inégales a été réatisé (Feucue (= 57.99) est
supérieur a Fgorigue (19.00)). Suite au test de Student, il est possible de conclure que la différence
nbest pas significative entre |l es r®sultats obtenus

tthéorique est SUpérieur au tobservé-

Finalement, la comparaison des résultats obtenus dans les conditions de dérivatisation 2 (70 [°C], 30
[min], Pyridine) avec ceux obtenus dans les conditions de dérivatisation 3 (120 [°C], 30 [min], DMF)

a ensuite été réalisée :

Tableau 3: Analyse statistique

Acide caprylique Acide myristique
Comparaison Conditions 2 | Conditions 3 Conditions 2 Conditions 3
Moyenne des rapports
Sare lng/mLl PP 2.27 2.68 0.91 1.14
Variance 0.03 0.01 0.01 0.00
Test de Fisher
F calcule 3.20 9.82
[F titzsrinne 19.00 19.00
Test de Student
i izanne 2.78 2.78
U olimemee 3.84 3.29
Selonlesrésul t ats de | 6analyse statistique pour | 6aci de

Feacue €st inférieure a la valeur Fygorique. Cela signifie que les variances sont égales. Un test de
Student a variances égales est réalisé. Il démontre que le tieorique €St iNférieur au topsens. Cela signifie
que la différence est significative entre les résultats obtenus dans ces deux conditions de

dérivatisation différentes.
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Annexe XXIV : R®sultats d®taill ®s du rendement déextractio

Une courbe doé®t al o rernracéeaafinde potivoirccdlcalér tarcahcelitration en acide
myristique, en acide caprylique et en Bisphénol M obtenue pour chaque échantillon analysé. La
droite d6é®talonnage est trac®e ~ partir de trois sol

différents en acide caprylique, acide myristique et en Bisphénol M.

Pour ce faire, trois solutions meres des substances d 6 i n tAd@de tyristique, Bisphénol M et acide

caprylique) sont préparées selon le protocole ci-dessous :

1) Sol ution m r eistidwea Oisshurre exgictement 100 [mgl]ddaci de myr i st i |

dans 10 [ mL] ddéhexane.

2) Solution m re doa ®issdudlre exaciementl 10.gqumg] d:d6aci de capryl i

dans 10 [ mL] ddéhexane.

3) Solution mere de Bisphénol M : Dissoudre exactement 10.0 [mg] de Bisphénol M dans 10

[mL] de méthanol.

Une solution fille contenanddaucn dne® | caodpgBesphénddlastd e myr i
ensuite préparée selon le protocole ci-dessous :

Solution filled 6 aci d e myde Bisphénagl Mee t doaciviee a@ dug/mL] : Prélever

50 [uL] de chaque solution mére et compléter a 25 [mL] avec du méthanol.

Les standards doé®talonnage sont ensuite pr®par ®s

schéma de dilution figurant dans le tableau ci-dessous :

Tableaul: St andard doé®t al onnage

Concentration Volume de Volume de
Standard du standard solution fille a meéthanol a Volume total
dé®t al onf dé®t al on prélever prélever [pL]
[Hg/mL] [HL] [HL]
STD1 1.00 250 250
STD2 0.40 100 400 500
STD3 0.20 50 450
Blanc 500 [ OL] de m®t hanol + 500 [OL] d
dérivatisation
Le standard interne dbéinjection doit ensuite °tre a
faire, une solution mére d 6 | r g a n erstandaidSnterne do6i nj ecti on, N 1 [ mg/ m

selon le protocole ci-dessous :

Solution mere d 6 | r g a n o Rissotidrebexactement 10.0 [mg] d 6 | r g a ndans 104[hL] de

méthanol.
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Une solution filled 6 | r gad fug/mL] est ensuite préparée selon le protocole ci-dessous :

Solution filled 6 | r g a n & X[uodnilL b: Prélever 25 [uL] de chaque solution mére et compléter a

25 [mL] avec du méthanol.

500 [ OL]

de dérivatisation selon le protocole de dérivatisation. La solution est ensuite injectée.

Ajouter Irgaaox #18 a k[pgfmiL]tdans chaqtiei viall E€fectded la réaction

Les concentrations finales des standards do®tal onna
[ 6g/ mL] . La concentration finale du standard doéinjec
Tableau2: R®sul tats obtenus pour | a droite do6é®talonnage
Acide caprylique
. . Aire Concentration Concentration
STD é;rerA”u(ljjg Irganox Rex:)i;r)grt Acide caprylique Irganox 415 conFSepn?roa[ttion
prylia 415 [ng/mL] [ng/mL]
STD1 | 65150000 |19000000 3.43 0.52 0.50 1.05
STD2 | 18050000 |10400000 1.74 0.21 0.50 0.42
STD3 7560000 |10700000 0.71 0.10 0.50 0.21
Pente 3.11
Ordonnée a l'origine 0.21
Coefficient de détermination 0.98
Acide myristique
. . Aire Concentration Concentration
STD nAqlrﬁQiC'?jg Irganox R::E;:grt Acide myristique Irganox 415 conFiaeTz?z;ttion
ynstiq 415 [ug/mL] [ug/mL]
STD1 | 27150000 |19000000 1.43 0.50 0.50 1.01
STD2 8095000 |10400000 0.78 0.20 0.50 0.40
STD3 4360000 |10700000 0.41 0.10 0.50 0.20
Pente 1.22
Ordonnée a l'origine 0.21
Coefficient de détermination 0.98
Bisphénol M
Aire Rapport Concentration Concentration Rapport
STD Aire BPM | Irganox A?i?e Bisphénol M Irganox 415 concepnrt)ration
415 [ng/mL] [ng/mL]
STD1 | 19050000 |19000000 1.00 0.50 0.50 1.01
STD2 3940000 |10400000 0.38 0.20 0.50 0.40
STD3 2225000 |10700000 0.21 0.10 0.50 0.20
Pente 0.99
Ordonnée al'origine -0.01
Coefficient de détermination 1.00
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A partir de | a dr oi dessus @secbnedntoationseen acide®myrgstiglie; em acdeé
caprylique et en Bisphénol M ont pu étre calculées pour chaque échantillon extrait. Les résultats
obtenus pour les cing échantillons spikés avec de | 6aci dedeapdbgti deaguyr i sti q

Bisphénol M & 1 [ug/mL] sont détaillés dans les trois tableaux ci-dessous :

Tableau3: R®sul tats du rendement déextraction pour | daci
Acide caprylique
Extraction* Aire Acide Aire ISTD RaDP0ft aire Acide CAcide capryligue
caprylique capryligue [“g/ml—]
Extraction 1 27900000 11600000 2.41 0.35
Extraction 2 28840000 10100000 2.86 0.43
Extraction 4 23560000 9260000 2.54 0.38
Extraction 5 19680000 9199000 2.14 0.31
STD 36600000 8510000 4.30 0.66
Moyenne 0.37
Ecart-type 0.05
CV [%)] 13.10%
Rendement [%)] 55.64%

eme

*La valeur des aires obtenues pour la 3" extraction était aberrante et a été retirée.

Tableaud4: R®sul tats du rendement dbéextraction pour | 6aci
Acide myristique
. Aireag . .
Extraction* _ ?Clde Aireistp Rapport aire acige myristique | Cacide myristique [ug/mL]
myristique
Extraction 1 20900000 11600000 1.80 0.65
Extraction 2 17800000 10100000 1.76 0.64
Extraction 4 17400000 9260000 1.88 0.68
Extraction 5 16730000 9199000 1.82 0.66
STD 15400000 8510000 1.81 0.66
Moyenne 0.66
Ecart-type 0.02
CV [%] 3.02%
Rendement 100.36%

eme

*La valeur des aires obtenues pour la 3" extraction était aberrante et a été retirée.

Tableau5: R®sul tats du rendement ddéextraction pour | e Bi
Bisphénol M
Extraction* AireBisphénol M Aireistp Rapport aire Bisphénol M CBisphénol m [Hg/mL]

Extraction 1 4370000 11600000 0.38 0.20
Extraction 2 5690000 10100000 0.56 0.29
Extraction 4 2920000 9260000 0.32 0.16
Extraction 5 2750530 9199000 0.30 0.16
STD 8620000 8510000 1.01 0.52
Moyenne 0.20
Ecart-type 0.06

CV [%] 30.41%

Rendement [%)] 38.97%

eéme

*La valeur des aires obtenues pour la 3" extraction était aberrante et a été retirée.
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Annexe XXV : R®sultats d®taill ®s du rendement déextractio

Une courbe dé®t alonnage doit ddabord °tre trac®e afi
myristique et en acide caprylique obtenuepour chaque ®chantillon anal ys®.
est trac®e ~ partir de trois solutions do®talonnage

caprylique et acide myristique.

Pour ce faire, deux solutions méres des substances d 6 i n {A@de myristique et caprylique) sont

préparées selon le protocole ci-dessous :

1) Solution m re doéa Oissare exgcteinentt 10.gumg] d:6aci de myri st i |

dans 10 [ mL] ddéhexane.

2) Solution m re doa ®issdudlre exaciementl 10.gqumg] d:daci de capryl i

dans 10 [ mL] ddéhexane.

Une solution fille contenant un m®l ange ddacide myr.

selon le protocole ci-dessous :

Solutionfiled6aci de myristiague ea?2[udi/nk]c Prélever 80duh]rdg dhdggeu e

solution mére et compléter a 25 [mL] avec du méthanol.

Les standards do6é®tal onnage sont ensuite pr®par ®s

schéma de dilution figurant dans le tableau ci-dessous :

Tableaul: St andard d6é®t al onnage

Concentration Volume de Volume de
Standard du standard solution fille a méthanol a Volume total
d6®t al onf dé®t al on prélever prélever [pL]
[Hg/mL] [BL] [pL]
STD1 1.00 250 250
STD2 0.40 100 400 500
STD3 0.20 50 450
Blanc 500 [OL] de m®thanol + 500 [OL] déhe
dérivatisation
Le standard interne doéinjection doi t ensuite °tre a
faire, une solution m re dobactiedren emydrdiisntjiegcutei om2 7,7 |1le

préparée selon le protocole ci-dessous :

Solution m re doéac.i diesoudrg exacementgl0.@[m@J2daci de myri sti que

dans10[mL]ld 6 hexane.
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Une solution fille de | 6aci ehsuitemgpaiée delongeipeotodd G- =~ 1 |

dessous :

myri sti que PrBi&éd 25 [uL]lde dhddge/sohitign mére et

compléter a 25 [mL] avec du méthanol.

Solution filled 6 aci de

500 [ OL] de | a sol uti on dénsdhaqee vidl oEfectied la

réaction de dérivatisation selon le protocole de dérivatisation. La solution est ensuite injectée.

Ajouter myri st

do6®t al onn a
de 0.5 |

concentrations final es des standar ds

du

Les

[ug/mL]. La concentration final e standard doéinjection est

Les r®sultats obtenus pour |l a droite edlés8usal onnage so

Tableau 2 : Masse pesée pour la préparation des solutions méres

Masse pesée Acide Masse pesée Acide Masse pesée Acide myristique
caprylique myristique D27
[mg] [mg] [mg]
10.08 9.94 9.95
Tableau3: R®sul tats obtenus pour | a droite dé®tal onnage

Acide caprylique

. : Concentration Conceqtration
Aire Acide IS A.C'de Rapport Acide A.C'd.e Rapport
caprylique myrI|332t|7que Aire caprylique myr[|)52t|7que concentration
[Hg/mL]
[Hg/mL]
STD1 3948000.00 | 1184000.00 3.33 0.50 0.50 1.01
4064000.00 | 1303000.00 3.12 0.50 0.50 1.01
STD? 1835000.00 | 1295000.00 1.42 0.20 0.50 0.41
2209000.00 | 1175000.00 1.88 0.20 0.50 0.41
STD3 1047000.00 | 956132.00 1.10 0.10 0.50 0.20
957383.00 | 910867.00 1.05 0.10 0.50 0.20
Pente 2.64
Ordonnée a l'origine 0.55
Coefficient de détermination 0.97
Acide myristique
. . Concentration Concentration
Aire Acide Alre_ Af:'de Rapport Acide A.C'd.e Rapport
myristique myr[|)32t|7que Aire myristique myr[|)szt|7que concentration
[Hg/mL]
[Hg/mL]
STD1 1091000.0 | 1184000.00 0.92 0.50 0.50 1.00
1165000.0 | 1303000.00 0.89 0.50 0.50 1.00
STD? 275319.0 |1295000.00 0.21 0.20 0.50 0.40
213915.0 |1175000.00 0.18 0.20 0.50 0.40
STD3 16158.0 | 956132.00 0.02 0.10 0.50 0.20
16085.0 | 910867.00 0.02 0.10 0.50 0.20
Pente 1.13
Ordonnée al'origine -0.23
Coefficient de détermination 1.00
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A partir

de | a

dr oi t-dessud,de® toaderdrationa greacid® tmgristiqueest en i

acide caprylique ont pu étre calculées pour chaque échantillon analysé. Les résultats obtenus pour

le rendement sont détaillés dans les deux tableaux ci-dessous :

Tableau4: R®s ul t at s

pour

| 6aci de

caprylique

Acide caprylique

Extraction* Aireacige caprylique Aireistp Rappi::yﬁlluree hetde CAEE;;?T?Itl:ique

Extraction 1 26600000 7235000 3.68 0.59
Extraction 2 8818000 2498000 3.53 0.56
Extraction 3 9549000 2332000 4.09 0.67
STD 16000000 4010000 3.99 0.65
Moyenne 0.60
Ecart-type 0.06

CV [%] 9.12%

Rendement 93.51%

Tableau5: R®sul tats pour | 6dacide myristique

Acide myristique

Rapport Aire acige

CAcide myristique

Extraction* Aireéacige myristique Aireistp myristiaue [Hg/m L]
Extraction 1 9655500 7235000 1.33 0.69
Extraction 2 2879500 2498000 1.15 0.61
Extraction 3 3091000 2332000 1.33 0.68
STD 5288000 4010000 1.32 0.68
Moyenne 0.66
Ecart-type 0.05

CV [%] 6.83%

Rendement [%] 96.91%

207




Annexe XXVI :

Résultats détaillés de la répétabilité des temps de rétention

Les résultats détaillés de la répétabilité des temps de rétention figurent dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1: Répétabilité des temps de rétention

Temps de rétention [min]
Injection Acide caprylique Acide myristigue Acide myristiqgue D27
1 3.56 9.39 9.09
2 3.56 9.39 9.08
3 3.58 9.44 9.13
4 3.54 9.39 9.08
5 3.45 9.47 9.10
6 3.56 9.45 9.33
7 3.56 9.42 9.11
8 3.56 9.43 9.13
9 3.56 9.37 9.18
10 3.56 9.45 9.18
Moyenne [min] 3.55 9.42 9.14
Ecart-type 0.04 0.03 0.08
CV [%] 1.02 0.35 0.83
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Annexe XXVII : Résultatsd ®t a i | éssisde dégradation

La courbe dé®t al onnage esmanpr ®parquedede ahaexme® mEXV.

do®t al o-dassous a ét&abtenue :

Tableaul: R®sul tats obtenus pour | a droite dé®tal onnage

Acide caprylique
Concentration Concentration
Aire Acide Awe_Agde Rapport Acide A_udp Rapport
) myristique . . myristique .
caprylique Aire caprylique concentration
D27 [ug/mL] D27
[Hg/mL]
STD1 3948000.00 | 1184000.00 3.33 0.50 0.50 1.01
4064000.00 | 1303000.00 3.12 0.50 0.50 1.01
STD? 1835000.00 | 1295000.00 1.42 0.20 0.50 0.41
2209000.00 | 1175000.00 1.88 0.20 0.50 0.41
STD3 1047000.00 | 956132.00 1.10 0.10 0.50 0.20
957383.00 | 910867.00 1.05 0.10 0.50 0.20
Pente 2.64
Ordonnée a l'origine 0.55
Coefficient de détermination 0.97
Acide myristique
Concentration CEMES e
Aire Acide Alre_A_C|de Rapport Acide A.C'd.e Rapport
- myristique . o myristique .
myristique Aire myristique concentration
D27 fug/mL] D27
[Hg/mL]
STD1 1091000.0 | 1184000.00 0.92 0.50 0.50 1.00
1165000.0 | 1303000.00 0.89 0.50 0.50 1.00
STD? 275319.0 |1295000.00 0.21 0.20 0.50 0.40
213915.0 |1175000.00 0.18 0.20 0.50 0.40
STD3 16158.0 956132.00 0.02 0.10 0.50 0.20
16085.0 910867.00 0.02 0.10 0.50 0.20
Pente 1.13
Ordonnée a l'origine -0.23
Coefficient de détermination 1.00
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A

a

partir

ci de

de | a

caprylique

dr oi t-dessud,de® toaderdrationa greacide tmgristique est en |
pu

ont

°tre

cal cul ®es

pour

dégradation. Les résultats de ces essais sont détaillés dans les deux tableaux ci-dessous :

Tableau2: R®sul tats de | 6essai de d®gradation pour
: Concentration
. Acide Rapport Concentranon moyenne en
Echantillon Acuje myristique Aire Acide en Ac'|de Acide
caprylique D27 caorvli caprylique I
prylique [ng/mL] caprylique
[Hg/mL]
Effet de |'acide
Echantillon 1 5605000 2482000 2.26 0.32
Echantillon 2 5743000 2320000 2.48 0.36 0.34
Effet d'une base
Echantillon 1 805749 3199000 0.25 0.06 0.06
Echantillon 2 925689 4114000 0.23 0.06 ]
Effet de la chaleur
Echantillon 1 5232000 1912000 2.74 0.41 041
Echantillon 2 5234000 1921000 2.72 0.41 '
Effet des UVs
Echantillon 1 6246000 2788000 2.24 0.32 0.35
Echantillon 2 6050000 2322000 2.61 0.39 '
Effet de |'H202
Echantillon 1 7787000 3774000 2.06 0.29 0.29
Echantillon 2 7704000 3608000 2.14 0.30 '
Solution standard 1
Echantillon 1 4517000 1789000 2.52 0.37 0.38
Echantillon 2 3636000 1415000 2.57 0.38 '
Tableau3: R®sul tats de | 6essai de d®gradation pour
. . Concentration CEMEaEe
. Acide Rapport Aire . moyenne en
Echantillon A_c@e myristique Acide en _Ac_|de Acide
myristique o myristique v
D27 myristique (ug/mL] myristique
H9 [ug/mL]
Effet de I'acide
Echantillon 1 2036000 2482000 0.82 0.46 047
Echantillon 2 1967000 2320000 0.85 0.47 '
Effet d'une base
Echantillon 1 2412000 3199000 0.75 0.43 0.50
Echantillon 2 4283000 4114000 1.04 0.56 '
Effet de la chaleur
Echantillon 1 1516000 1912000 0.79 0.45 047
Echantillon 2 1713000 1921000 0.89 0.49 '
Effet des UVs
Echantillon 1 2521000 2788000 0.90 0.50 0.49
Echantillon 2 2052000 2322000 0.88 0.49 '
Effet de |'H202
Echantillon 1 3164000 3774000 0.84 0.47 047
Echantillon 2 3072000 3608000 0.85 0.47 '
Solution standard 1
Echantillon 1 1446000 1789000 0.81 0.46 0.46
Echantillon 2 1146000 1415000 0.81 ' '
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Annexe XXVIII :  Rapport e-noval obtenu pour| a v al i daeide mgristique e | 6

[*¥]
L

Nom: Lina Berger
Société: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

/e/ (CHUV)
- Département: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation
Numéro de référence: 1CFAU

DOSAGE DE L'ACIDE MYRISTIQUE

Nom: Lina Berger

Société: Centre Hospitalier Universitaire Vandois (CHUW)
Département: Service de Pharmacie (DL)

FPhase: Validation

Numéro de référence: 1CFAU

Méthode: GC-MS

FProtocole: Validation dosage acide myristique

Produit: Acide myristique

Compaosé: Acide myristique

Matrice: Hexane
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Nom: Lina Berger 4133
Societe: Centre Hospitalier Universitaire Vaundois

A o
- Département: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation
Mumero de référence: 1CFAU

Dosage de 1'acide myristique

1. Introduction

Le but de la validation est d'établir que la méthode analytique correspond a 'nsage pour
lequel elle est prévue et de prouver par conséquent la fiabilité des résultats obtenus
dans des limites bien définies. Plusieurs critéres de validation doivent £tre examinés afin
d'assurer la fiabilité de la méthode développée.

Les critéres de validation présentés dans ce rapport sont :
« Fonction de réponse (courbe de d'étalonnage)

«  Justesse

«  Fidélité (répétabilité et précision intermédiaire)

. Exactitude

«  Linéante

«  Limites de détection (LD) et de quantification (LQ)
« Intervalle de dosage

La régle d'arrondi appliquee est : les valewrs plus grandes ou égales a 10000 seront
rapportées en notation scientifique avec 4 décimales, les valeurs supérieures on égales
4 1000 seront rapportées comme des valeurs entiéres, les valenrs inférienres a 1000 et
supérienres ou égales a 1 seront rapportées avec 4 chiffres. 4 décimales significatives
seront utilisées pour rapporter les valenrs inférieures a 1, les valeurs strictement inférienres
4 10° seront rapportées comme (. Cette régle s'applique aux valeurs absolues, le signe -
n'est pas pris en considération.

Cependant, cefte régle n'est pas appliquée aux données introduites par 1'ntilisatenr.

Identifiant d'exploitation: e-noval V3.0d FROD 6 dec. 2016 15:34 (CET)
ENOV-V3.0d PROD-1016341003415 Eapportvl 4 FR i Arlenda 2001-2016.
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Nom: Lina Berger
Societe: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

A v
- Département: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation
Numeéro de réference: 1CFAU

2. Plan d'expériences

Dans le but de valider une méthode analytique, deux types d'échantillons ont été préparés
de fagon indépendante: les standards d'étalonnage et les standards de validation.

Les standards d'étalonnage sont des échantillons, de concentrations connues, préparés
dans ou hors de la matrice et qui permettent d'stablir la courbe d'étalonnage.

La matrice est : Hexane

Le tablean [ reprend le nombre de standards d'étalonnage par nivean de concentration, les
niveaux de concentration envisages et les différentes séries réalisées.

Tablean I - Standards d'étalonnage

Seérie Niveaux de con- Nh. de repétitions
centration (ug'mL)
10
10
30
10
10
30

B | b | b | e | e | e
b | b | ba | ba| B3| b3

Le nombre total d'observations est 12

Les standards de validation sont les échantillons reconstitués dans la matrice contenant
e concentration connue et dont la valeur est considérée comme vrale par consensus.

Le tableau II reprend le nombre de standards de validation par miveau de concentration,
les niveaux de concentration considérés et les différentes séries réalisées.

Tabl II-5 lards de Validati
Série Niveau de concentration Nh. de répétitions
indépendantes

1 10 3

1 20 3

1 30 3

| 10 3

| 10 3

2 30 3

Le nombre total d'observations est 18.
Tous les standards d'étalonnage et de validation sont repris dans l'annexe 1.

Identifiant d'expledtation: e-noval V3.0d PROD & déc. 2016 15:34 (CET)
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