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Résumeé :

Résumé :

La metformine hydrochloride est un biguanide antidiabétique oral sensibilisateur a
I'insuline. Son contrdle-qualité est basé sur ses propriétés physico-chimiques ainsi que sa forme
galénique, et pour cela différentes méthodes sont utilisés.

Dans notre étude, deux méthodes d’analyse instrumentales ont été comparées pour la
détermination des concentrations des produits finis de la metformine hydrochloride. Il s’agit de
spectroscopie UV et ’'HPLC. Ces deux méthodes de principes différents sont utilisées lors des
analyses qualitatives et quantitatives effectuées sur cette molécule. La comparaison est faite en
termes de caractéristiques de chaque méthode et de la qualité des résultats obtenus. Toutes les
deux présentent une bonne sensibilité, répétabilité, et reproductibilité, elles sont précises. Le
coefficient de régression linéaire est de R? = 0.995. Les résultats obtenus sont fortement corrélés
et les deux méthodes se valent sur le plan analytique.

Abstract :

Metformin Hydrochloride is a biguanide oral antidiabetic insulin sensitizer : its quality-
control is based on its physico-chemical properties also on its form, therefor, different methods
are used.

In our studies, two instrumental methods of analysis were compared to determine the
concentration of metformin in tablets. It is UV spectroscopic and HPLC. this two methods with
different principles are used in qualitative and quantitative analysis of this drug. The
comparaison is based on the caracteristics of each method and the quality of its results. Both the
two methods are sensible, repetable and reproducible, they are precises. The coefficient of squar
linear regression is R?=0.995. All the results are correlated and the two methods are analytically
identical.
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INTRODUCTION

Chaque laboratoire de chimie, travaillant dans n’importe quel domaine d’analyse est
conscient de la nécessité d’assurer la fiabilité¢ de ses résultats ; et quand il s’agit d’un laboratoire
de contrdle-qualité du médicament, la tache devient plus complexe. Le responsable du controle-
qualité a toujours comme défi — dans les limites d’un budget mis a sa disposition- de prendre des
décisions efficaces dont le choix de la méthode d’analyse, et ce, ne devrait en aucun cas étre fait
au détriment de la qualité de ce dernier.

Le chlorhydrate de metformine (Cs4H1:Ns, HCI) est une petite molécule d’origine
synthétique qui a plus d’atomes d’azote que de carbone. C’est un antidiabétique oral (ADO) de
la famille des biguanides. Mis sur le marché mondial depuis 1’an 2000, il est devenu en 2012 le
médicament du premier choix pour tous les patients présentant le diabéte de type 2, suite a la
déclaration des experts en matiére de diabéte aux Etats-Unis et en Europe.

Plusieurs industries pharmaceutiques fabriquent la metformine, et utilisent différentes
méthodes analytiques de référence ou déja validées dans I’analyse de cette molécule, comme
matiére premiere (MP) et également dans le produit fini (PF).

Nombreuses sont les méthodes qui s’avérent intéressantes, mais celle que nous devrons
utiliser doit étre peu onéreuse et donne des résultats de qualité.

Le but de notre étude est de comparer entre la Chromatographie Liquide a Haute
Performance (CLHP, HPLC en anglais) couplée a un détecteur dans 1’ultra-violet (UV) et la
spectroscopie-UV en utilisant différents critéres :

Quelle serait donc la meilleure méthode d’analyse de la metformine hydrochloride ?

Notre travail comportera deux parties. Une partie théorique dans laquelle nous allons
présenter dans un premier temps la metformine en la traitant sur des niveaux différents, et dans
un second moment les méthodes a comparer. Nous détaillerons par la suite les essaies de routine
réalisés lors du contr6le-qualité de cette molécule.

Dans la partie pratique, notre étude est réalisée sur deux produits a différents dosages : 500
mg, 850 mg et 1000 mg de metformine hydrochloride PF. Pour chaque méthode nous avons
traité a la fois son aspect quantitatif et qualitatif. Le matériel et les réactifs utilisés lors des
analyses par spectroscopie-UV et HPLC sont détaillés dans un chapitre, ainsi que le protocole
suivi pour la réalisation de chaque méthode.

Les résultats brutes sont collectés dans des tableaux ou des figures selon le type de
I’analyse représentés dans des graphiques et commentés. La discussion globale est basée sur les
valeurs des résultats apres traitement et aussi sur les caractéristiques de chaque méthode.

[1]
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CHAPITRE | : LA METFORMINE HYDROCHLORIDE

CHAPITRE | : LAMETFORMINE HYDROCHLORIDE

La metformine hydrochloride (Figure-1-) est défini comme “’un dérivé de biguanide,
permet de normaliser un niveau de glucose trop élevé, en présence d’insuline ** [53].

H3C_

N

Al
H:C "”‘*Ili,/ \E/ H
Lo

Figure 1 : Structure de la molécule de la metformine hydrochloride, un biguanide
antidiabétique [2].

La metformine est un biguanide, appelé aussi 1,1-Dimethylbiguanide monohydrochloride
[168]. C'est un dérivée d’une substance active appelée « galégine » qui est un alcaloide mono-
guanidine (isoprenylguanidine) (Figure-3-) [33,104,114,181].

La galégine est extraite des fleurs du lilas francgais Galega officinalis (Figure-2-), elle est
également retrouvée dans les graines et les feuilles. Galega officinalis, une plante médicinale de
la famille des fabaceaes connue dans la médecine traditionnelle par ses différentes propriétés,
depuis le moyen-age [31,44,114,121,142].

Parmi ses propriétés thérapeutiques, son action hypoglycémiante exploitée dans le
traitement du diabéte, mais elle a été abandonnée a cause de sa grande toxicité, qui est due
principalement a sa richesse en guanidines surtout la galégine qui a un faible rapport effet/risque
[53,96,97,136,141].

Figure 2 : Photographie de la Galéga officinalis [182].
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CHAPITRE | : LA METFORMINE HYDROCHLORIDE

La démonstration de I’effet hypoglycémiant de la guanidine chez les animaux suivi par sa
grande toxicité, a ouvert les portes de recherche d’autres molecules efficaces et moins toxiques.

Le développement est passé par la découverte de la galégine, puis de deux biguanides
synthétiques : synthalin A et synthalin B délaissés deés 1’apparition de I’insuline, et enfin la
phenphormine, metformine et buformine. Seule la metformine a satisfait ces recherches car la
bufomine et la phenformine ont été retirés du marché en 1970 suite a leurs effets indésirables
toxiques [37,97,153]. La Figure -03- montre les structures chimiques de ces molecules.

a_ewr i HH
T}
MHs — C — P
Cenbcaineg P
1
= CH— GH, —NH — & — MH,
Symthailin A rt.=—| h"-|
MHs— G — M — [CHuje— MH— © — MHs
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MH,— G — B —[CH ), — HH — S —HMH,
Pl — 0 — HH—C —HHy
Pt Foarmin rH o
CHy. 1 Tl
M— & —HMHH— & — MH
CHa
Presnfoarmin MH MH
—EHE, 1
— SE— D — B — O — P
H
Bauiocmiin HH HH
CH —[CHG 1 1]
e

Figure 3 : Développement historique des biguanides a partir de la
guanidine [97].

L’action antidiabétique de la metformine a été prouvée pour la premiére fois en 1957 par
Dr Jean Sterne (clinicien francais) et son équipe [104].

La metformine a eu son premier visa de commercialisation le 19 Mars 1959, suite a la
publication de Sterne intitulée : “’Du nouveau dans les antidiabétiques. La NN dimethylamine
guanyl guanide (N.N.D.G.) “’en 1957 [51, 160].

Elle est introduite comme ADO au méme titre que la phenformine (phényléthyl biguanide)
aux Etats-Unis et la buformine (monobutyl biguanide) en Allemagne (Figure-3-).Ces deux
derniéres ont été retirées du marché vers la fin des années 1970, a cause des effets secondaires
observés, en particulier les acidoses lactiques pouvant mener a la mort [76, 97, 104].

Le seul biguanide antidiabétique encore commercialisé est la metformine, elle ne cesse de
prouver son efficacité et son innocuité [36, 51, 89].

La Figure-4- représente les antidiabétiques les plus prescris aux Etats-Unis entre juillet
2011 et juin 2012. La metformine a été prescrite plus de 49 millions fois [180].

[4]



CHAPITRE | : LA METFORMINE HYDROCHLORIDE

Metformin hydrochloride el
Glimepiride
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Metfarmin E
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Figure 4 : Top 10 drugs aux US entre juillet 2011 et juin 2012 [180].

C’est le traitement de premiere intention lors du diabéte de type 2 [21, 33].

La metformine est une drogue officielle a la Pharmacopée Américaine (USP), Britannique
(BP), Européenne (EP) et Indienne (IP). Elle est a la liste des médicaments essentiels de
1I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) de 2017. En Algérie, elle figure dans la liste | de la
Nomenclature Nationale Des Produits Pharmaceutiques A Usage De La Médecine Humaine [07,
08,128,148,183].

I- Propriétés physico-chimiques de la metformine :

La metformine hydrochloride ou « Metformini hydrochloridum », de formule chimique
brute C4H12CINs est un composé hygroscopique de godt amer. C’est une petite molécule ayant
plus d’atomes d’azote que de carbone, Son point de fusion est bas [02,33, 51, 131, 159].

Les études cristallographiques et la spectroscopie de masse montrent la nature dimérique
de la metformine due a la présence des liaisons hydrogenes. Sa structure cristalline est
monoclinique : il s’agit de deux guanides planes avec deux angles droits de 90° et un troisieme
égal 4 67,9° [27, 51, 57].

Les liaisons C==N de la metformine et ses sites de protonation majorent son caractére
hydrophile, elle est de ce fait trés soluble dans 1’eau. C’est une molécule trés polaire, sa grande
polarité rend difficile son extraction [22, 51, 147, 159].

La metformine hydrochloride est un sel d’une base diacide ayant une grande constante de
dissociation. Par ses deux sites de protonation, la metformine regoit un seul HCI dans le 1 car le
2°Me est protoné par formation d’une liaison hydrogéne intramoléculaire. Il s’agit d’un monosel
[51].

[5]



CHAPITRE | : LA METFORMINE HYDROCHLORIDE

A température ambiante, la metformine hydrochloride résiste a I’action des acides
minéraux, donc pour pouvoir effectuer une telle réaction il faut chauffer le milieu réactionnel.
Sous ’action de la soude 1N bouillante, pendant 30 minutes, une disparition de la metformine est
observée avec détection par HPLC des molécules de du Biuret, diméthylurée et de guanylurée

qui sont des produits de dégradation [51].

L’action des oxydants tel que le peroxyde d’hydrogéne H2O2 a produit des molécules de
Biuret, diméthylurée, guanylurée et mélamine (I’impureté D). De plus, la décomposition de la
metformine est rapide avec émission de vapeurs toxiques des oxydes nitriques [02, 51].

Les caractéristiques physico-chimiques de la metformine hydrochloride sont résumées
dans le Tableau -1-ci-dessous :

Tableau 1: Propriétés physico-chimiques de la metformine hydrochloride
[02, 13, 27, 51, 124, 159]

Nomenclature

Nom chimique

N,N-diméthylimidodicarbonimidique diamide
Hydrochloride

Nom IUPAC Chlorhydrate de 1,1-Dimethylbiguanide
(llzhol:nr?g:,lee C4H11N5,HC| ou C4H12CINs
Propriétés 165.625 g/mol
- PM
Chimiques
Pka; = 2,77
pKa Pka, = 11,52
Aspect physique Poudre cristalline blanche hygroscopique avec un
godt amer
Absorbance
dans I’UV 232 nm
Proprictés Point de fusi 222-226°C
physiques oint de fusion -

Polarité

LogP octanol eau= -2,64

Solubilité

Soluble dans 1’eau, I’éthanol 96°
Insoluble dans I’acétone et le chlorure de méthyléne

[6]
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I1- Synthese chimique :

Un biguanide est constitué¢ de deux guanides jointifs, le nom “’biguanide’’ a ét¢ donné par
Rathke en 1879 quand il a obtenu un composeé neuf apres réaction de condensation de trichlorure
de thio-urée et de phosphore avec de la guanidine. Cette synthese a été améliorée ultérieurement
a l’aide d’une réaction de condensation a 110° du cyanoguanidine avec une solution
ammoniaque de sulfate cuprique, dans un tube scellé. En 1892 les biguanides ont été obtenu par
fusion directe du chlorure d’ammonium avec de la cyanoguanidine a 195° pendant quelques
minutes, cette réaction est encore utilisée pour la synthése des biguanides substituées [131, 179].

La premiére synthése chimique du diméthylbiguanide remonte a I’an 1922 et est attribuée a
Werner et Bell de Trinity college, Dublin, Irlande [129, 154].

La metformine (N,N-diméthylimidodicarbonimidique diamide Hydrochloride) est
habituellement synthétisée par wune réaction entre diméthylamine hydrochloride et
dicyanodiamide a une température de 120-140°C pendant 4 heures avec un rendement de 69%
[143].

La synthése est schématisee dans la Figure-5- :

CH,
NH.HCL NH NH
HaN CH 2
N — C=N i o ” H
c + — N — C.NH.CNH ,HCL
1 T=120-140°C
Figure 5: Réaction de synthése chimique de la metformine. [143]
Avec :

1 : Dicyanodiamide
2 : Diméthylamine hydrochloride
3 : Metformine hydrochloride

I11- Propriétés pharmacologiques et mécanisme d’action:
i-1- Pharmacocinétique :

La metformine hydrochloride est absorbée dans 1’intestin gréle mais uniquement 70% de la
dose orale administrée est absorbée en presque 6h, en conséquence, la reprise fécale d’une dose
orale est de 30%. Du fait de sa bonne solubilité a pH entre 1 et 7.5, cette molécule appartient a la
3eme classe de BCS (Biopharmaceutical Classification System): haute solubilité faible
absorption (High water solubility low permeability) [111, 131, 167].

La metformine est trés soluble dans 1’eau et a une faible absorption intestinale. La
metformine est le substrat de plusieurs transporteurs poly-spécifiques appelés OCT (Organic
Cation Transporters) impliqués dans son absorption, sa distribution et son élimination [126,
134].

[7]
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Sa biodisponibilité est de 50 a 60% et le pic plasmatique est atteint aprés deux heures et
demi (2,5) heures de prise. La différence entre la quantité absorbée et la quantité bio-disponible
peut étre expliquée par 1’adhésion de la molécule a la paroi intestinale. La prise de I’alimentation
en méme temps que la metformine peut altérer son absorption. La concentration plasmatique
peut arriver jusqu’a 2 pg/ml une a deux heure apres I’administration d’une dose de 500 a 1000
mg. Pendant les essais cliniques controlés, la concentration plasmatique maximale n’a pas
dépassé 5 ug/ml méme a doses trés élevées. Sa demie vie (ti2) d’absorption est entre 0,9 et 2,6 h
[113,123,131].

C’est une molécule assez stable, de ce fait sa liaison aux protéines plasmatique est
négligeable. Elle a une diffusion trés importante dans les globules rouges et une faible diffusion
membranaire [126, 131].

La metformine se trouve sous forme de cation a pH physiologique. Le volume de
distribution (\Vd) de la metformine est de 63-276 litres. Son entrée hépatique est assurée par les
OCT-1[120, 153].

Eliminée telle qu’elle est au niveau rénal, la metformine n’est pas métabolisée au niveau
hépatique. Sa clairance rénale est supérieure a 400 mL/min avec un ty d’élimination égale a
6.5h. Du fait qu’elle soit éliminée sous forme inchangée et que sa demi-vie soit €levée, sa
posologie est adaptée en fonction du débit de filtration glomérulaire (DFG) chez les patients
présentant une insuffisance rénale [183].

11-2- Pharmacodynamie et Mécanisme d’action :

La metformine est un antidiabétique oral normoglycémiant [53]. Chimiquement et
pharmacologiquement, la metformine n’est liée a aucune autre classe d’antidiabétiques oraux
[131,144]. La metformine a une action antihyperglycémiante extra-pancréatique [17,58, 108].

C’est un sensibilisateur a I’insuline qui diminue la résistance périphérique a son action et la
potentialise sans stimuler sa sécrétion. Elle agit en présence d’insuline [32, 53,75 ,127].

Au niveau intestinal elle ralentie 1’absorption du glucose et augmente son utilisation in situ
[21, 95,130].

Au niveau hépatique, elle diminue la production du glucose en inhibant la néoglucogenése
et glycogénolyse. La metformine augmente 1’utilisation du glucose périphérique par action
membranaire elle favorise son entrée au niveau musculaire [17,66 ,75, 140].

- Action sur le métabolisme glucidique :

La metformine est un inhibiteur du complexe-1 (C-1) de la chaine respiratoire
mitochondriale. Cette inhibition altere la balance énergétique cellulaire en réduisant la
disponibilité en Adénosine Triphosphate (ATP) et en augmentant 1’ Adénosine Mono-Phosphate
(AMP) cellulaires. L’AMP étant un inhibiteur allostérique de la fructose-1,6-bisphosphatase,
I’enzyme clé dans la néoglucogenese, va diminuer la production du glucose hépatique par son
augmentation [102,110].

- Action sur le métabolisme lipidique :

L’augmentation de la charge énergétique (définie par un rapport AMP/ATP supérieur & 1)
conduit a I’activation de I’AMP-activated protein kinase (AMPK) menant a une réduction de la
lipotoxicité, ainsi la metformine aide a la perte de poids et diminue les Very Low Density
Lipoprotein (VLDL), Low Density Lipoprotein (LDL) et triglycérides, et a une amélioration de
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la sensibilité a I’insuline permettant ainsi de rétablir le contrle de la gluconéogenése [110,
120,131, 149].

Le mécanisme d’action de la metformine est illustré dans la Figure-6- qui schématise le
mécanisme d’action antidiabétique de la Metformine

Metformme

Glucose-6-phosphate

Ol <«—— [ ATP 1T AMP

Fructose- 61‘phosphate

‘,.f—\‘[_ (g\xil\?/g |—-I Fructose-1,6- blphosphatase

(= | Fructose-1,6- b|phosphate
O/ e K

Phosphoénolpyruvate
Lipogenése W B- oxydatlon (O]

. Pyruvate

il

& Lipotoxicité¢ = W Sensibilité
a l'insuline

Figure 6: Mécanisme d’action de la metformine au niveau hépatique [153]

D’autres actions ont été démontrées derni¢rement, parmi lesquelles on trouve 1’action
Antinéoplasique sur la protéine m-TORC1 (Mammelon Target of Rapamycin complexe-1),
inhibiteur de migration des cellules cancéreuses, ce m-TORC1 inhibe aussi 1’expression de la
matrix metalloproneinase-9 (MMP-9) par la suppression de 1’activation de 1’activateur de
transcription de protéine -1 (AP-1) [118, 120, 176]

La particularité de la metformine est qu’elle n’induit pas une hypoglycémie ni prise de
poids, mais elle peut étre responsable d’une acidose lactique gravissime [53, 75].

IV- Indications de la metformine hydrochloride :

La metformine est le traitement de premiére intention dans le diabéte type 2 non compliqué
autrefois appelé diabéte non insulino-dépendant , du fait de son co(t bas et de son efficacité. Le
diabéte sucre touche actuellement plus de 425 millions personnes dans le monde. L’indication de
la metformine hydrochloride se fait en particulier en cas de surcharge pondérale, lorsque le
régime alimentaire et 1’exercice physique ne sont pas suffisants pour rétablir 1’équilibre
glycémique. La balance bénéfice/risque est favorable chez la plupart des personnes avec des
effets indésirables maitrisables [75, 146, 164,169]

[9]



CHAPITRE | : LA METFORMINE HYDROCHLORIDE

Le diabéte sucré est défini comme maladie marquée par une hyperglycémie pathologique
dont les conséquences se font sentir a long terme. Sa valeur a jeun est supérieure a 1,26 g/L
(7 mmol/l) et supérieure a 2 g/L (11 mmol/L) en postprandial, confirmée a deux reprises [36,
58].

Cette hyperglycémie est chronique, elle est causée par une sécrétion diminuée de 1’insuline
(la seule hormone hypoglycémiante qui contréle le métabolisme glucidique), ou par la
diminution de son efficacité. Dans la quasi-totalité des cas sa cause est inconnue [19, 22].

On distingue deux types de diabete sucré :

- lediabéte de type 1:
Ou juvénile, anciennement appelé diabete insulinodépendant (DID), est la conséquence
d’une destruction auto-immune des cellules des ilots de Langerhans. Il s’installe brutalement

avant I’age de 20 ans. Son traitement vise a administrer de I’insuline a raison d’environs 40
unités/jour [53, 21].

- le diabete type 2 :

Anciennement dénommé diabete non-insulinodépendant (DNID), caractérisé par une
résistance vis-a-vis de I’insuline. Il s’installe discrétement par un épisode hyper-insulinémique
puis hypo-insulinémique. Son diagnostic se fait lors d’un dépistage ou au stade des
complications essentiellement aprés 1’age de 40 ans. Son traitement se fait par I’administration
des ADO seuls, ou associés a I’insuline [21].

Chez I’adulte la metformine hydrochloride peut étre utilisée seule ou en association avec
d’autres ADO (avec les sulfonylurées surtout) ou avec I’insuline. En revanche, Chez 1’enfant,
elle ne peut étre utilisée en association avec les ADO, seule 1’association avec I’insuline est
possible [21, 36]

Généralement, sa posologie est entre 400 mg et 1300 mg/j en 2 a 3 prises, on peut aller
jusqu’a 2000 mg si nécessaire [36].

Une fois un diabéte de type 2 est diagnostiqué, le premier geste thérapeutique a effectuer
est la prise des mesures hygiéno-diététiques associés a des activités physique, cela est nécessaire
a I’amélioration, voire le rétablissement d’un équilibre glycémique, ces recommandations sont
supportées par de bonnes données scientifiques (Grade A). Si I’objectif glycémique n’est pas
atteint, un traitement ADO est instauré [183].

La metformine hydrochloride est recommandée en premier lieu, en se basant sur des
données scientifiques assez bonnes (Grade B). En cas d’échec thérapeutique apres 6 mois de
traitement, on passe a prescrire deux ADO (Bithérapie), souvent I’hydrochloride de metformine
est associé a un sulfamide hypoglycémiant. La Figure-8- représente un schéma thérapeutique
proposé par le Vidal 2018 pour la prise en charge du diabéte de type 2 [21, 183].

[10]



CHAPITRE | : LA METFORMINE HYDROCHLORIDE

| Diabéte de type 2 l
IQ Régles hygiénodiététiques el activité physique w
Objectif de glycemie, le plus souvent HbA1c £ 7 % (cas genéral) |

Aprés 3 4 6 mois,
dosage hémoglobine glyquée (HbA1c)

| HbAte> 7 % l

Monothérapie orale + régles hygiénodiététiques
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traitement initial

Figure 7 : La prise en charge du diabete type 2 [183]

La metformine hydrochloride a d’autres indications en cours d’évaluation : le traitement
des ovaires polykystiques, du diabéte gestationnel et le cancer [98, 102, 103]

[11]
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V- Effets indésirables et Précautions d’emploi de la metformine Hydrochloride :

Des effets indésirables sont observés lors du traitement par la metformine. Les troubles
digestifs sont les plus fréquents surtout en début de traitement et ils sont doses dépendants : des
crampes abdominales, des nausées et des vomissements, en plus, la metformine est la premiere
cause de diarrhées chez un diabétique. Pour pallier a ces troubles, il est préférable de la prendre
au milieu des repas ou apres [53,66, 75, 183].

La metformine peut étre responsable d’une diminution de I’absorption de la vitamine B12,
qui risque d’engendrer une anémie macrocytaire, des neuropathies et des troubles cognitifs. Une
supplémentation en vitamine B12 est parfois nécessaire [80, 105].

Une acidose lactique rare, exceptionnelle et parfois mortelle (2 a 9 pour 100000 patients
par an) peut survenir au traitement par la metformine. Il s’agit d’une élévation du taux
plasmatique des lactates au-dela de la valeur normale qui est de 1 a 1,7 mmol/L, cet effet
indésirable survient suite a 1’accumulation de la metformine dans le cas d’une insuffisance
rénale, et de toute situation responsable d’hypoxie tissulaire [77, 99, 106, 131, 157].

Les premiers signes de I’acidose lactique sont des crampes abdominales et une asthénie,
qui nécessitent I’arrét immédiat du traitement et un ionogramme d’urgence avec le dosage de
lactates. Cette situation peut étre prévenue par un contrdle régulier de la créatinine. La prise
d’alcool peut majorer 1’acidose lactique causée par cette molécule [71, 75].

Le traitement par la metformine exige certaines précautions. Le contréle de la
créatininémie doit se faire régulierement, surtout chez les personnes agées [183]. Quand le DFG
est inférieur a 30 mL/min, la metformine hydrochloride est contre indiquée (Tableau-2-).

Tableau 2 : Adaptation de la posologie de I'hydrochloride de metformine
en fonction du DFG [183].

Dose journaliére totale
maximale (a repartir en2 a 3

DFG : . Autres éléments a prendre
; prises quotidienne)
(ml/min) (mg) en compte
Une diminution de la dose peut
étre envisagée selon la
60-89 3000 détérioration de la fonction

rénale

Les facteurs susceptibles
d’augmenter le risque d’une
45-59 2000 acidose lactique doivent étre
passés en revue avant

d’envisager I’instauration de la

metformine. La dose d’initiation
30-44 1 000 ne peut dépasser la moitié de la
dose maximale.

La metformine est contre-

<30 i indiquée

[12]
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VI- Formes galéniques de la metformine hydrochloride :
La metformine est un médicament commercialisé en Algérie sous forme de comprimés
pelliculés.

e Définitions :

“Un médicament tel qu’il est présenté au malade est constitué par un ou plusieurs
principe(s) actif(s), des excipients ou substances auxiliaires et des articles de conditionnements
< [52].

Les comprimes sont des préparations médicamenteuses solides contenant une unité de
prise d’un ou de plusieurs principes actifs [86]. Ils sont obtenus en agglomérant par compression
un volume constant de particules. Les comprimés enrobés sont des comprimés dont la surface est
recouverte d’une ou plusieurs couches de mélanges de substances diverses comme résines,
gomme, gélatine, sucre, substance plastifiantes, cires, polyols, colorants [12, 52].

L’enrobage se fait via deux procédés : dragéification et pelliculage. Dans le pelliculage les
comprimés sont enrobés par des substances filmogénes comme des dérivés de cellulose ou des
macrogols. Ce procédé est réalisé souvent en suspension dans I’air. Il s’agit d’une méthode
rapide, moins chére et automatisable, qui permet d’obtenir des comprimés moins gros qu’avec la
dragéification, et ou les rainures de sécabilité restent visibles [58].

La metformine peut étre seule dans sa forme galénique [107,111,155,165] ou en
association®. Elle existe en comprimés, formes retards ou des injections [111,134,158]

Quatre dosages sont disponibles dans la forme comprimée : 1000, 850, 700 et 500 mg.
Partout dans le monde, la metformine existe sous plusieurs sels: chlorhydrate, embonate,
chlorophénoxyacétate [75,122].

En Algeérie, il existe plus de 30 spécialités commercialisées de comprimés de metformine
hydrochloride a différents dosages : de 500 mg, 850 mg et 1000 mg, dont un princeps fabriqué
sous licence [173].

LI existe plusieurs associations de metformine avec d'autres PA : [125, 132, 137, 139, 148, 151, 157, 161, 162,
163]

[13]
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CHAPITRE Il : THEORIE DES METHODES A COMPARER

Dans ce chapitre on s’intéresse a décrire brievement les méthodes a comparer
ultérieurement dans la partie pratique : la spectroscopie couplée a I’'UV et la chromatographie
liquide haute-performance couplé UV.

I- La spectroscopie UV :

Tout au début, le terme spectroscopie désignait une branche scientifique ou le rayonnement
visible était décomposé selon différentes longueurs d’onde. Par la suite, d’autres types de
rayonnements électromagnetiques se sont inclus tels que les rayons X, le rayonnement UV, le
rayonnement IR, les micro-ondes et les ondes radio (Figure-8-). Ce sont des manifestations
moins évidentes par rapport a celles observées dans le domaine du visible. A ces méthodes, sont
ajoutées d’autres n’impliquant pas de rayonnement électromagnétique [78].

La spectroscopie UV fait partie des méthodes instrumentales spectroscopiques optiques, au
méme titre que les méthodes basées sur le rayonnement visible et infrarouge. Elle s’étend sur un
intervalle allant de 185 & 400 nm. L’unité dans le domaine de I’UV est le nanomeétre (nm) dont 1
nm est égal & 10°m [78, 83].
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Figure 8 : Schéma du domaine spectral de I'UV-visible [70].

I-1- Principe de la spectroscopie UV-vis :

L’analyse spectroscopique est fondee sur les interactions entre la matiere et une radiation
électromagnétique.Une radiation lumineuse est constituée de deux composantes perpendiculaires
: un vecteur champ magnétique et un vecteur champ électrique qui varient de facon sinusoidale
(Figure-9-), ils parcourent I’espace par un mouvement ondulatoire [40, 70].

Electric field

/Magnetic field
Direction
of
W\/ propagation

Figure 9 : Schéma explicatif d'une radiation électromagnétique montrant son champs électrique,
magnétique et la direction de propagation [43].
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L’absorption lumineuse résulte de I’interaction des photons de la source lumineuse avec les
chromophores de la molécule. Un chromophore est un groupement fonctionnel responsable de
I’absorption a une longueur d’onde donnée. En 1’absence de chromophore on ne peut pas étudier
I’absorbance dans 1’UV-vis [43, 70, 145].

Divers chromophores existent, le Tableau-3- résume les chromophores les plus utilisés
dans le domaine de I’'UV.

Tableau 3 : Exemples de chromophores [70, 78]

Chromophore Formule Amae (M)
Acétylene RC=CR 173
Oxime = NOH 190
Ethylene RCH=CHR 193
Amine —NH2 195
Carboxyle R-COOH 204
Amide R-CO-NH2 208
Nitro -NO2 210
Nitrite —ONO 230
Nitrate — ONO2 270
(ald%ﬁ%%?yle RHC=0 293
Nitroso -N=0 300

Lorsqu’une molécule isolée se trouvant a son état fondamental absorbe un photon dans
I’UV-vis, I’énergie correspondante est captée par un ou plusieurs €lectrons des liaisons oou et
les doublets non-liants n des atomes, ce qui est a 1’origine des transitions électroniques
responsables du passage a 1’état excité. A cet état son énergie électrique, qui est une composante
de I’énergie mécanique totale est alors modifiée [78, 83, 65].

[15]
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L’¢énergie associée a une radiation électromagnétique est définie par 1’équation :

E=hv
Ou:
E : est I’énergie (en joules)
h : La constante de Planck (6,62 x 1034J.s) et
v - La fréquence (en secondes)
I-2- Appareillage :
La plupart des instruments spectroscopiques utilisés dans 1’analyse dans 1’UV-vis sont
constitues de 5 parties :
e une source stable d’énergie rayonnante ;
e un sé¢lecteur de longueur d’ondes qui permet d’en isoler un domaine limité ;
e un ou plusieurs récipients porte-cuves ;
e un détecteur de rayonnement ;
e dispositif du traitement ou d’affichage du signal [83].

Les spectrométres sont soit de type séquentiel a optique normale ou une seule longueur
d’onde est envoyée, ou de type simultané a optique inverse permet une détection simultanée de
plusieurs longueurs d’ondes. Les spectrometres couramment utilisés vont généralement de 185 a
900 nm (Figure-10-) [78].

spectrométre de type sequentiel a8 optiqgue normale

source|— | monochromateur —"‘ﬁ ——— | détecteur

solution échantillon

spectrométre de type simultané a optique inverse

détecteur
source > » |systéme dispersiff ———» | a barrette

de diodes

solution échantillon

Figure 10 : Les types de spectrometres : instruments dans I'UV-visible [78]

I-2-1- Sources de radiations électromagnétiques :

Les sources de radiations électromagnétiques doivent étre a la fois stables et intenses dans
la région d’analyse voulue. Ces sources sont classées en sources continues émettant des
rayonnements de toutes les longueurs d’onde de la région spectrale ou elles sont utilisées
(Tableau-4-), et en sources a spectre de raies qui émettent par contre des bandes tres étroites
dont les longueurs sont connues avec exactitude (exemple: lampe a Mercure (Hg) pour
I’absorption a la longueur d’onde 254 nm). La combinaison de deux sources s’avere intéressante
pour couvrir un large intervalle allant du proche UV au visible [43, 78, 83].

Tableau 4: Exemples de sources continues [43].

[16]
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Source Région Domaine d’utilisation
Lampe a Hz, a D2 160 a 380 nm Absorption dans ’'UV
Lampe a tungstene 320 a 2400 nm Absorption dans le visible
Lampe a arc Xénon 200 a 1000 nm Fluorescence
I-2-2- Sélecteurs de longueurs d’onde :

Les appareils de spectroscopie sont munis d’un sélecteur de longueur d’onde qui ne permet
que le passage de la bande absorbée par le composé a analyser. Il existe deux types de
sélecteurs : les monochromateurs qui peuvent faire varier la longueur d’onde de fagon continue
sur un large domaine spectral, et les filtres avantageux par leur simplicité, robustesse et leur
faible codt. En pratique, plus la bande passante est étroite, plus les écarts de la loi de Beer-
Lambert sont faibles. Les appareils simultanés n’ont pas de monochromateurs mais un systéme
dispersif placé aprés le compartiment de 1’échantillon pour diffracter les radiations transmises.
[78, 83].

I-2-3- Cuve :
Le récipient contenant 1’échantillon est une cuve de 1 cm généralement, faite du quartz qui
n’absorbe pas dans la région de I’UV-visible [78].

1-2-4- Détecteur :

Le détecteur transforme 1’énergie rayonnante en un signal électrique mesurable. Il doit étre
sensible, avec une réponse linéaire sur un intervalle élargi et ayant un faible bruit de fond. Parmi
les types de détecteurs existants les photomultiplicateurs et les photodiodes sont les plus utiliseés.
L’association de plusieurs détecteurs photodiodes a permis de mettre au point la barrette de
diode qui caractérise les appareils simultanés [70, 78, 83].

I-2-5- Dispositif du traitement de signal :

Le dispositif du traitement recoit le signal électrique généré par le détecteur, le traite pour
’afficher par la suite d’une fagon convenable a I’analyste. Il peut étre utilisé pour calibrer la
réponse du détecteur, amplifier le signal recu, éliminer les composantes indésirables en les
filtrant ou effectuer des opérations mathématiques [43, 83].

I-3- Aspects qualitatif et quantitatif de la spectroscopie UV-visible :
I-3-1- Aspect qualitatif de la spectroscopie-UV:

La spectroscopie UV-vis peut étre une méthode qualitative, elle est généralement utilisée
pour I’identification des substances a partir de la comparaison de leurs spectres d’absorption
avec les spectres de référence correspondants. Quoiqu’elle ne permette pas une identification
absolue, elle peut étre utilisée pour confirmer I’identité des substances analysées [70, 78].

I-3-2- Aspect quantitatif :
La spectroscopie UV-vis est une méthode quantitative. Elle permet un dosage direct ou
indirect (aprés une réaction colorée appropriée) [29].

La concentration est déterminée par la mesure de 1’atténuation de I’énergie émise par la
source lumineuse. Cette atténuation, appelée transmittance (T) est donnée par 1’équation :

[17]
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Ou:
lo - est la lumiére incidente
| : est la lumiére transmise

La transmittance est le résultat de 1’absorption d’une quantité d’énergie par 1’analyte a
doser. D’ici, I’absorbance A a été défini comme suit :

A=-logT

La loi de Beer-Lambert définie ainsi une relation proportionnelle entre la concentration et
I’absorption [62], elle est comme suit :

A= €lc

Ou:
A :désigne I’absorbance, c’est un parameétre optique sans dimension.
& : est le coefficient d’absorption molaire (ou extinction) (I.molt.cm™) et A la
longueur d’onde a laquelle on a effectué la mesure.
| : I’épaisseur de la solution traversée (en cm) fixée généralement a 1 cm.
c : la concentration molaire [74, 78].

I-4- Applications dans le domaine de I’industrie pharmaceutique :

La spectroscopie d’absorption de I’'UV et du visible est largement utilisée dans le contréle-
qualité des produits pharmaceutiques. Ses applications sont nombreuses et la littérature est assez
riche. Elle peut étre utilisée pour les dosages de routine pour quantifier les substances actifs et les
excipients a condition qu’ils absorbent dans I’UV, a I’identification et détermination des
structures surtout celles ayant des bandes d’absorption assez fines et dans le controle de pureté
via le calcul du coefficient d’extinction qui refléte la pureté d’un composé quand il est a son
maximum. L’analyse des mélanges est aussi possible [40, 78].

I-5- Les limites de la spectroscopie UV :
De maniére générale la spectroscopie UV apporte peu d’informations structurales, elle est
peu précise et d’autres techniques sont plus performantes, il est de méme pour les composes a
analyser que leurs maximums d’absorption ne correspondent pas a des bandes larges. Pour les
composés ayant des longueurs d’onde d’absorption proches: la grande masquera 1’autre.
L’analyse en dessous de 185 nm est assez délicate car I’oxygéne O et I’air absorbent de maniére
intense [40, 78].

[18]
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I1- La chromatographie liquide haute-performance :
-1- Historique de la chromatographie liquide :

La chromatographie est un terme général qui englobe une large variété de techniques de
séparation, toutes sont basées sur le principe de partage d’une substance a analyser entre une
phase mobile pouvant étre liquide, gaz ou un fluide supercritique, et une phase stationnaire qui
peut étre soit de nature liquide ou solide.

La découverte de la chromatographie est attribuée au botaniste russe Mikhail Tswett [48,
88,109, 166]. Dans sa publication, en 1906, il décrivit son travail qui consistait en la séparation
des pigments végétaux dans une colonne en verre remplie de carbonate de calcium (CaCOa)
finement divisée et il donna a la méthode 1’appellation de « méthode Chromatographique » :

« Comme les radiations lumineuses dans le spectre, les différents composants d’un
mélange de pigments, obéissant & une loi, se trouvent séparés sur la colonne de carbonate de
calcium et peuvent ensuite étre déterminés qualitativement et quantitativement. J appelle une
telle préparation un chromatogramme et la méthode correspondante la méthode
chromatographique ».

La méthode s’est développée suite a des innovations telles que la chromatographie de
partage et sur papier dans les années 1940, la chromatographie en phase gazeuse au cours des
années 1950, la chromatographie d’exclusion stérique dans le début des années 1960.Et puis en
1969 le journal «Gas Chromatography » a changé son nom en «The journal of
chromatographique science » ce qui a reflété 1’intérét porté a la chromatographie liquide (CL).
Cela a ouvert les portes & la CL moderne [48, 68].

D’aprés la 9°™ édition de la pharmacopée européenne :

“’La chromatographie liquide (CL) est une technique de séparation chromatographique
reposant sur la distribution différentielle des especes entre deux phases non miscibles, une phase
stationnaire contenue dans une colonne et une phase mobile liquide qui traverse, par
percolation, cette phase stationnaire’’ [02].

Toutes les techniques de séparation de la chromatographie liquide ont en commun la nature
liquide de la phase mobile [23].

Dans le 5°™ syposium sur ‘’Advences in chomatography’’ @ Miami en 1969 une session
spéciale sur HPLC est organisée, des companies ont présentées des instruments pour HPLC et ce
meeting était la percée de ’HPLC. Le mérite du développement de la chromatographie liquide a
haute performance revient au professeur Horvath en 1970. L’HPLC est la chromatographie
liquide la plus utilisée, c’est une technique de chromatographie sur colonne dont la performance
en termes de sélectivité et résolution se sont grandement amélioré par la miniaturisation et
I’utilisation de phases stationnaires tres élaborées [47, 78, 109].

La chromatographie liquide a haute pression est souvent appelée chromatographie liquide
haute-performance (les deux ont comme abréviation HPLC) car elle offre une performance
meilleure que la chromatographie liquide classique [09].
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1-2- Principe de HPLC :

L’HPLC est une méthode de séparation physique [30, 60]. Sous des conditions optimales,
chaque constituant d’un compos¢ interagit différemment avec deux phases non miscibles : 'une
dite stationnaire (PS) finement divisée et emprisonnée dans une colonne, et I’autre dite mobile
(PM) ou éluant, de nature liquide [16, 78, 90].

La separation chromatographique passe par trois étapes essentielles : injection, séparation
proprement dite et élution. Quand un compose est injecté dans la colonne de CL, une bande
étroite est formée a 1’extrémité supérieure de la colonne. La migration des composants a travers
la PS est le résultat des forces opposées des mouvements d’entrainement par la PM et la
retardation par la PS. Ainsi, chaque composant est entrainé par la PM et retenu par la PS. La
mise en contact du composé avec les deux phases PS et PM, fait apparaitre un phénoméne de
distribution, responsable de 1’apparition des équilibres de concentrations. Par conséquent, ce
composé se sépare en ses divers constituants. [16, 78]

I-3- Appareillage de HPLC :

Un appareil HPLC est un ensemble de compartiments sophistiqués lui conférant une
facilit¢ de I’automatisation et une flexibilité d’emploi. La conception des différents systemes
HPLC est en gros la méme, seules leurs spécifications et leurs tailles différent. Il s’agit de
modules spécialisés dans des boitiers distincts ou intégrés pour minimiser 1’encombrement, ils
sont liés entre eux par des canalisations permettant la circulation de la phase mobile faites en
matieres qui n’interagit pas avec elle, de plus, elles doivent résister a la chaleur et aux grandes
pressions [23, 41, 78].

La Figure -11- montre la composition générale d’un appareil de HPLC. 11 est fait de :

e Réservoirs de phase mobile liés a un dégazeur

e Une pompe

e Uninjecteur

¢ Une colonne thermostatée

e Un détecteur lié au micro-ordinateur doté de logiciels traitant les résultats.

a— e I
solvants
(phase maobile) 1

degazewr 2
p{:i pe 3
1
injectewr a
cﬂlﬂlnne . r
thermostatee
-::Ié{élc;te-ur (=3

micro—ordinatsaar

Figure 11 :Schéma d'une installation HPLC [78]
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1-3-1-  La phase mobile :

Ou I’¢luant, est le solvant qui entraine le soluté a travers la colonne. En HPLC, la phase
mobile interagit avec la phase stationnaire fixée sur la colonne et avec le soluté et elle a de ce
fait, une influence sur la rétention du soluté et la séparation [78]

Le choix du solvant lors du développement d’une méthode HPLC a une grande
importance. Trois facteurs liés au solvant sont a prendre en considération :

e Propriétés physiques

e Propriétés chimiques, surtout en termes de respect de la compatibilité du
systeme et les aspects de sécurité ;

e L’impact de ces propriétés physico-chimiques sur I’analyse [79].

Le solvant idéal en HPLC doit avoir certaines spécifications. Il doit étre non corrosif au
systéme, solubilise le soluté, pure et n’absorbe pas dans le domaine de 1’analyse souhaitée, de
préférence : non toxique et non inflammable [30].

11-3-2-  La pompe:

Les pompes usuelles ont un débit allant de 0,001 a 10 mL, qui convient aux analyses
pharmaceutiques qui se font souvent a des debits entre 1 et 3 mL. La pompe doit avoir le
minimum de fluctuations pour garantir la stabilité du détecteur et la reproductibilité de la
rétention. Un appareil HPLC peut contenir une ou plusieurs pompes, associées a une chambre de
mélange. Elle force I’¢luant a traverser la colonne suivant un mode isocratique a composition
fixe ou au contraire a composition variable pour faire un gradient d’élution. Les pompes peuvent
étre a pression constante ou a débit constant. L’utilisation des pompes a débit constant s’est
avérée plus intéressant, du fait qu’elles s’adaptent aux variations de la résistance de la colonne et
de la viscosité de la PM, aussi la plupart des détecteurs mesurent la concentration en fonction du
temps, ce qui élimine la variance de I’analyse [09, 22, 24, 78].

I1-3-3-  L’injecteur :

Le volume maximal a introduire dépend du volume de I’échantillon dans la boucle
d’injection. Une bonne reproductibilité est garantie par I’injection automatisable d’un petit
volume d’échantillon tandis que I’injection manuelle dépend de 1’expérience de 1’opérateur. Le
plus petit volume injectable est de 1 pL [41].

11-3-4-  Colonne :
La colonne est le cceur de toute séparation chromatographique, 1'utilisation d’une colonne
HPLC stable est nécessaire pour la robustesse et la reproductibilité de la méthode [42, 84].
Il s’agit de tubes, souvent en acier inoxydable ou en verre. Elles font 10 & 30 cm de
longueur et 4,5 a 5 mm de diamétre interne. Les matériaux qui constituent la colonne doivent
étre inertes et capable de résister a la pression que nécessite la méthode [18, 22, 68].

[21]
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I1-3-5-  La phase stationnaire :

La phase stationnaire est contenue dans la colonne. La chromatographie en phase normal
consiste en I’interaction entre le soluté et la PS polaire, qui sera importante lors de I’emploi d’un
éluant apolaire. Suite a de nombreuses complications, la chromatographie a phase inversee (RP)
a été développée par le greffage de groupements apolaires. La plupart des separations de
molécules polaires ou a faible poids moléculaire se font par chromatographie-RP [28, 38].

11-3-6-  Détecteur :

Le détecteur est considéré comme 1’¢lément d’HPLC le plus important apres la colonne.
Ce n’est guére intéressant dans une analyse de séparer des composants sans pouvoir les identifier
[25].

Différents types de détecteurs existent. Le détecteur dans I’UV est tres utilisé en LC [34].
Il mesure les variations de I’absorbance dans I’UV résultant du passage de 1’analyte qui contient
des chromophores absorbants dans ce domaine. La longueur d’onde est choisie de maniére a
augmenter la sensibilité et la spécificité pour le composé a analyser [16, 63,85].

Le détecteur est lié & un micro-ordinateur qui s’occupe de I’enregistrement des résultats et
de leur traitement par des logiciels appropriés.

1-4- Le tracé chromatographique ou Chromatogramme :

Le chromatogramme (Figure-12-) est un graphique d’une fonction de concentration en
soluté en fonction du temps d'élution ou rarement du volume d’élution [18], il montre les
variations de la composition de la phase mobile et il est obtenu par un capteur placé en aval de la
colonne. Les pics qui apparaissent sur le chromatogramme représentent la réponse du détecteur
aux composants élués aprés sa conversion en un signal électrique [12, 72]. Le chromatogramme
est utilisé a la fois dans I’analyse qualitative et quantitative [83].

1o Ou Vi

L
H dn ou ‘R ou VR \‘ j’

A

Figure 12 : Chromatogramme [40]

Cette courbe traduit la variation d’un parametre relié a la concentration d’un soluté en
fonction du temps, du volume ou de la distance. En ordonnés on a I’intensité¢ du signal de
détection, et en abscisse on a le temps de rétention ou rarement le volume de rétention.

[22]
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Le pic idéal est de type Gaussien (Figure-12-). L’aire d’un pic (Ai) bien résolu est définie
comme I’intégral de la réponse du signal, du début jusqu’a la fin du pic. La hauteur du pic (h)
représente la distance entre la ligne de bas et le sommet du pic [84]

La distance de rétention (dr) est la distance entre le début de la chromatographie et le
maximum du pic [40, 56].

Le volume de rétention (Vr) représente le volume de la PM nécessaire a I’entrainement
d’une concentration maximale d’un solut¢.

Le temps de rétention (tr) est le temps que met un soluté pour traverser la colonne
chromatographique, autrement dit, c’est le temps entre I’injection d’un échantillon et le
maximum de son pic qui apparait au détecteur. L’intervalle de temps avant qu’un pic apparaisse
est appelé temps mort (tm) [83]. (Figure-13-).

La différence entre tr et tm est dite temps de rétention réduit tr*. Le tr dépend de la nature
des phases mobile et stationnaire, la température et la longueur de la colonne ainsi que du
gradient de pression [18].
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Figure 13 : Caractéristiques du pic idéal
[781

Ou :
d :désigne la largeur a mi-hauteur (50%) .
c: Ecart type la moitié de largeur du pic entre les deux points d’inflexion, a 60.6%,
o2 : variance du pic.
o: est la largeur « a la base » du pic, mesurée a 13,5 % de la hauteur [78].
Ces quatre (4) parametres majeurs sont souvent utilisés pour définir les caractéristiques du
systeme chromatographique, de la colonne et de la séparation en elle-méme.

I1-4-1-  Le facteur de rétention K’ ou capacité :

C’est une mesure de la rétention d’un soluté dans un systéme chromatographique
particulier, sous des conditions chromatographique données. C’est un facteur indépendant des
dimensions de la colonne et du débit de la phase mobile, mais affecté par toutes les autres
conditions chromatographiques [47, 48].

C’est le rapport entre la masse du soluté dans la PS et PM. Il est donné par la relation :

ms C5 Vg Vs
“my CyVy Vi

!
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Avec K la constante de NERNST définie par le rapport des concentrations entre PS et PM.
La capacité de rétention est définie en régime isocratique [18, 78].

11-4-2-  Lasélectivité a
Encore appelée facteur de séparation. Elle exprime la faculté d’un systéme
chromatographique a différencier entre les différents analytes. C’est le rapport entre leurs deux
temps de rétention réduit [23, 48, 50].
Onadonc:

Ky K
thy K, K,

11-4-3-  Efficacité N :
Représenté par le nombre de plateaux théorique, c’est un parametre caractéristique de la
colonne, il mesure le degré de dispersion du pic dans la colonne. Elle dépend de la longueur de la
colonne L [26].

Ou:
2

t
N =16 (—R)
w

La hauteur équivalente a un plateau théorique H est par contre un parametre indépendant
de la langueur de la colonne, il désigne la longueur d’une colonne a un seul plateau [46].

H=—
N
Pour une meilleure efficacité de la colonne, il faut atteindre un nombre de plateaux
théoriques maximal, et une Hauteur de petite valeur [68].

11-4-4-  Effet de la phase mobile :

Un des parametres les plus importants durant un processus de séparation
chromatographique est le débit de la PM. Ce débit représente la vitesse d’écoulement de la PM.
La relation entre le débit et I’efficacité de la colonne est décrite par la relation de VVan-Deemter,
ou la hauteur des plateaux théoriques est en fonction de la vitesse (u) d’écoulement de la PM
avec I’intervention de trois coefficients numériques expérimentaux A, B, C, ainsi 1’équation de
Van-Deemter est la suivante :

B
H=A+—+Cu
u

Ou:
H : Hauteur de plateau théorique.
A : coefficient de diffusion turbulente.
B : coefficient de diffusion longitudinale.
M : vitesse d’écoulement de la phase mobile.
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C : coefficient de résistance au transfert de masse [18].

11-4-5-  Résolution R :
C'est une mesure quantitative du degré de séparation entre deux pics chromatographiques

[24].
La résolution est définie comme suit :
R =R 110, 47]
wat+w 1
I-5- Aspects qualitatif et quantitatif de la chromatographie :

1-5-1-  Aspect qualitatif :

L’HPLC est une méthode qualitative comparative. L’identification d’une substance vise a
comparer son tracé chromatographique avec celui d’un témoin de référence. La méthode la plus
classique est celle de comparer le Tr d’une substance a identifier avec celui d’un étalon préparé
en respectant les mémes conditions [18, 78].

11-5-2-  Aspect quantitatif :

Un des points fort de I’HPLC, c’est qu’elle soit une excellente technique d’analyse
quantitative. Elle peut étre utilisée pour le dosage des composants majoritaires dans un composé
et méme ceux qui se trouvent a 1’état de traces. Les détecteurs utilisés peuvent étre soit des
détecteurs intégraux ou différentiel, les premiers fournissent la hauteur du pic (h) tandis que les
deuxiémes apportent ’aire du pic (Ai) respectivement proportionnelles a la concentration du
soluté chromatographi¢. La détermination d’une relation entre la réponse du détecteur et la
concentration de 1’échantillon est désignée par 1’appellation "calibration de la méthode" [84].

Il existe deux types de méthodes d’étalonnage dans une analyse quantitative de
I’échantillon :

e Une méthode d’étalonnage externe : ou le standard externe, est préparé séparément de
I'échantillon ;

e Une méthode d’étalonnage interne : dans ce cas le standard interne est un marqueur
introduit comme référence et qui a des grandeurs de rétention différentes de celles de
I'échantillon, et qu'on le rajoute a I'échantillon lui-méme. Elle permet d'avoir des
coefficients de réponse relatifs.

Dans le cas d’un étalonnage externe, se fait une comparaison entre un chromatogramme de
référence ayant une aire Airt Obtenue a partir d’injection d’un volume V d’une solution de
référence de concentration Cref, €t un autres chromatogramme dont I’aire est Aiech résultant de
l‘injection du méme volume V de la substance a analyser Cech. Ces deux chromatogrammes sont
acquis successivement, sans changer de conditions chromatographiques. Puisque les volumes
injectés sont égaux, il y a proportionnalité entre les aires. La méthode d'étalonnage externe est la
plus utilisée, du fait qu'elle fait appel aux coefficients de réponse absolus. Ses résultats sont trés
fiables [78, 83, 85].

Les aires obtenues dépendent des masses injectées, et les concentrations correspondantes :

mi=C,-*V

[25]



CHAPITRE Il : THEORIE DES METHODES A COMPARER

De cette relation appliquée sur les deux chromatogrammes découle une relation
caractéristique de la méthode d’étalonnage externe :

mrefzcref*sz et Mmep =Cecn*V =K

Aiéch
C: =C _—
éch ref A iref
1-6- Domaine d’application dans I’industrie pharmaceutique :

L’HPLC en industrie pharmaceutique a de nombreuses applications, et aucun laboratoire
ne peut I’ignorer [87]. Elle peut étre utilisée dans ’analyse qualitative et quantitative des
matiéres premiéres et produits finis, de molécules de masses grandes et polaires, dans la
séparation des substances organigues, inorganiques et biologiques, la séparation des mélanges
hétérogenes ou sous forme solide par I’emploi de solvant adéquat (méme ceux ayant un poids
moléculaire tres faible) [59, 83, 78].

Si les vitesses de séparation différent on pourra recueillir les composés séparément et qui
seront en solution dans la phase mobile. La maitrise de I’ensemble des paramétres de séparation
assure une bonne sélectivité, une répétabilité des analyses successives ainsi que la conservation
des conditions d’analyse rend les résultats reproductibles [78].

1-7- Limites de PHPLC :

Pour pouvoir identifier différentes substances: leurs SCR (substance chimique de
référence) doivent étre utilisées, avec respect des mémes conditions de déroulement de 1’analyse.
De plus -et comme toutes les méthodes comparatives- cette identification n’est pas absolue. Sa
mise en ceuvre est assez longue et le contact PM/PS peut modifier le temps de rétention de la
substance [78].

[26]
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CHAPITRE 11l : LE CONTROLE-QUALITE DE LA METFORMINE

La qualité tel que la défini la norme ISO est "'I'aptitude d'un ensemble de caractéristiques
intrinseques a satisfaire des exigences' [06].

Le systeme de gestion de la qualité (SQ) est un large concept couvrant tout ce qui peut
influencer la qualité d’un produit. C’est un ensemble de dispositions prises pour assurer que le
médicament soit de la qualité requise pour 1’usage auquel il est destiné. Il dirige et contréle toute
organisation ayant comme objectif de fournir un produit de qualité. Ce systeme a été établi
soigneusement avant qu’un échantillon ne soit analysé. Il prend en considération toutes les
exigences de I’AMM relatives a la qualité [13, 45].

Le contrble de qualité (CQ) fait parti du systeme de gestion de qualité. Tout au long du
cycle de vie d’un médicament, le CQ garantit que les analyses nécessaires et appropriées sont
réellement effectuées de facon cohérente et que les produits ne sont libérés que si leur qualité a
été jugée satisfaisante. Il se fait a différents niveaux en utilisant des technigques élaborées et en
respectant des normes [13, 91]. Différentes normes existes tel que les normes ICH (International
Conference of Harmonisation), les normes 1SO (Organisation Internationale de Normalisation)
[5, 6,171, 172].

Les bonnes pratiques de fabrication (BPF) s’appliquent au controle de qualité. Les
opérations de contréle doivent étre clairement décrites, spécifiant les procédures exactes a suivre
pour que les résultats soient acceptables [13].

Les méthodes analytiques décrites dans les pharmacopées sont de différentes catégories. Ils
peuvent servir uniquement a 1’identification : le cas de la spectroscopie infrarouge (IR) et la
chromatographie sur couche mince (CCM), des méthodes destinées a la quantification et au
dosage a la fois : c’est le cas des méthodes utilisées pour le contrdle des principes actifs, des
excipients et des impuretés, comme la chromatographie liquide haute-performance (HPLC) et les
méthodes de dosage quantitatif : comme la spectroscopie dans 1’ultra-violet (UV) [01, 02, 03, 04,
117].

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour le dosage de la metformine hydrochloride :
laCPG, CGL, SM, HPLC et autres [131, 150].

Dans la partie suivante, des proceédures de controle internes de la metformine
hydrochloride ont été consulté, afin de bien décrire les opérations de contrble effectuées sur la
matiere premiére (MP), en cours de fabrication ou contrdle “’in process’’ et sur le produit fini.

Le CQ est basé essentiellement sur :

e L’Analyse physico-chimique ;
e Le contrble pharmaco-technique ;
e Le controle microbiologique. [82]
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I- Le Controle De la Metformine Hydrochloride Matiére Premiére :
En plus des certificats d'analyse faits par le fournisseur, les controles sur MP sont
primordiaux [35]:
I-1- Le contrdle physico-chimique de la matiére premiére:
I-1-1- Aspect :
L’hydrochloride de metformine se présente sous forme de cristaux blancs ou sensiblement
blancs [02].

I-1-2- Identification :
L’identification de I’hydrochloride de metformine selon I’USP doit se faire par deux
méthodes : la spectrophotométrie d’absorption dans I’infrarouge (IR) et le test des chlorures, ces
deux méthodes apparaissent dans I’EP et la BP comme premiére identification [01, 02, 03].

I-1-2-1-  La spectrophotométrie Infrarouge :

La spectrophotométrie Infrarouge (IR) est une méthode instrumentale. C’est une analyse
spectrale, utilisée pour la vérification de I’identité de la matiére premiére contrdlée [11, 20].
Dans ce cas étudié son but est donc de démontrer qu’il s’agit bien de la metformine
hydrochloride. Le spectre de la substance analysée est comparé a un spectre d’absorption dans
I’infrarouge d’une substance de référence (SCR), ils doivent étre superposables [02, 29, 40].

La Figure-14- montre un spectre IR de la metformine hydrochloride :
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Figure 14 : Spectre infrarouge d'hydrochloride de metformine [03]
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I-1-2-2-  Test des chlorures :

Le test des chlorures a comme objectif de confirmer la présence de la metformine sous
forme de sel d’hydrochloride. Les différentes pharmacopées proposent des tests mettant en
évidence la présence des ions chlorures, de sensibilité et de spécificité variable [01,02, 03, 73].
Dans la pharmacopée européenne il est décrit dans la partie “'2.3.1.Réactions d’identité des ions
et des groupes fonctionnels’’ et il se fait comme suit :

Dissolvez une quantité de la substance a examiner correspondant a 2 mg environ de
chlorure (Cl-) dans 2 ml d’eau R, ou utilisez 2 ml de la solution prescrite. Acidifiez par
[’acide nitrique dilué R. Ajoutez 0,4 ml de solution de nitrate d’argent RI. Agitez et
laissez reposer. Il se forme un précipité blanc caillebotté. Centrifugez et lavez 3 fois avec
1 ml d’eau R. Effectuez cette opération rapidement, a [’abri d’une lumiere vive, sans
tenir compte du fait que le liquide surnageant ne devient pas parfaitement limpide.
Mettez le précipité en suspension dans 2 ml d’eau R et ajoutez 1,5 ml d’ ammoniaque R.
Le précipité se dissout facilement a [’exception d’éventuelles particules importantes qui
se dissolvent lentement.

Dans un tube a essai, introduisez une quantité de la substance a examiner
correspondant a 15 mg environ de chlorure (CI-) ou la quantité prescrite. Ajoutez 0,2 g
de dichromate de potassium R et 1 ml d’acide sulfurique R. Placez sur [’orifice du tube a
essai une bande de papier filtre imprégnée de 0,1 ml de solution de diphénylcarbazide R.
Le papier se colore en rouge-violet. Le papier imprégné ne doit pas entrer en contact
avec le dichromate de potassium.

I-1-3- Dosage de I’hydrochloride de metformine matiére premiére :

Le dosage de I’hydrochloride de metformine se fait par titrimétrie en milieux non aqueux
en se basant sur le fait que la substance dosée soit un sel hydrochloride d’une base organique.

Essai : 60 mg de metformine hydrochloride sont mises en solution dans 4 mL d’acide
formique anhydre. On ajoute 50 mL de I’anhydride acétique puis on titre en ajoutant de I’acide
perchlorique 0,1 N. Le point d’équivalence est détecté¢ par potentiométrie. La réalisation d’un
essai & blanc est nécessaire [01].

Pour 1 ml d’acide perchlorique 0.1N correspond 8.28 mg d’hydrochloride de metformine,
les normes sont de 98.5% a 101.0% [01,02, 03, 29].

I-1-4- Les cendres sulfuriques dans la matiére premiére :

Le test des cendres sulfuriques est I’essai le plus rapide et le plus général qui permet
d’apprécier le taux des impuretés inorganiques présentes dans la substance active [39]. La
procédure de réalisation de ce test telle qu’elle est décrite dans la pharmacopée est la suivante :

Chauffez un creuset approprié (de silice, de platine, de porcelaine ou de quartz, par
exemple) a 600 + 50 °C pendant 30 min. Laissez refroidir dans un dessiccateur sur du gel de
silice ou autre desséchant approprié puis pesez.

Dans le creuset, introduisez la prise d’essai puis pesez. Humectez la substance a examiner
avec un peu d’acide sulfurique R (généralement 1 ml) et chauffez doucement, a une temperature
aussi faible que possible, jusqu’a carbonisation compléte de 1’échantillon. Apres refroidissement,
humectez le résidu avec un peu d’acide sulfurique R (généralement 1 ml). Chauffez doucement
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jusqu’a ce qu’il n’y ait plus de dégagement de fumées blanches, puis calcinez a 600 + 50 °C
jusqu’a incinération compléte du résidu.

Veillez a ce qu’il n’y ait aucune émission de flammes lors du procédé. Laissez refroidir le
creuset dans un dessiccateur sur du gel de silice ou autre desséchant approprié, puis pesez a
nouveau et calculez le pourcentage de résidu.

Si la quantité du résidu ainsi obtenue dépasse la limite indiquée, répétez I’addition d’acide
sulfurique R, puis la calcination comme précédemment pendant des périodes de 30 min jusqu’a
ce que 2 pesées ne different pas de plus de 0,5 mg ou que le pourcentage de résidu soit conforme
a la limite prescrite.

La quantité de substance utilisée pour ’essai (habituellement 1-2 g) est choisie de facon a
obtenir, & la limite prescrite, un résidu (habituellement de I’ordre de 1 mg) qui peut étre pesé
avec une exactitude suffisante.

La limite supérieure fixée par les différentes pharmacopées est de 1% déterminée dans 1g
de chlorhydrate de metformine [01,02, 03].

I-1-5- Les Métaux lourds :

Les métaux lourds sont des impuretés inorganiques pouvant avoir plusieurs origines. Le
matériel, les réactifs et les solvants utilisés dans les procédures de synthése et de fabrication de la
matiere premiere peuvent étre des sources de ces métaux lourds [39]. Les métaux qui vont
typiquement réagir aux tests décrits dans les différentes pharmacopées sont : le plomb, mercure,
bismuth, antimoine, étain, cadmium, argent, cuivre et le molybdéne [02].

A partir de la 9¢ Edition de la PE, I’essai des métaux lourds (2.4.8.) a été supprimé dans
toutes les monographies spécifiques portant sur des substances a usage humain ou vétérinaire.
L’essai ne figure plus dans les nouvelles monographies. Les utilisateurs sont supposés appliquer
les lignes directrices énoncées dans le guideline ICH Q3D [02, 29]. Tandis que cet essai figure
toujours dans I’USP 40, les métaux lourds ne doivent pas dépasser 10 ppm [02].

I-1-6- Impuretés organiques :

Les substances apparentées de I’hydrochloride de metformine sont dosées par HPLC
couplée UV (HPLC-UV) [01,02,03].

Deux méthodes de dosage figurent dans I’EP :

La premiére concerne le dosage de I’impureté spécifiée F ou N-méthylméthanamine. Elle a
la particularité de n’étre dosée par HPLC qu’apres dérivatisation. Son dérivé est détectable a 380
nm;

La deuxieme concerne le dosage des autres impuretés (A, B, C, D et E) décelables a 218
nm. L’USP ne décrit qu’une méthode de dosage de cyanoguanidine ou substance apparentée dite
A [02].

Les différentes impuretés déja citées sont regroupées dans le tableau ci-dessous (Tableau-
5-):
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Tableau 5 : Les substances apparentées de I’hydrochloride de metformine (15).

Substance L
apparentée Nom chimique Structure chimique
NH
A Cyanoguanidine J\ ~CM
HaM N
H
By
B (4,6-diamino-1,3,5-triazin-2-yl)guanidine jl N Jl\ﬂ_l
HoN" "N~ N~ “NH,
H
CH3
HoNo N ,rlq
N,N-dimethyl-1,3,5-triazine-2,4,6-triamine . =F CH3
C (N,N-dimethylmélamine) N___=N
NH-
HoMN ™ NH_
1,3,5-triazine-2,4,6-triamine Y ‘\xl/
D (mélamine) Nl N
NH
jl‘lj Jh_ltl
Cmé . . __,.C-H
E 1-méthylbiguanide HoN N N 3
H H
= N-méthylméthanamine (diméthylamine) CH-NH-CH,
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I-2- Contréle pharmaco-technique de la metformine hydrochloride matiére
premiére : Perte a la dessiccation

C’est une méthode gravimétrique (perte de masse exprimée en pourcentage m/m), utilisée
pour la détermination du taux d’humidité (le taux de I’eau et aussi les autres substances volatiles
a la température de dessiccation) du produit a contréler [02, 29].

L’PE decrit dans le chapitre des généralités dans sa partie 2.2.32 cing (5) différentes
conditions opératoires pour la reéalisation de cet essai dans un dessiccateur, une étuve ou sous
vide. La mise du produit dans I'étuve a 105 °C (pour harmonisation avec la JP et I'USP) se fait
selon la température prescrite dans la monographie et avec une tolérance implicite de £ 2 °C
préférable pour les substances stables a 105°C. La prise d’essai est choisie de telle sorte a ce que
la différence des masses avant et apres dessiccation soit comprise entre 5 et 50 mg [29, 52].

Dans le cas du chlorhydrate de metformine ’essai se fait dans une étuve a 105°C+ 2 °C
pendant cinq (5) heures, pour une prise d’essai de 1000 mg, la teneur obtenue doit étre inférieure
a 5% [01,02].

I-3- Contréle microbiologique de la metformine hydrochloride matiére premiére :

Les mesures a prendre sont faites pour éviter toute contamination accidentelle et ne doivent

en aucun cas affecter les microorganismes susceptibles d’étre présents dans les produits a
controler [02].

I-3-1- Dénombrement des germes aérobies viables totaux :

On cherche a établir le nombre des bactéries mésophiles et les moisissures et levures
aerobies. Ce test ce fait sur MP et PF. Les modalités de reéalisation des essais (nombre
d’échantillons a prélever et I'interprétation des résultats) sont fixées par accord mutuel avec le
fabricant et sont soumises a I’accord de I’autorité compétente [02].

e Préparation des échantillons :
La metformine est une matiére hydrosoluble, la pharmacopée recommande en ce qui
concerne les matiéres hydrosolubles une masse initiale de 10 grammes.
La masse pesée (10g) doit étre solubilisée dans 100 ml d’une solution tampon peptonée au
NaCl a pH=3 (ou un autre tampon approprié) pour avoir une dilution au 1/10 [02].

e Examen des échantillons :

Les aérobies viables totaux sont examinés par filtration sur membrane ou dénombrement
sur plaque.

La filtration se réalise sur une membrane de nitrate de cellulose pour les solutions aqueuses
(cas de la metformine) ayant une porosité nominale ne dépassant pas 0,45 pum. On utilise deux
filtres et on dépose 1g du produit dans chaque filtre. On lave par 100 ml de la solution tampon
peptoné a pH 7. L’un des filtres sera par la suite déposé sur une gélose B (milieu gélosé aux
peptones de caséine et de soja) pour rechercher les bactéries, et I’autre sur une gélose C (milieu
Sabouraud-glucosé-gélosé avec des antibiotiques) pour la recherche des moisissures et de
levures. L’incubation se fait pendant 5 jours a T°= 30 a 35° C (gélose B) et a T°= 20 & 25° C
(gélose C). A la fin de I’incubation, on calcule 1’unité formant colonie (UFC) par gramme de
produit [02].
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Le dénombrement sur plaque se fait par deux techniques. L une est un ensemencement en
profondeur, 1’autre est un étalement en surface. Le dénombrement sur plaque se fait dans des
boites de Pétri de 9 cm. 1 ml de 1’échantillon déja préparé sera déposé au fond de la boite et on
fait couler la gélose liquéfiée appropriée (B ou C) a une température dépassant pas 45° C. on fait
au moins deux boites par milieu et par dilution. On incube toutes les boites, 30 a 35° C pour les
géloses B et 20 a 25° C pour les géloses C. Les boites de gélose B contenant moins de 300
colonies (100 pour les geloses C) seront sélectionnées et la moyenne arithmétique sera calculée
pour déduire la valeur de ’UFC par gramme du produit. Quant a I’étalement en surface, il se fait
inversement a la méthode déja décrite et le séchage de la gélose avant d’ensemencer 0,1 ml de
I’échantillon se fait sous hotte a flux laminaire ou a I’incubateur. Le nombre total des aérobies
viables totaux est I’ensemble des UFC de bactéries, de moisissures et levures [02].

Pour les germes aérobies viables totaux, on tolére au maximum 102 bactéries et 103
moisissures et levures par gramme [02, 52].

I-3-2- Recherche des microorganismes spécifiés :

Ceux sont les entérobactéries et les autres bactéries gram-négatif (BGN) qui sont
recherchés. Le test est aussi valable pour Aeromonas et Pseudomonas [02].

Escherichia coli est I’espéce la plus importante du genre Escherichia. C’est une bactérie
qui métabolise les sucres par voie oxydative ou fermentaire [14].

La recherche d’E.coli suit les étapes suivantes :

e Préparation de I’échantillon :

C’est une étape commune avec le dénombrement des aerobies viables totaux détaillé dans
la partie précédente (I1-3-1). 10g sont pesés et mises en solution dans 100-ml du tampon peptoné
au NaCl a pH=3.

- 10 ml seront transférés dans 100-mL du milieu liquide A (bouillon caséine-soja).

- Apres homogénéisation, le flacon est incubé a 35-37° C pendant 18-24h

- 01-mL est pris apres agitation et dilué dans 100-mL du milieu G (milieu liquide Mac
Conkey). L’incubation se fait a 43-45° C entre 18 et 48 h.

- On effectue des subcultures sur le milieu H (milieu gélosé Mac Conkey) qui seront
incubées a 35-37° C entre 18 et 72 h.

Les cultures sont positives si il y aura présence de colonies rouges, non mucoides, a BGN
en batonnets, la présence de E.coli est possible. Si c’est le cas: les tests d’indentifications
biochimiques doivent étre faits par la suite [02].

Le produit est satisfait si les cultures sont négatives. E.coli doit étre absente des produits
pharmaceutiques [02, 52].
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I1- Contrdle in process de la Metformine Hydrochloride : Paramétres pharmaco-
techniques :
-1- Aspect des noyaux :
I1 s’agit de comprimés ronds ou ovales, de couleur blanchatre, biconvexes pour faciliter le
pelliculage par la suite, sécables ou non.

1-2- Mesure des dimensions du comprime nu :
On mesure le diametre et 1’épaisseur du noyau a I’aide d’un pied a Coulisse. Les
spécifications sont décrites dans les procédures internes propres a chaque producteur.

1-3- Test d’uniformité de masse :

L’uniformité du dosage unitaire est un paramétre important ayant comme but le contréle de
la répartition dans les préparations présentées en unités de prise [52]. Pour démontrer
I’homogénéité de la répartition du mélange initial en unité de prise I’'USP cite deux méthodes:
I’uniformité de teneur et I’uniformité de masse. En régle générale, les comprimés non enrobés et
les comprimés pelliculés dont la quantité de la substance active est supérieure a 25 mg, la
méthode a utiliser est I’'uniformité de masse [01]. Ce cas s’applique aux comprimés nus et les
comprimés pelliculés ayant comme substance active 1’hydrochloride de metformine.

Cet essai n’est exigé que pour les comprimés non enrobés et, sauf exception autorisée, pour
les comprimés pelliculés [01]. L’uniformit¢é de masse est conditionnée par la fluidité des
granulés obtenus au cours de la fabrication [52].

Le machiniste chargé de la compression effectue des pesées a des intervalles de temps
fixes. Cette tache consiste a peser 20 comprimés en vrac nu a 1’aide d’une balance, la masse
individuelle de 2 au maximum des 20 unités peut s’écarter de la masse moyenne d’un
pourcentage de 5%, mais la masse d’aucune unité ne peut s’écarter de plus du double de ce
pourcentage donc de plus de 10% [02].

1-4- Test de Friabilité :

La friabilite est le phénomene par lequel la surface des comprimeés est endommagée ou par
lequel des signes d’abrasion ou de rupture apparaissent, sous 1’effet de chocs mécanique (chutes)
ou d’une attrition (frottements).Ce paramétre est exprimé en pourcentage de perte par rapport a
la masse initiale. Le test de friabilité permet de prouver la capacité du comprimé a résister a toute
les manipulations qu’il aura a subir jusqu’au moment d’utilisation. Ce test est harmonisé entre
’EP, I’USP et la pharmacopée japonaise [01, 04, 52 ].

Le test de friabilité est réalisé a 1’aide d’un friabilimétre (tambour rotatif normalisé). A
chaque rotation les comprimés sont projetés du centre du tambour vers la paroi extérieure selon
une trajectoire curviligne avec une vitesse de rotation de 25 tours/min. Les comprimés sont pesés
avant et apres ce traitement. La perte de masse doit étre minime [02].

Dix comprimés nus de la metformine préalablement peses sont placés dans le friabilimétre.
Aprés une rotation a 100 rotations pendant 4 min ces comprimés seront de nouveau pesés. Les
différentes pharmacopées exigent un taux de friabilité inférieur ou égal a 1%.
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I-5- Résistance a la rupture des comprimés :
Ou test de dureté, est un essai qui consiste en la mesure de la force mécanique nécessaire

pour provoquer la rupture des noyaux par écrasement. Les normes sont fixes pour chaque
producteur [02].

11-6- Test de désagrégation :
La désagrégation ou ‘’délitement’’ n’implique pas une dissolution compléte [02]. Elle vise
a solubiliser le noyau dans I’cau. Ce test se fait sur six (6) comprimés prélevés sur chaque lot
fabriqué. Différents types d’appareil existent, celui que décrit la pharmacopée est constitué de six

tubes dont chacun regoit un comprimé. Le dispositif est plongé dans de 1’eau a 37+1° C. Un bon
comprimé doit se dissoudre en moins ou eégal a 30 minutes.

I11- Controle de la Metformine Hydrochloride Produit Fini :
1-1- Control physico-chimique de la metformine hydrochloride produit fini :
I11-1-1-  Aspect du produit fini :

Comprimés enrobés, pelliculés sécables ou non (selon le dosage).

I11-1-2-  Identification du produit fini :
L’identification de la metformine hydrochloride dans le produit fini peut se faire soit par
spectrométrie IR (Figure -15-) ou par réaction colorée.

La vérification de la présence de la metformine sous sa forme de sel d’hydrochloride se fait
par la réaction des chlorures.
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Figure 15 : Spectre infrarouge d'un PF de metformine hydrochloride [03].
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I11-1-3- Dosage du chlorhydrate de metformine produit fini :

Le dosage du chlorhydrate de metformine peut se faire par plusieurs méthodes, celle
décrite par I’USP et la BP est une méthode de dosage par spectroscopie d’absorption dans ’'UV.
Le chlorhydrate de metformine a un maximum d’absorption a 232 nm quand le solvant est I’eau
purifiée (La procédure sera détaillée dans la partie pratique Chapitre I11).

La concentration des solutions standards et d’essais en chlorhydrate de metformine, est de
I’ordre de 0.1 mg/mL [01,03].

I11-1-4-  Le dosage des impuretés dans le produit fini :
L’USP exige le dosage de I’'impureté D (mélamine), tandis que la BP impose le dosage de
I’impureté A (cyanoguanidine) [01, 03]. Le dosage de ces impuretés se fait par HPLC-UV dont
les conditions de réalisation sont décrites sont comme suit :

e Le dosage de la mélamine selon I’USP : [01]

Mode : Chromatographie liquide

Phase mobile : 17 g/L du dihydrogenophosphate d’ammonium dans 1’eau ajusté avec
’acide phosphorique a un PH=3.07.

Phase stationnaire : L9 : Gel de silice totalement poreuse avec des pores sphériques
ou irréguliers, ayant un groupement chimique fortement acide a
membrane échangeuse de cations. Son diamétre est de 3 a 10-um.

Dimensions de la colonne : 4.6-mm x 250-mm

Débit : 1.0-1.07 mL/min

Temps d’analyse : Deux fois le temps de rétention du chlorhydrate de metformine.

Volume d’injection : 20 pL

Détection : UV & 218

e Le dosage de la cyanoguanidine selon la BP : [03]
Mode : Chromatographie liquide
Phase mobile : 17 g/L du dihydrogenophosphate d’ammonium dans 1’eau ajusté avec
I’acide phosphorique a un PH=3.07.
Phase stationnaire :Gel de silice greffé par un groupement de I’acide benzéne
sulfonigue avec une porosité de 5-um.
Dimensions de la colonne : 4.6-mm x 125-mm
Débit : 1.0 mL/min
Temps d’analyse : Deux fois le temps de rétention du chlorhydrate de metformine.
Volume d’injection : 20 pL
Détection : UV a 218
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1-2- Controle Pharmaco-technique du produit fini :
I11-2-1-  Test de dissolution :

Le test de dissolution est utilisé pour déterminer la vitesse de dissolution du principe actif
contenu dans les formes solides tels que les comprimés..

La pharmacopée décrit quatre méthodes pour la détermination de la vitesse de dissolution
en fonction du dissolu-test utilisé : Appareil a palette tournante, appareil a panier tournant,
méthode a cellule a flux continu et appareil a piston [02].

Le test de dissolution doit se faire dans des conditions prédéfinies : composition, volume et
température du milieu de dissolution, la vitesse d’agitation de la palette, du panier ou le débit
pour la cellule a flux continue, le nombre d’essais et le temps de réalisation de la méthode. Le
principe actif est dos¢ a I’aide d’une méthode analytique appropriée. Le tableau suivant
(Tableau-6-) résume les conditions opératoires exigé par 1’USP pour la réalisation du test de
dissolution des comprimés enrobés de 1’hydrochloride de metformine. L’USP décrit 3 tests de
dosage de I’hydrochloride de metformine aprés dissolution. Les deux premiers tests se font par
spectroscopie UV, tandis que le troisieme est un dosage par HPLC [01].

Le test (01) consiste a doser directement 1’hydrochloride de metformine dissout dans le
dihydrogenophosphate de potassium apres une simple filtration de la solution obtenue. La
concentration de cette substance active ne doit pas étre inférieure a 70% de la concentration
initiale du comprimé. Le maximum d’absorption est a 233 nm [01].

Les conditions opératoires du test sont décrites dans le tableau ci-apres (Tableau-6-) :

Tableau 6 : Les conditions opératoires du test de dissolution (01) exigées par I’USP (2).

Composition du milieu de dissolution Dihydrogenophosphate de

potassium
PH du milieu de dissolution 6,8
VVolume du milieu de dissolution 1000 ml
Température 37°+/-0.,5
. et ; e
La vitesse d’agitation de ’appareil a palette 100 tours/min
tournante
temps d’agitation 45 min
Nombre d’essai comprimés
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I11-2-2-  Test de sécabilité :

Les comprimés sécables font partis des formes unitaires fractionnables, ils comportent une
rainure ou deux rainures en croix. Pour assurer que le malade aura bien la dose prévue apres
fractionnement du comprimé, il faut vérifier que les fractions sont de masse a peu pres égale et
cela par la réalisation de test de sécabilité [52].

Ce test est réalisé sur les comprimés comportant un ou deux barres de cassure. Le
comprimé d’hydrochloride de metformine du dosage 1000 sont des comprimés sécables.

11-3- Contréle microbiologique des produits finis:

Pour les produits finis, les germes recherchés sont les mémes que ceux recherchés dans la
matiere premiere (titre : 1-3). On prend cinq (5) échantillons de chaque lot (pour avoir les 10
grammes on peut prendre 2 grammes de chaque échantillon), puis on procéde comme pour le
contrdle microbiologique de la matiere premiére [02].
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| INTRODUCTION A LA PARTIE PRATIQUE
INTRODUCTION DE LA PARTIE PRATIQUE :

Dans le présent travail deux méthodes pharmacopées d’analyse du chlorhydrate de
metformine seront comparées : La spectroscopie-UV et I’THPLC.

L’objectif de cette étude expérimentale comparative est de mettre en évidence les points de
convergences et de divergences entre les deux méthodes analytiques, et de voir la place et
I’intérét de chacune des deux méthodes dans 1’analyse de la metformine hydrochloride.

Pour évaluer une méthode analytique, on doit tester si son principe est valable pour
parvenir a un but deja fixe, si ses valeurs techniques et économiques lui conférent une souplesse
d’utilisation et un coilt raisonnable par analyse, et si sa valeur analytique et sa précision sont
satisfaisantes. Une méthode précise est une méthode fidéle : avec une bonne reproductibilité et
une bonne répétabilité, juste : ou les résultats obtenus par cette méthode sont en compléte accord
avec une méthode de référence et sensible aux variations des concentrations détectées [115, 116].

Deux stages industriels d’un mois (1) et de trois (3) mois ont été effectués dans le cadre du
suivi de deux produits : il s’agit du princeps GLUCOPHAGE® de MERCK, produit au niveau
de I’industrie pharmaceutique NOVAPHARM de Bousmail, et du générique DIAGUANID®
fabriqué par I’industrie SAIDAL unit¢ PHARMAL site de Dar El Beida. Une semaine au Centre
de Recherche en Analyses Physico-Chimiques CRAP-C de Bousmail a cloturé 1’étude pratique.

Tout au long des stages, trois (3) dosages ont €té analysés : 500, 850 et 1000 mg. La
spectroscopie-UV de plusieurs lots de chaque dosage a été réalisée dans les deux industries,
complétée par le balayage des MP, de deux (2) lots pour les dosages 500 et 850 et d’un lot du
dosage 1000 répété trois (3) fois.

L’HPLC-UV, quant a elle, a été faite dans ’unit¢ PHARMAL de SAIDAL et aussi au
niveau du CRAP-C pour avoir plus de résultats pour les différents dosages étudiés.

Le total des échantillons analysés par spectroscopie-UV est de 29 lots, la courbe
d’étalonnage a été tracée apres la réalisation d’une série de dilution. Pour I’'HPLC six (6) lots ont
été sélectionnés dans 1’ensemble des trois dosages, en plus d'un standard externe.

Les bonnes pratiques de laboratoire (BPL) ont été respectées lors de la présence et la
manipulation des échantillons dans les différents laboratoires. Toutes les mesures de sécurité ont
été prises en vue de minimiser tout risque probable : le port des blouses, des gants et des
masques surtout lors de la réalisation de I’analyse chromatographique en utilisant différents
solvants organiques.

La collection des résultats et leur traitement, ainsi que les représentations graphiques ont
¢été faits a I’aide de Microsoft Excel.
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Chapitre 1l : MATERIEL ET METHODES

Chapitre 11 : Matériel et Méthodes :

I- Matériel :

Les équipements utilisés lors de la réalisation des dosages spectroscopique et
chromatographique de la metformine hydrochloride sont qualifiés, calibrés et étiquetés
correctement avec leurs références. La verrerie était de la qualité requise pour chaque analyse,
ainsi que les consommables qui étaient stériles et a usage unique. Les réactifs de la
chromatographie sont tous de grade HPLC.

I-1- Appareillage :
I-1-1- Spectrometre UV :
Deux spectrophotomeétres UV-Vis ont servi au dosage des PF :
e Shimadzu, model UV-1800 spectrophotomeétre UV-Visible.
Date limite de validation : 20/11/2018 + 30 jours.
Piloté par le logiciel LabSolutions : UV-Probe version 2.43.
o Cuve : Quartz Cuvette, Model 10-mm.

e PerkinEimer instruments, model Lymbda-25 spectrophotométre UV-Visible.
Derniere confirmation : 25/09/2017.
Prochaine confirmation : 25/09/2018.
Lié au logiciel : PerkinEimer UV WinLab Data Processor and Viewer, version
1.00.00.
o Cuve : PerkinEimer instruments, Quartz cell N°B0631107.

I-1-2- Appareil HPLC :
Deux (02) HPLC couplés a un détecteur UV ont été utilises :
e WATERS E2695 couplé a un détecteur UV : WATERS E2489. Doté d’un
Injecteur automatique. Les 4 sorties sont liées aux différents solvants.
Piloté par le logiciel d’acquisition, de traitement et de gestion des données
chromatographiques : Empower™ 3 WATERS.
o Colonne : WATERS C18 L1, 4,6-mm x 250-mm, 5um.

e YL 9100 HPLC SYSTEM, fait de :

YL 9100 Vacuum Degasser.
YL 9110 Quaternary Pump.
YL 9131 Column Compartment.
YL 9120 UV/Vis Detecteur.
Lié au logiciel YL-Clarity

o Une boucle d’injection manuelle de 20 L,

o Une seringue chromatographique, SGE™ 50 pL.

o Colonne : RESTEK Pinnacle 11 C18 : 4,6-mm x 150-mm, 5pum.
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I-1-3- Balances analytiques :
e De marque OHAUS, model Pioneer, et son imprimante.
Date de qualification : 30/01/2018.
Date de requalification : 29/07/2018.
Calibration assistée : le 18/03/2018 par les poids 20, 100 et 200 mg.

e De marque RADWAG model AS.220.R2.

e De marque SARTORIUS Analytical balance, model Extend, et son imprimante.
Derniére qualification : 13/05/2018.
Prochaine qualification : 12/08/2018.
Calibration assistéee le : 12/04/2018.

1-1-4- Bain a Ultrasons :
e De marque ELMASONIC, model S-80-H.

I-1-5- pH-metre :
Les pH-metres utilisés sont de marques :
e INOLAB, model US-151.
Date de qualification : 01-03-2018.
Date de requalification : 28-02-2019.

e HANNA instruments.

I-1-6- Appareils a filtration sous vide en verre :
I-1-7- Appareil de purification de I’eau distillée :

e Ultra 370 Series, model : Aqua MAX, Water Purification System.

I-2- Verreries :
I-2-1- Verrerie de non précision : stérilisable a la chaleur :

I-2-1-1- Béchers:
e 100-mL
e 50-mL
e 10-mL.

I-2-1-2- Entonnoir en plastique a tige courte

I-2-1-3- Mortiers et pilon
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I-2-2- Verrerie de précision :

I-2-2-1-  Eprouvettes graduées :
Les éprouvettes utilisées sont :
e 1000-mL Reviera classe B en verre.
e 500-mL et 1000-mL MBL IN 20°C en verre borosilicaté classe A.

I-2-2-2-  Fioles jaugeées :
Les fioles jaugées utilisées lors des dosages étaient de :
e 1000-mL (SHOTT DURAN borosilicate classe A)
e 100-mL (EM classe A), 100-mL (ISOLAB borosilicate classe A)
e 50 mL (ISOLAB)
e 25mL (DURAN classe A, In 20 °C)
e 10 mL (SHOTT DURAN classe A)

I-2-2-3-  Pipettes (graduées et jaugeées) et pipettes automatiques :

e Pipettes automatiques de 100-1000 pL et 1000-5000 pL (ISOLAB).

o Les pipettes en verre utilisées sont de différents volumes :
0,5mL, 1 mL (MBL verre sodocalcique AS).
10 mL (DURAN verre sodocalcique AS).

On a également utilisé :

- Pipeteur (pompe a crémaillere)
- propipette en caoutchouc.

I-3- Consommables :
1-3-1- Les Filtres :

1-3-1-1-  Les Filtres a membrane :
- 0.45um

I-3-1-2-  Filtres a seringue :
- Millipore Millex-HV Hydrophilic PVDF, 0,45-pum.

I-3-2- Seringues :
- 5mL, PRONO CI créte, exp 06/2022.
- 5mL, IMC, UL TRAL ISS 098/16, exp 03/2022.

I-3-3- Vials :
- De 2 mL de marque WATERS et ISOLAB.

I-4- Autres :
Pissettes pour eau distillée et purifiée
Pots stériles pour conservation des échantillons :
FL Italy, fabriqués 11/17 a 11/22. CE
LOT: 17C3189, in Cleanroom iso 8
Spatules
Sabots pour peser
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I1- Réactifs :
La réalisation correcte des procedés analytiques ainsi que la fiabilité des résultats obtenus
dépendent en partie de la qualité des réactifs employeés. Pour satisfaire le but de chaque analyse
on a veillé a ce que les réactifs utilisés répondent aux exigences des monographies en question.

1-1- Acétonitrile :
e de marque PanReac® AppliChem fait par ITW Reagents. [174]
N° de lot : 0001.2079.29.
Date de Retest : 08-2021.
e Honeywell. [170]
N° de lot : H2060,
Date d’expiration : 15-07-20109.
Leurs certificats d’analyse (COA) se trouvent en Annexe [V1] et [V 1] successivement.
La Figure-16- donne des informations concernant 1’'usage de 1’ Acétonitrile :

R11 Facilement inflammable.
R 20/21/22  Nocif par inhalation, par contact avec la peau et par
ingestion.
R 36 Irritant pour les yeux.
Xn-NocH
S1/2 Conserver sous clé et hors de portée des enfants.
S16 Conserver 4 I'écart de toute flamme ou source d’étin-
celles. Ne pas fumer.
S 36/37 Porter un vétement de protection et des gants appro-
F-Facilement Pl".léS.
inflammak e

Figure 16 : Informations relatives a [’emploi de I'ACN [15].

1-2- Acide phosphorique :
Deux acides orthophosphriques ont été utilisés :

e Sigma-Aldrich [178], N° de lot : SZBB1170V.
¢ VWR AnalaR NORMAPUR [184], N° de lot : 13D190511.

Leurs certificats d’analyse se trouvent en Annexe [1X] et [X] successivement.
C'est un produit dangereux [69]. La Figure-17- résume quelques informations nécessaires
a connaitre lors de la manipulation de 1’acide orthophosphorique.

R34  Provoque des bralures.

S§1/2  Conserver sous clé et hors de portée des enfants.

S 26 En cas de contact avec les yeux, laver immédiatement
et abondamment avec de I'eau et consulter un spécialiste.
Cerresit 1§45  En cas d’accident ou de malaise, consulter immédiate-

ment un médecin; si possible lui montrer I'étiquerte.

Figure 17 : Informations relatives a I'emploi de I'acide phosphorique [15].
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1-3- Chlorures de sodium (NaCl) :

e Le premier est de marque VWR Prolabo-Chemicals, AnalaR NORMAPUR, [184]
N° de lot : 13G090003.
Date de péremption : 07-2018

Le COA du produit se trouve Annexe [VIII]

e Le deuxiéme est de marque ChemLab,
N° de lot : LRS00005
Date de péremption : 05-2018.

11-4- Eau purifiée :

e Bulletin de contréle microbiologique :
Germes Aeérobies Totaux : UFC/mL < 100
Pseudomonas aerogenosa : Négatif

e Bulletin de contr6le physicochimique :
Aspect conforme : incolore, inodore, insipide
Conductivité a 20 °C :< 4,3 uS/mL
pH :entre5et7
Substances oxydables : conformes
Nitrates :<0,2 ppm
Métaux lourds :<0,1 ppm

I-5- Le 1-Heptane sulfonate de sodium :

De marque Sigma-Aldrich [178], N° de LOT : BCBP7095V.
Son COA se trouve en Annexe [XI]
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I11- Méthodes :
1-1- Méthode 01 : Spectroscopie UV
Différentes méethodes de quantification du chlorhydrate de metformine dans 1’UV sont
décrites dans la littérature?, dont celles de ’'USP et BP. La pharmacopée japonaise (PJ) par
contre, cite la méthode dans 1’indentification de la MP par la réalisation d’un balayage de cette
MP et du SCR et la comparaison de leurs spectre d'absorption [01,03,04].
La méthode spectroscopique UV que nous avons réalisée est la méthode de I’USP décrite
dans le dosage des PF. Elle se trouve en Annexe dans la monographie metformine PF USP 40
[Annexe 11].
I11-1-1-  Conditions opératoires de la méthode 01 :
- Température : 25 °C
- Longueur d’onde de détection : 232 nm
- Blanc: eau distillée

I11-1-2-  Protocole de la méthode spectroscopique UV :

Pour la réalisation d’une analyse du chlorhydrate de metformine dans un produit fini
(comprimé), on passe par plusieurs étapes de préparation. Dans cette méthode, on prépare une
solution STD, et une solution d’essai pour chaque échantillon. La concentration finale des
solutions standards et d’essais préparées est de 1’ordre de 10 pg/mL.

a- Préparation de la solution standard :

Comme premiére étape, on pése 100 mg + 5 mg du STD a l'aide d'une balance analytique
préalablement calibrée. Ensuite, dans une fiole jaugée a 100-mL, on rajoute a la quantité de la
poudre pesée de I’eau distillée sans atteindre le trait de jauge. On met la fiole dans un bain a
Ultrason pendant cing (5) min a T= 25 °C. Aprés refroidissement de la solution on ajuste au
volume puis on homogénéise manuellement durant 10 minutes. A la fin, on fait une dilution au
1/100°™ en rajoutant & 1 mL de la solution de 1’eau distillée jusqu’au trait de jauge d’une autre
fiole de 100-mL.

b- Préparation de la solution d’essai :

Vingt (20) comprimés de chaque lot ont été pesés et leur masse moyenne (MM) a été
déterminée. Un broyage a I’aide d’un mortier est nécessaire pour obtenir une poudre fine. On
pese I’équivalent de 100 mg de chlorhydrate de metformine calculé par la formule :

MM

"~ Dosage 100

De ce fait :

Pour les PF 500 mg : L’équivalent de 500 mg de metformine hydrochloride a été pese, a
’aide de I’équation :

_ MM 00
™ =300

2 Nombreuses méthodes spectroscopiques-UV de contoles de metfomine HCI existent : [92, 93, 119,133, 135,
144,151, 152, 175, 177]. *
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Pour les PF 850 mg : L’équivalent de 850 mg de metformine hydrochloride a été pesé, a
I’aide de 1’équation :

MM
m'=——-100

Pour les PF 1000 mg : L’équivalent de 1000 mg de metformine hydrochloride a été pesé, a
’aide de I’équation :
MM

On met la quantité pesée dans une fiole jaugée de 100-mL et on rajoute une quantité d’eau
distillée sans atteindre le trait de jauge. On met alors la préparation au bain a Ultrasons pendant
cing (5) minutes T=25 °C. A la sortie du bain a Ultrasons on homogénéise manuellement
pendant 10 minutes. On laisse refroidir et on ajuste avec le méme solvant (1’eau distillée).

La solution est filtrée a 1’aide d’une seringue de 5-mL a laquelle on a placé un filtre a
seringue de 0.45 um. On jette les deux premiers tiers et on met la partie restante dans un bécher.
On prend du filtrat 1-mL a I’aide d’une pipette jaugée, on le met dans une autre fiole de 100-mL
et on compléte avec de 1’eau distillée jusqu’au trait de jauge.

I11-1-3-  Lecture :

La lecture se fait dans une cellule en quartz qui a la propriété de ne pas absorber dans
I’UV. La longueur d’onde est fixée a 232 nm, étant le maximum d’absorption de la metformine
hydrochloride. On commence par éliminer 1’absorbance du solvant. Le blanc utilisé est de 1’eau
(distillée ou purifiée selon ce que nous avons utilisé dans la préparation des solutions STD et
essais).

Le STD est lu trois (03) fois pour déterminer son absorbance moyenne, et chaque solution
d’essai est lue quatre (04) fois, leurs absorbances moyennes sont calculées par la suite.

Un balayage d’une bande allant de 205 ou 210 jusqu’a 240 ou 260 nm a été réalisé sur une
solution de deux (02) MP et de deux (02) PF des dosages 500 et 850 mg, et d’un PF de 1000 mg
fait en deux fois le méme jour, et une troisiéme fois a un intervalle d’un mois, dans le but de
d'étudier I’aspect qualitatif de la spectroscopie UV.

11-2- Méthode 02 : HPLC :
Il existe de nombreuses méthodes chromatographiques proposées pour le dosage de la
metformine hydrochloride dont des méthodes a échange d’ions, RP-HPLC?,
La méthode chromatographique réalisée dans cette étude pour doser la metformine
hydrochloride dans les PF est la méthode pharmacopée RP-HPLC figurant dans 1I’USP sous le
titre “"Glyburide and Metformin Hydrochloride Tablets’’. [Annexe 111]

3 La littérature cite tant de méthodes chromatographique de dosage du chlorhydrate de
metformine : [94, 101, 112, 113,124,128, 135, 137, 138, 147, 148, 151, 152, 156, 157].
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C’est une méthode utilisant un régime isocratique, avec un bas pH = 3.85 s’opposant a la
basicité de la molécule [113].

La colonne utilisée dans I’HPLC 01 est une C18, L1 (octadecilsilane) [100], aux
dimensions 250-mm x 4,6-mm 5um [Annexe XII] ; et celle de ’HPLC 02 est une C18, L1 aux
dimensions 150-mm x 4,6um 5um (ses dimensions répondent aux ajustements permis par I'USP
: Annexe [V]). Le phénomene entrant en jeu est I’appariement d’ions en utilisant un agent
d’appariement qui est dans ce cas ’heptanesulfonate de sodium, une molécule hydrophobe avec
un 1ogPoctanol :eau = 0,565 qui sert a augmenter le tr qui était trés court en simple RP [09,41, 59,
39, 12, 113].

Cette méthode sert a déterminer la concentration de la metformine seule dans cette
association. On la rencontre aussi dans la partie “’Metformin Hydrochloride Extended-Release
Tablets’” avec une légere différence dans les étapes de préparation de 1’échantillon [Annexe 1V].

I11-2-1-  Conditions opératoires de la méthode 02 :
- Mode d’¢élution : isocratique.
- PM: mélange de tampon fait de I’heptane sulfonate de sodium et NaCl et de
I’ Acétonitrile (10:90) au pH = 3,85 et de I'Acétonitrile 1:40.
- Colonne : C18 250-mm x 4,6-mm 5um, L1 et C18 150-mm x 4,6-mm 5um
- Débit d’€lution : 1 mL/min.
- Longueur d’onde de détection UV : 218 nm.
- Température de la colonne : 30 °C.
- Volume d’injection : 10 pL.

I11-2-2-  Le protocole de la méthode HPLC :

Le dosage est réalisé sur deux (02) PF de 1000 mg, de 850 mg et 500 mg. Le standard
utilisé est un étalon externe : il s’agit d’'une MP dont la pureté est de 100,29. Pour réaliser ce
dosage on a besoin de préparer 3 solutions : une solution tampon A, la PM et le diluant, en plus
de la solution standard et d’essais. Le dosage des impuretés B et C est aussi possible par cette
méthode, mais nous ne 1’avons pas fait.

a- Préparation de la solution A :

La premiére solution a préparer est la solution A ou solution tampon.

L’équivalent de 0.5 gramme du 1-heptanesulfonate de sodium (C,H;5NaO3S) est peseé a
partir de son sel monohydraté. On doit peser :

’

m=M

S

Avec :
m’ : masse équivalente a peser de ’heptanesulfonate de sodium monohydraté.
M’ : masse molaire de I’heptanesulfonate de sodium monohydraté, égale a 220,26
g/mol.
m : masse requise pour la préparation, égale a 0.5 g.
M : masse molaire de I’heptanesulfonate de sodium, égale a 202.24 g/mol.

La masse équivalente a 0.5 g de heptanesulfonate de sodium est: m’= 0,544 g du
heptanesulfonate de sodium monohydrate
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La masse pesee est ensuite mise en présence de 0,5 gramme du chlorure de sodium (NaCl)
dans une fiole de 1000-mL. On rajoute 850-mL d’eau et on homogénéise. Le pH de cette
solution est prés de 6 on doit I’ajuster a 1’aide de ’acide orthophosphorique dilué¢ a 0,06 M
jusqu’a la valeur pH = 3,85 et on continue avec de 1’eau jusqu’au trait de jauge de 1000-mL.

Les pH-métres sont utilisés dans notre étude pour ajuster le pH de la phase mobile. Avant
I’emploi de ces derniers, ils ont été calibrés sur 3 valeurs de pH : la sonde lavée par le KOH au
préalable est plongée dans des solutions étalons a pH=4, pH=7 et pH=10.

VN : [96-105 %]

Au moment de 1’ajustement dans I’éprouvette graduée de 1 L la sonde est plongée dans la
solution et la valeur du pH est suivie jusqu’a affichage de la valeur voulue.

b- Préparation de la phase mobile :

La phase mobile est faite du mélange de 1’ Acétonitrile et de la solution A a raison de
10:90. A 100-mL d’Acétonitrile on rajoute 900-mL de la solution A et on homogénéise. Le
volume final de la phase mobile est de 1000-mL et il est largement suffisant dans le dosage
réalise.

La filtration de la PM se fait extemporanément en utilisant un appareil a filtration sous vide
en verre muni d’un filtre 8 membrane compatible avec 1’Acétonitrile 0.45-um. Le dégazage se
fait au méme temps que la filtration.

c- Préparation du diluant des échantillons :
Ce diluant est de 1’ Acétonitrile a 2,5 % équivalent au mélange Acétonitrile : Eau (1:40).
12,5-mL d’ Acétonitrile sont rajoutés a 500-mL d’eau purifiée.

d- Préparation de la solution standard :

25 mg de la Metformine hydrochloride étalon externe sont mis en solution dans 100-mL du
diluant. La metformine hydrochloride n’est pas bien soluble dans le diluant de ce fait la fiole est
introduite dans le bain a Ultrasons jusqu’a solubilisation compléte a T=25° pour accelérer sa
dissolution. La concentration de la solution standard est égale a 0,25 mg/mL.

e- Préparation de la solution essai :

La concentration des solutions essais est égale a 0,25 mg/mL.

L’équivalent de 500, 850 et 1000 mg des PF 500,850 et 1000, correspondants aux masses
moyennes respectives ont été pesés.

La quantité pesée de chaque PF a été mise dans une fiole jaugée de 20-mL, a laquelle on a
rajouté le diluant sans atteindre le trait de jauge, ensuite, une homogénéisation a 1’aide d’un bain
a Ultrasons a eté réalisée jusqu’a solubilisation compléte a 25°C.

Les solutions méres ont des concentrations :

C=2 ho/mL
i~ Mem

Ou: m,; est la masse déja pesée.

Afin d’arriver a une concentration de 0.25 mg de chlorhydrate de metformine dans
chaque solution fille, on a prélevé de chaque solution mere un volume v préalablement calculé
selon I’équation suivante :
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V—251
=25¢

Pour les PF 1000 : V=0,5-mL
Pour les PF 850 : V=0,588-mL
Pour les PF 500 : V=1-mL

Les volumes prélevés ont été mis dans des fioles jaugees de 100-mL, et on complete au
volume a I’aide de I’eau purifiée, pour avoir une concentration finale de 0.25 mg/mL de
metformine hydrochloride.

I11-2-3- L’analyse HPLC et le traitement des résultats :

Pour chaque analyse HPLC, le systeme chromatographique doit étre réglé selon les
conditions opératoires déja fixée par la méthode. Un rincage de la colonne est nécessaire pour
éliminer les éventuels résidus de l'analyse précédente [64]. Le rincage est fait a l'aide de I'eau
puis de I'Acétonitrile puis de I'eau une deuxieme fois. La température de la colonne est fixée a
30°C.

Le débit exigé de 1-mL/min est ensuite atteint progressivement afin d'éviter des pressions
trop élevées qui risque de faire éclater la colonne. Le systeme chromatographique est stabilisé en
faisant passer la PM a travers la colonne jusqu'a obtention d'une ligne de base stable sur le
chromatogramme.

Lors de l'utilisation d'un appareil HPLC muni d'un auto-échantillonneur & auto-injecteur,
les solutions déja préparées sont mises dans des vials, ces vials sont ensuite mises dans des
carrousels. Dans le cas de l'injection manuelle : 50-uL de chaque solution est prélevé et
directement injectés dans la boucle de 20-uL a chaque séparation.

Le temps de rétention de la metformine hydrochloride n’a pas dépassé les dix (10) minutes
dans les deux HPLC lancés. Un processus de traitement des signaux collectés est ensuite
converti en pics apparaissant sur le chromatogramme, qui permet d'avoir les paramétres
caractérisant un pic.
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Chapitre 111 : Résultats et discussions :

La fourchette choisie pour la représentation des concentrations n’est que l’intervalle des
valeurs normales pour chaque dosage, et qui est égal a + 05% de la concentration théorique du
dosage. Les produits analyses des trois dosages ont été désignés par une numérotation continue
de maniere ascendante (de 01 a 29), ainsion a :

LesPF500mg: de01la08
LesPF850mg: de09al4
Les PF1000 mg: de15a29

Pour faciliter la lecture des représentations graphiques, nous avons attribué a chaque
dosage une couleur qui lui est propre dans chaque méthode :

Les PF 500 mg : Bleu ciel
Les PF 850 mg : vert
Les PF 1000 mg : Bleu foncé

I- Résultats et discussion de la spectroscopie UV :
I-1- Analyse quantitative par spectroscopie UV :

Avant chaque analyse quantitative par n’importe quelle méthode, il est primordial de
vérifier la linéarité de la méthode par la réalisation d’une gamme d’étalonnage par un STD a
différentes concentrations connues. La déduction des concentrations des échantillons se fera par
la suite par interpolation.

I-1-1- La courbe d’étalonnage de la spectroscopie UV :

En vue de vérifier la linéarité et la sensibilité de la méthode, une série de dilution a été
effectuée. A partir d’une solution préparée du STD a 1 mg/mL plusieurs dilutions sont faites :
une premiére dilution au un demi (1/2) suivie de cing (05) dilutions au un dixiéme (1/10) jusqu’a
la concentration 5.10°® mg/mL. Ces dilutions sont ensuite lues au spectrophotométre UV-vis.

Une premiére lecture a montré que les solutions de 1 mg/mL, 0.5 mg/mL et 0.05 mg/mL
ont des absorbances égales ou supérieures a 3.

Cette lecture a permis d’éliminer les absorbances des deux (02) premicres solutions. Les
résultats obtenus sont dans la Figure -18- :
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Figure 18 : Résultats de lecture spectroscopique de la série de dilution.
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A partir des absorbances moyennes obtenus des concentrations connues du STD, la
courbe d’étalonnage a été tracée par Excel (Figure -19-) pour toutes les valeurs etona:

Courbe d'étalonnage:
spectroscopie-UV

= N w
=N w

Absorbance

=¢==STD

o
U

- —
5E-06 5E-05 0.0005 0.005 0.05

Concentration

o
®

Figure 19 : Courbe d'étalonnage du STD metformine hydrochloride par spectroscopie UV.

Pour que la loi de Beer-Lambert soit vérifiée, les valeurs de 1’absorbance (A) doivent étre
inférieures ou égales a I’unité (A < 1) car au-dela, d’autres interférences entrent en jeu,

Cela nous a emmené & tracer la courbe de tendance linéaire de I'étalonnage par
spectroscopie-UV basée sur les concentrations ayant données des absorbances égales ou
inférieures a un (1)

La courbe correspondante est aussi faite par Excel en mentionnant le coefficient de
détermination (R?) sur le graphe. Elle est représentée dans la Figure -20- suivante :

Courbe de tendance linéaire de l'étalonnage
par spectroscopie-UV

] y = 73.086x
o
£ R2=0.983
=
2
Q0
<
0 T T T T T 1
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012

Concentrations (mg/mL)

Figure 20 : Courbe de tendance linéaire de I'étalonnage par spectroscopie UV.
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- Commentaires :

Pour des valeurs ascendantes de concentrations, on remarque que 1’absorbance augmente,
la proportionnalité A/C est de ce fait vérifiée : la méthode est linéaire et le facteur de calibration
est la pente de la droite d’étalonnage (a=73.08). 3

Un coefficient de détermination R?=0,987 proche de un (01) signifie que le pourcentage
des variations de I'absorbance recouvre les variations des concentrations. En conséquence : la
spectroscopie UV a une bonne sensibilité vis-a-vis des variations de concentrations.

I-1-2- Résultats de ’analyse quantitative des PF par spectroscopie UV :
Les Tableaux -07-08-09- résument tous les résultats relatifs a 1’analyse par spectroscopie
UV, les prises d’essai des STD, les prises d’essai des PF et leurs masses moyennes. Seules les
moyennes des absorbances et des teneurs sont représentées. Dans la derniére case de chaque
tableaux les produits sont dits Conformes (C) / Non Conforme (NC)
Les concentrations unitaires en mg/cp ont été déterminées par la relation :

PESTD Aéch

PEéch AmoySTD

C = TitreSTD

Ou:
C : est la concentration unitaire de la metformine hydrochloride en mg/cp.
PEstp : la prise d’essai du standard en mg
PEech : 1a prise d’essai de 1I’échantillon
Asch : Absorbance de 1’échantillon
Amoy sTD - Absorbance moyenne du standard

Tableau 7 : Résultats de la spectroscopie UV des PF 500 de Metformine Hydrochloride.

Dosage | PF | PESTD PEéCT]oy AS%V Aér;?y (m'\gj\c"p) T(nTgo)y Produit
01 | 10000 | 10620 | 07918 | 07886 | 52874 | 49240 |
02 | 10000 | 10640 | 07859 | 07843 | 53103 | 49490 |
03 | 10010 | 10600 | 07835 | 07891 | 52973 | 50050 |

- 04 99.90 | 10590 | 0,8005 | 08048 | 52924 | 49850 | Ci

mg 05 | 10010 | 10590 | 07998 | 0.8022 | 52938 | 49840 |
06 | 10000 | 10600 | 07881 | 07887 | 53051 | 49760 | i
07 | 10020 | 10650 | 07943 | 07899 | 53333 | 49550 |
08 | 10020 | 10620 | 07943 | 08015 | 53075 | 50200 |
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Tableau 8 : Résultats de la spectroscopie UV des PF 850 de Metformine Hydrochloride.

PEmoy | Amoy | A moy MM T moy .

Dosage PF PE STD sch STD sch (ma/cp) (mg) Produit

09 100,00 106,70 0,6958 0,6971 885,00 833,39 Ct

10 100,98 107,00 0,7868 0,7967 885,17 848,28 Ct

11 100,98 107,30 0,7868 0,7921 885,41 841,30 Cr
PF 850

12 100,00 106,80 0,6958 0,6896 880,40 819,37 Cs

13 100,98 106,80 0,7868 0,8088 896,38 873,76 Cs

14 100,98 107,50 0,7868 0,8016 899,62 863,45 Cs
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Tableau 9 : Résultats de la spectroscopie UV des PF 1000 de Metformine Hydrochloride.

Chapitre 111 : RESULTATS ET DISCUSSIONS

PE moy

A moy

A moy

MM

T moy

Dosage PF PESTD sch STD sch (mg/cp) (mg) Produit
15 100,00 106,30 0,7902 0,7928 1071,41 1004,15 Ct
16 100,00 106,30 0,7831 0,7825 1077,34 1006,05 Ct
17 100,00 107,40 0,7926 0,7922 1074,76 993,20 Cs
18 100,00 107,80 0,7841 0,7826 1078,64 992,10 Cs
19 100,00 107,60 0,7841 0,7832 1078,18 993,78 Ct
20 100,00 106,30 0,7858 0,7794 1082,50 1003,00 Ct
21 100,10 106,10 0,797 0,7911 1082,27 1006,98 Ct

PF 1000 22 99,90 106,00 0,7962 0,7925 1080,74 1007,08 Cs
23 99,90 105,80 0,7962 0,7880 1078,37 1001,08 Cs
24 100,10 106,10 0,7779 0,7788 1080,25 1013,18 Cs
25 100,00 107,70 0,8051 0,8050 1078,33 994,05 Cs
26 99,90 106,00 0,8031 0,8041 1076,86 1009,50 Cs
27 100,30 100,00 0,7535 0,7535 1081,35 994,80 Cs
28 100,00 102,60 0,77 0,7681 1021,60 1036,34 Cs
29 100,00 104,10 0,7 0,7245 1042,60 1029,84 Cs
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A partir des données brutes des trois Tableaux -07-08-09-, les absorbances des PF des trois
(03) dosages et leurs concentrations unitaires sont représentés par des diagrammes, suivis de
courbes des absorbances en fonction des concentrations y = A(C).

I1-1-2-1- Les graphes des PF 500 mg :
Les moyennes des absorbances des PF 500 ainsi que leurs concentrations unitaires (mg/cp)
correspondantes sont représentées séparément dans les diagrammes suivants (Figure-21-;
Figure-22-) :

Absorbances des PF 500 et de leurs
standards

0.95 -
0.9 -
0.85 -
0.8 -
0.75 -
0.7 -
0.65 1 H PF 500
0.6 -
0.55 -
05 -

ESTD

Absorbance

PF1 PF 2 PF 3 PF 4 PF5 PF 6 PF 7 PF 8
Les PF 500 mg

Figure 21 : Les absorbances des PF 500 et de leurs standards

- Commentaires :
D’aprés la Figure-21-, nous remarquons que la moyenne des absorbances de chaque
échantillon des PF 500 est en corrélation avec la moyenne de I’absorbance du standard lancé au
méme temps que celui-ci. Le Tableau -10- résume la discussion de ces résultats :

Tableau 10 : Discussion des absorbances obtenues des PF 500

AminPF 500 Amax PF 500 AmoyPF 500

0.784 0.805. 0.79

[57]




Chapitre 111 : RESULTATS ET DISCUSSIONS

Concentrations unitaires des PF 500 en
mg/cp
8‘ 525
)
€
S
2
£ 500
S = PF 500
.é j
:‘E 475 -
g PF1 PF 2 PF 3 PF 4 PF5 PF 6 PF 7 PF 8
S Les PF 500 mg

Figure 22 : Les Teneurs moyennes en mg/cp des PF 500 mg de Metformine Hydrochloride
- Commentaires : Le Tableau -11- résume les données de la Figure-22- :

Tableau-11- : Discussion des concentrations calculées des PF 500

Chmin Cmax Valeur Normale .
(mgicp) (mg/cp) (mg/cp) Produit
4924 502 [475-525] Ct

En tragant la courbe des absorbances en fonction des concentrations unitaires y=A(C), on
a obtenu le tracé de la Figure-23- :

Absorbances des PF 500 en fonction de leurs
Concentrations unitaires des PF 500 mg en

mg/cp

~— P ———————¢——

Absorbances
o
~
(0]

491.8 496.0 502.2 499.8 497.2 498.3 504.8 499.0

Concentrations unitaires des PF 500 mg

Figure 23 : Courbe des absorbances des PF 500 en fonction de leurs
Concentrations unitaires en mg/cp
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- Commentaires :

On remarque une proportionnalité entre les absorbances et les concentrations

correspondantes. La loi de Beer-Lambert est ainsi respectée. La spectroscopie est une méthode
linéaire.

I-1-2-2-  Les graphes des PF 850 mg :
La Figure -24- présente les résultats de 1’analyse spectroscopique par UV de deux PF 850 :

' ' ' I
Wavelength program - Lambda 25 mardi 20 mars 2018 14:22 Temps universel coordon
Data table
- |
0
RamplelD  Pescnption
STD-01 0695
STD-02 08
STD-03 CP 850 06958
PF-09-01 0670
|
|
PF-09-02 0507
PF:12-01 05688
PF-12-02 | 0584

Figure 24 : les absorbances de deux PF 850 mg analysés par UV
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A partir des absorbances obtenues, les concentrations des PF 850 ont été calculées, et les
graphes des absorbances et des concentrations sont faits. (Figures -25- et -26-)

Absorbances des PF 850 et de leurs
standards
1 -
0.95 -
0.9 -
£ 0.85 -
e 0.8 -
£ 0.75 -
2 0.7 - W STD
< 065 - M PF 850
0.6 -
0.55 -
0.5 -
PF 10 PF 11 PF 12 PF 13 PF 14
Les PF 850 MG

Figure 25 :Diagramme des absorbances moyennes des PF 850 et de leurs STD

- Commentaires :
D’aprés la Figure-25-, nous constatons que la moyenne des absorbances de chaque
échantillon est proche de celle de son standard, elles sont toutes aux environs de 0.76.
Le Tableau -12- résume les données de la figure précédente :

Tableau 12 : Discussion des absorbances obtenues des PF 850

AminPF 850 Amax PF 850 AmoyPF 850

0.690 0.809 0.76
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Concentrations unitaires des PF 850 mg en
mg/cp
e 892.50
K.
€
g
g
£ 850.00
s M PF 850
L. B
‘E 807.50 - -
g PF9 PF 10 PF 11 PF 12 PF 13 PF 14
S les PF 850 mg

Figure 26 : Concentrations des PF 850

Commentaires :
Les données de la figure 26 sont résumées dans le Tableau -13-:

Tableau 13 : Discussion des concentrations calculées des PF 850.

Chmin Crmax Valeur Normale .
Produit
(mg/cp) (mg/cp) (mg/cp)
819.37 873.76 [807.5-892.5] Conforme
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La courbe de la Figure -27- montre les absorbances des PF 850 mg en fonction des
concentrations des échantillons doses :

Absorbances des PF 850 en fonctions de
leurs concentrations en mg/cp

0.95 -
0.9 -
0.85 -

0.8 A
0.75 -
0.7 A

0.65 -
0.6 -
0.55 -
0.5

Axis Title

833.39 848.28 841.30 819.37 873.76 863.45
Axis Title

Figure 27 : Absorbances des PF 850 en fonction de leurs concentrations

- Commentaires :
La courbe A(C) des PF 850 mg analysée n’est pas une droite, et ce peut étre di a des
erreurs aléatoires, les valeurs obtenues sont tout de méme dans I’intervalle.

I1-1-2-3- Les graphes des PF 1000 mg :
Les moyennes des absorbances des PF 1000 ainsi que leurs concentrations unitaires
(mg/cp) correspondantes sont représentées dans les diagrammes suivants (Figures -28-et -29-) :

Absorbances des PF 1000 mg et de leurs
standars

1.0000
0.9500
0.9000
0.8500
0.8000
0.7500
0.7000
0.6500
0.6000
0.5500
0.5000

B PF 1000 mg

Absorbances

mSTD

PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

PF 1000 mg

Figure 28 : Absorbances des PF 1000 mg et de leurs STD
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Le Tableau -14- reprend les données de la figure précédente :

Tableau 14 : Discussion des absorbances obtenues des PF 1000

AnminPF 1000

Amax PF 1000

AmoyPF 1000

0.725

0.805

0.79

La Figure -29- montre les concentrations calculées a partir des absorbances obtenues des

PF 1000 mg :
Concentrations unitaires des PF 1000 mg en
mg/cp
1050.00

Q.

)

3

g

2 1000.00 -

o

t B Series1
Q

£

8

950.00 -
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
PF 1000 mg
Figure 29 : Concentrations des PF 1000 mg dosés
- Commentaires :
Les données observées a partir de la Figure -29- sont mises dans le Tableau -15- :
Tableau 15 : Discussion des concentrations calculées des PF 1000.
Chin Cmax Valeur Normale .
Produit
(mg/cp) (mg/cp) (mg/cp)
991,85 1036,34 [950-1050] Conforme
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La Figure-30- donne la courbe des absorbances des PF 1000 mg en fonction de leurs
concentrations :

Absorbances des PF 1000 mg en fonction de
leurs concentrations
1.0000 -~
0.9500 -
0.9000 -
g 0.8500 -
S 0.8000 7 et g ettt
£ 0.7500 - o
S 0.7000 -
£ 0.6500 -
0.6000 -
0.5500 -
0.5000
SRR T VK S P O R S N R . SIS - N R
FH PP PEF PP P PSS
Concentrations mg/cp

Figure 30 : Courbes des absorbances en fonction des Concentrations des PF 1000 mg.

- Commentaires :
Pour les PF 1000 mg, I’absorbance varie dans le méme sens que la concentration. Les
produits 1000 mg sont tous conformes et leurs concentrations se trouvent dans l'intervalle des
valeurs normales.
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En se basant sur tous les résultats obtenus, les écartypes relatifs (Related Standard
Deviation %) RSD% des absorbances sont calculés a 1’aide de I’Excel et ils sont résumés dans le
Tableaux -16-, -17- et -18- suivants :

Tableau 16 : RSD% des absorbances des PF 500 mg de metformine hydrochloride

Désignation o
Dosage PF ¥ RSD A
01 0,28
02 0,25
03 0,42
04 0,35
PF 500
05 0,11
06 0,13
07 2,49
08 0.57

Tableau 17 : RSD% des absorbances des PF 850 mg de metformine hydrochloride

Désignation o

Dosage PF %6 RSD A

09 0,02

10 0,22

11 0,20
PF 850

12 0,04

13 1,59

14 0,00
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Tableau 18 : RSD% des absorbances des PF 1000 mg de metformine hydrochloride

Dosage Dési%rlgation % RSD A
15 0,20
16 0,30
17 0,15
18 0,14
19 0,19
20 0,23
21 0,23
PF 1000 22 0,33
23 0,44
24 0,20
25 0,13
26 0,25
27 0,07
28 2,69
29 0,74

- Commentaires :

Pour tous les PF analysés par spectroscopie, les RSD% des absorbances sont en majorité
au-dessous de 2 : pour 29 PF on a seulement 2 qui ont des RSD aux alentours de 2.5. La
précision de la méthode est ainsi garantie et la répétabilité et la reproductibilité des résultats
d’analyse quantitative par spectroscopie sont assurées.
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Analyse qualitative par spectroscopie UV : Les Balayages
Dans le cadre d’examiner ’aspect qualitatif de la spectroscopie UV, nous avons effectué¢
des balayages allant de 205 ou 210 nm jusqu’a 240 ou 260 nm, intervalle dans lequel la
metformine hydrochloride absorbe intensivement. Dans cet intervalle, 1’énergie lumineuse que
consomme la lampe est trés élevée, elle risque d’étre rapidement épuisée comparant a une
analyse quantitative a longueur d’onde fixe

Le balayage est fait sur deux (02) MP, deux (02) PF 500 mg, deux (02) PF 850 mg et un
PF 1000 mg fait trois (03) fois : en intra-jour et en inter-jour.

On a dans les Figure -31- a -38- le spectre d’absorption d’un PF de chaque dosage avec la

MP correspondante a celui-ci, et du PF 1000 choisi pour illustrer 1’analyse, le reste des spectres
d’absorption se trouve en Annexe [XI1].

I-2-

I-2-1- Balayage de la MP 01 :

0.?3
a7

0. G5

055

0.0

0.25

0,204

005

230 240 250 260

Figure 31 : Spectre d'absorption de la MP 01 :
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1-2-2- Balayage d’un PF 850-09 :

PF 09

0.35

0. 304

0,25

0.204

0051

=0 1040

00%%s  zio 220

230 240

nm
Mom Description
PFOS Sample

250 260 270

Figure 32 : Balayage d'un PF 850 mg (PF 09)

-  Commentaires :

Nous remarquons la méme allure du spectre d’absorption de la MP 01 et de son PF, ils
sont superposables. Il s’agit de la méme substance : Metformine hydrochloride.
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I-2-3- Balayage MP 02 :
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Figure 33 : Balayage de la MP 02
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I-2-4- Balayage PF 500-07 :
Spectrum Peak Pick Report 0210412018 12:15:48

Data Set: PF 0T _121307 - RawDalta Cp 500
DA T
0800
ool i &

\\-\_,______r,.--f"'f

5 D400
0200t
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0108 . . :

210,00 220,00 m!lﬂ.ﬁﬂ- 26000 26500

Figure 34 : Balayage d'un PF 500 mg (PF 07)

- Commentaires :

Le balayage de la MP 02 et de son PF donnent deux spectres de la méme tendance,
I’identité de la metformine hydrochloride est ainsi Vérifiée.

Des analyses qualitatives intra-jour et inter-jour ont été réalisées sur un PF 1000 mg (PF 26).
Les spectres obtenus sont dans les Figures -35- ;-36- et -37- :
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I-2-5- 1¢" Balayage PF 1000-26 :

Spectrum Peak Pick Report 0HON201B 1437 13
Data Sel. pr 26 143257 - RawData Cp 1000
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Figure 35 : ler balayage du PF 26
1-2-6- 2¢me halayage du PF 1000-26
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Figure 36 : 2eme balayage du PF 26
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1-2-7- 3¢me halayage PF 1000-26 :

Spectrum Peak Pick Report 0210412018 12:10:28

Data Set« PF 26_120518 - RawData Cp 1000
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Figure 37 : 3éme balayage du PF 26

Les résultats obtenus ainsi que les écartypes entre la longueur d’onde du maximum
d’absorption entre chaque PF et son MP correspondante sont résumés dans le Tableau -19- et -
20-:

Tableau 19 : Tableau des longueurs d'onde maximales d'absorption le la MP 01 et de ses PF:

Produit Amax Ecartype
MP 01 232,99 /
PF 09 233,03 0,02828
PF 12 233,07 0,05656
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Tableau 20 : Tableau des longueurs d'onde maximales d'absorption le la MP 01 et de ses PF

Produit Amax Ecartype
MP 02 232,9 /
PF 07 232,85 0,0353
PF 08 232,9 0
PF 12 232,95 0,0353

- Commentaires :

Les PF analysés ont un maximum d’absorption trés proche des maximums d’absorption de
leurs MP correspondantes. Les écartypes des Amax entre chaque PF et son MP correspondante
sont proches du zéro. La superposition des spectres montre la possibilité d’identifier la
metformine hydrochloride en comparant le spectre d’absorption obtenu par un balayage avec un
spectre de référence.

Le PF 1000 mg, choisi pour tester la répétabilité et la reproductibilité des résultats du
balayage, il a été lancé deux (02) fois le méme jour, et une autre fois a un intervalle de un (01)
mois. Les longueurs d’onde maximales obtenues, 1’écatrype évaluant la répétabilité et le RSD%
évaluant la reproductibilité sont mis dans le Tableau -21- :

Tableau 21 : tableau des RSD% d’un PF 1000 mg

Parameétre | Intra-jour |Ecartype| Inter-jour |RSD%

Amax 232,71232,7| 0,00 |232,7(232,95| 0,076

- Commentaires :
En répétant le balayage dans le méme jour, la longueur d’onde correspondante au
maximum d’absorption était de la méme valeur, ce qui confirme la répétabilité des résultats.
Le fait de répéter I’opération un autre jour, et avoir un RSD% de 0.076 permet de dire que
les résultats sont reproductibles.

I1- Résultats et discussions de P"HPLC :

Dans le but d’évaluer la méthode de dosage chromatographique, deux analyses par HPLC
ont été effectuées a I’aide de deux appareils différents. On a au total six (06) PF représentatifs de
I'ensemble lancé : deux (02) PF pour chaque dosage, en plus du STD fait pour chague analyse.

Le STD est injecte six (06) fois et les PF quatre (04) fois, (I'injection répéetée permet de
réduire la variabilité [67]). La méthode de calibration utilisée est une méthode d’étalonnage
externe dans laquelle 1’étalon externe est une MP dont la pureté est de 100.29%. Les resultats
sont présentés dans les bulletins d’analyse qui suivent (Figures : -38- ; -39- ; -40- ; -41- et -42-).
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1-1- Résultats brut de ’analyse HPLC
11-1-1- HPLCdu STD (HPLCO01):

_Peak Summary Report

]
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i
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040 ‘ID
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0% ¥
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£
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|
010 |
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000 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Minutes
Sample Name: metformine MP 2d'  Date Acquired: 5/22/2018 1.19:24 PM CET, Vial 88, Injection. 1
Sample Name. metformine MP std. Date Acquired: 5/22/2018 1:31.04 PM CET. Vial 88 Injection: 2
Sample Name: metformine MP 4d: Date Acquired: 5/22/2018 1:42.44 PM CET; Vial 88 Injection. 3
Sample Name: metformine MP gd: Date Acquired: 5/22/2018 1.54.23 PM CET, Vial: 88, Injection. 4
Sample Name: metformine MP ¢d.  Date Acquired: 5/122/2018 2:06:03 PM CET. Vial 88, Injection: 5
Sample Name: metformine MP std: Date Acquired. 5/22/2018 2:117°43 PM CET, Vial 88 Injection. 6
Peak Summary with Statistics
Name: metformine Hcl
S‘NN'“‘ vial | ing Name :;*'(f::) Avea | % Area | Heght | Amount | USPTaling | USP Piae Count
1 metformne MP s [ 88 | 6 | medarmine Het 8201 [ 7157373 | 10000 | 474583 [ 853 | 1828231e+000 | 685219265+ 003
2 mesformne MP s | 83 | S | metformine Mol 819 | 7164556 | 10000 | 477883 | 852 145315000 [ 6 72096400002
3 mesormne MPsis | 88 | 1| metfoermine Mel 8167 | 7152930 | 10000 | 484205 | 653 185683000000 | 7 180335a 003
4 metemme MP s | 88 | 2| metformine Hel 8190 | 7120517 | 10000 | 475900 | 853 19152500000 | 6851729+ 003
5 mettemre MPsid | 83 | 2 | mettormine Hel 8165 | 7141168 | 10000 | 431555 [ 853 | 1.9215%6e+000 | 693152820003
3 metformine MP std | 83 | 4 | metformine Hel 8157 [ 7180976 | 10000 | 477738 | 653 1845712e+000 | 69191260+ 003
Mean 8190 853
514 Dev 0013
% RSO 015 00
Reported by User. System Project Name.  Metformine Dosage
Repornt Method. Peak Summary Report DOate Pnnted
Report Method Il 1393 5/23/12018
Page: 10of 1 9:14:30 AM AfncalAlgier:

Figure 38 : Chromatogramme du STD (HPLC 01)
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11-1-2-  HPLC du PF 1000-28 (HPLC 01) :

E 3
i Peak Summary Report

28
&
iy
040 v
®
w
| &
00 E
o
2 [
o
010 i
0
000 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Minutes
Sample Name: PF 1000- 28 Date Acquired 5/22/2018 2:29:23 PM CET, V:al 89, Injection: 1
Sample Name: PF 1000- 28 Date Acquired 5/22/2018 2 4102 PM CET. Vial 89, Injection 2
Sample Name: PF 1000- 28 Date Acquired: 5/22/2018 2:52.43 PM CET; \ial: 89, Injection 3
Sample Name: PF 1000- 28 Date Acquired: 5/22/2018 3:04:21 PM CET; Vial 89, Injection 4
Peak Summary with Statistics
Name: metformine Hcl
S::: Vial | iny Name .:?:;Tﬂ'::, Aed | S Avea | Heght | Amount | USP Tading | USP Plate Count
1 PFI000 |83 | 2| metormine Hel 8202 | 7330559 | 10000 | 477120 | 1004 | 1834208e+ 000 | 64501834003
2 |Prion | &9 | 4| mettormine Hel 8208 | 73286542 | 10000 | 472680 | 1004 | 1756836+ 000 | 6 296821¢+003
3 | P00 |89 | 3| metformine Hel 8204 | 7329148 | 10000 | 476345 [ 1004 | 182167464000 | 6 450904e+003
4 PF1000- |89 | 1| metormine Hel 8200 | 7305419 | 10000 | 476320 | 1001 | 186282004000 | 6 S4566e+003
Mean 8200 1003
S Dev. 0002
% RSD 004 02
Reported by User. System Project Name: Metformine Dosage
Report Method: Peak Summary Repont Date Pnnted
Report Method 101286 512312018
Page: 10f 1 8.46.36 AM AlncalAlgier

Figure 39 : Chromatogramme du PF 28 (HPLC 01)
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11-1-3- HPLC du STD (HPLC 02) :
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Figure 40 : Chromatogramme du STD (HPLC 02)
I1-1-4- HPLC du PF 500-04 (HPLC 02) :
[
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05/06/2018 09:59 Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine, HC| 500-3.PRM
Resuft Table (Uncal - Metformine, HCI 500-3 - Channel 1)
Reten. Time Area Height Area Resolution | Symmetry/Tail
[min] [mv.s] [mv] [2%] [-1 ing
[-1
1 0,727 3,512 0,100 0,0 0,568
2 2,013 258,414 14,201 0,8 5,777 3,779
3 4,323 2,811 0,281 0,0 3,930 1,053
4 4,920 48,881 0,952 0,2 0,607 1,704
5 7,920 21,951 0,422 0,1 2,004 0,851
6 9,203 32224,9499 967,564 99,0 1,165 2,625
Total 32560,518 983,519 100,0

Figure 41 : Chromatogramme du PF 04 (HPLC 02)
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11-1-5-  HPLC du PF 850-13 (HPLC 02) :
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Reten. Time Area Height Area Resolution Sy mmetry /Tail
Lmin | LmV.s] Lmv] L% ] -1 ing
[-1
1 1,1/0 1,961 QU 0,0 U,5/1
2 2,923 14,255 1,116 0.0 6,974 1,324
] 3,827 23,034 0,210 o1 1,447 0,345
4 4.317 27,705 2,180 0.1 0,757 1,042
5 4,883 24,540 0,92 0,1 0,8U2 U,985
[} 9,197 2,378 0,065 0.0 8,165 0,740
7 9,65/ 4110/,629 /50,909 vy, 1 0, /65 2,00/
8 11,787 195,030 5,584 0,6 2,136 4,232
Total 21396,502 770,600 100,0

Figure 42 : Chromatogramme du PF 13 (HPLC 02)

1-2- Résultats de ’analyse quantitative par HPLC :
L’aspect quantitatif de I’HPLC repose sur la mesure des aires des pics. Les aires sont
obtenues directement par le logiciel qui pilote le systéme, tandis que les teneurs sont calculées a
I’aide de I’équation suivante :

_ Aireech c
¢~ AireSTD STP

Ci-apres, sont présentés les graphes des aires des pics pour chaque dosage et leurs
concentrations correspondantes (Figure -43- ;-44-) :
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Aires moyennes des PF 1000 mg et du STD:
lére HPLC

8000000 - stp PF28 PF29
7000000 -
6000000 -
S 5000000 -
8 4000000 -
$ 3000000 -
< 2000000 -
1000000 -

0 .

ICS

. mSTD

W PF 28
= PF 29

Figure 43 : Aires moyennes de deux PF 1000 et du STD

- Commentaires :

D'aprés la Figure -43-, on constate que pour des solutions du STD et de PF 1000 mg
préparées a la méme concentration (0.25 mg/mL), les moyennes des aires des pics obtenues par
HPLC ont des valeurs trés proches. La méthode HPLC est donc une méthode qui a une bonne
exactitude.

Aires moyennes des pics des PF 500, 850 et
1000 mg et du STD : 2éme analyse HPLC
40000
SsTD  PFO3 PFO4  PF13  PF14  PF28
30000 - mSTD
. = PF 03
£ 20000 - W PFO4
.é B PF 13
<
10000 - w PF14
W PF 28
O .
1

Figure 44 : Aires moyennes de quelques PF et du STD

- Commentaires :

Sur le graphe de la Figure -44-, et pour des PF de 3 dosages différents injectés a une méme
concentration (0.25 mg/mL), les moyennes des aires sont proches entre eux et a ceux du STD.
L'HPLC s'est révélée exacte pour l'analyse des différents dosages de la metformine
hydrochloride.

[78]



Chapitre 111 : RESULTATS ET DISCUSSIONS

Le Tableau -22- résume les résultats des RSD% des aires des PF de la metformine
hydrochloride :

Tableau 22 : RSD% des Aires des pics

Produit RSD% Aires
MP 01 (1) 0,20
MP 01 (2) 1,96

PF 03 1,73

PF 04 0,62

PF 13 1,25

PF 14 0,86

PF 28 0,01

PF 29 0,18

- Commentaires :

On observe que les RSD des aires des pics sont inférieurs a 2 pour les six (06) injections du
STD et les quatre (04) injections de chaque PF, ce qui reflete la répétabilité de la méthode
HPLC.

Pour tester la reproductibilité de la méthode, un PF 1000 a été lancé (PF 29) dans deux
laboratoires différents, 1’'un utilise un systéme d’auto-injection et I’autre utilise une injection
manuelle a I’aide d’une boucle. Les RSD% sont calculés par Excel, et les résultats sont
représentés dans le Tableau-23-:

Tableau 23 : Les RSD% des aires obtenu du PF 29.

PF 29 RSD% Aires
Q) 1,23
(2 0,01

- Commentaires :

Les deux RSD sont inférieures a 2, la méthode est jugée reproductible. L’écart entre ces
deux RSD peut étre expliqué par les inconvénients de I’injection manuelle qui dépend de
I’expérience du manipulateur ainsi que de la précision de la seringue d’injection. L’HPLC est
une méthode fidele, ayant une bonne répétabilité et reproductibilité.
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1-3- Résultats de I’analyse qualitative par HPLC :
L’aspect qualitatif de ’"HPLC repose sur la comparaison du tr de 1’échantillon a identifier a
un tr du STD lancés successivement. Les résultats sont regroupés dans le Tableau -24- et -25- .
- La1°*®analyse HPL C:

Tableau 24 : RSD% de la 1¢® HPLC

Produit RSD% tr
MP 01 0,155
PF 28 0,024
PF 29 0,028

- La2*™ analyse HPLC :

Tableau 25 : RSD% de la 2™ HPLC

Produit RSD% tr
MP 01 0,949
PF 03 0,905
PF 04 2,428
PF 28 2,436
PF 13 0,466
PF 14 1,780

- Commentaires :

Pour la 1% analyse HPLC, on observe des RSD% des tr des PF proches du RSD% du tr
STD, ils sont tous inférieure a 2. La comparaison des tr PF et tr STD metformine permet de dire
qu’il s’agit bien de la metformine hydrochloride. C’est une méthode sélective qui peut detecter la
présence de la metformine en présence d’autres interférences (les autres pics)

Dans la 2°™ analyse, la majorité des %RSD des tr sont inferieurs a 2, et les valeurs
excédant 2 peuvent étre liées a l'injection manuelle.
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I11- Discussions globale des résultats obtenus par les deux méthodes :

i-1- Comparaisons des résultats obtenus par les deux méthodes:

Dans une étude comparative de deux méthodes analytiques, la courbe de régression
linéaire trouve sa place pour évaluer chaque méthode par rapport a 1’autre. Pour tracer cette
courbe : différents PF sont dosés par les deux methodes et les résultats de 1’une sont exprimés en
fonction des résultats de 1’autre méthode : pour notre cas la courbe a été tracé a 1’aide de 1’Excel
dont nous avons mis les résultats de la spectroscopie en abscisse et ceux de I'HPLC en
ordonnées. Le Tableau -26- résume les concentrations trouvees par chaque méthode :

Tableau 26 : Concentrations des PF par spectroscopie UV et HPLV-UV

PF | Cmoy HPLC | Cmoy SP | Dosage théorique (mg/cp) | Produit
04 513,60 498,5 500 Cs
08 510,81 502 500 Cs
13 848,43 873,76 850 Cs
14 857,59 863,45 850 Cs
28 1022,85 1036,34 1000 Cs
29 1048,86 1029,84 1000 Cs

- Commentaires :

Toutes les concentrations se trouvent dans I’intervalle des valeurs normales. Les
concentrations obtenues par spectroscopie UV et HPLC-UV ne sont pas trés différentes. Les PF
sont conformes. Les concentrations étant proches du dosage du comprimé, les deux méthodes
sont exactes.
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Pour évaluer la corrélation existante entre les deux méthodes, nous avons procéde a tracer
la courbe de régression linéaire en mettant les concentrations obtenues par spectroscopie-UV en
abscisses et celles obtenues par HPLC en ordonnées. La courbe est faite a I’aide de 1’Excel et
elle et comme suit (Figure -45-) :

Courbe de régression linéaire: y = C,;p ((C;,)
1200
9
Q.
T 1000
g
2 800 y = 0.9724x + 21.839
3 R%=0.9954
[
£ 600
o
'5 400
B
£ 200
2
§ 0
0 200 400 600 800 1000 1200

concentrations obtenues par spectroscopie UV

Figure 45 : Courbe de régression linéaire des concentrations obtenues par HPLC en fonction de
celles obtenues par spectroscopie-UV

- Commentaires :
La courbe de régression linéaire Cupirc/Cspectroscopie Uv €st une droite qui passe par 1’origine,
elle ttmoigne une proportionnalité entre les mesures effectuées par chaque méthode.
Le coefficient de détermination (R?) égal a 0.995 étant proche de I’unité il montre que les
deux méthodes se valent et qu’elles sont fortement corrélées. La spectroscopie-UV et ’'HPLC-
UV donnent toutes les deux, des résultats identiques.
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11-2- Comparaisons des modes opératoires de ’HPLC et de la spectroscopie-UV :
Pour de la réalisation des deux méthodes, les modes opératoires sont différents :

Meéthode : _
HPLC-UV Spectroscopie-UV
N
PE. |
500/850/1000 mg 100 mg
NS
Mise en solution :

20-mL du diluant ACN 1:40 100-mL eau distillée

Dilution :

V = 0.5/0.58/1-mL dans 100-mL eau

ourifiée 1-mL dans 100-mL d'eau distillée

Concentration finale :
0.25 mg/mL 10 pg/mL

- Commentaires :

Dans la spectroscopie-UV on pése I’équivalent de 100 mg de metformine hydrochloride,
tandis que la prise d’essai en HPLC est plus grande. Pour solubiliser cette masse, on utilise I’eau
distillée comme solvant en spectroscopie UV et de 1’ Acétonitrile 2,5% en I’HPLC. La derniere
étape est la dilution d’un volume fixe en spectroscopie-UV, il est de 1-mL dilué au 1/100°™ dans
de I’eau distillée, mais en HPLC il change selon le dosage pour arriver a une concentration finale
de 0.25 mg/mL dans les solutions d’essai chromatographique, et 10 pg/mL a lire par le
spectrophotometre.
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IV CONCLUSION

La metformine hydrochloride est une molécule largement utilisée dans le traitement du
diabete type 2 (non insulino-dépendant). Ses propriétés physico-chimiques lui conférent une
certaine particularité dans son dosage : une bonne stabilité en solution aqueuse et une absorption
au domaine de I’UV loin de celle de 1’eau permettent son dosage par spectroscopie UV dont
I’eau est le solvant, mais aussi son faible poids moléculaire et sa polarité¢ font penser au dosage
par HPLC dont différentes méthodes sont validées.

Entre spectroscopie UV et HPLC couplée a I’'UV notre étude était menée dans le but de
vérifier s’il s’agit de deux (02) méthodes différentes sur le plan qualitatif et quantitatif ou alors
de deux méthodes ou 1’une peut substituer I’autre dans le contréle-qualité de la metformine
hydrochloride MP et PF. Apres avoir fixé des paramétres de comparaison, différents PF ont eté
analyseé par les deux méthodes.

Toutes les deux sont des méthodes quantitatives comparatives, nécessitant 1’utilisation
d’une substance de référence. Les deux méthodes différent dans leurs principes mais le type de
détection est le méme.

La spectroscopie UV une méthode adaptée a 1’analyse quantitative, et qui ne trouve son
intérét dans les analyses qualitatives que si on effectue un balayage consommant la lampe et on
dispose d’un spectre de référence sur lequel repose I’identification du composé, mais on ne peut
pas différencier deux composés chimiques dont la structure se ressemble et la longueur d’onde
d’absorption est proche, elle permet de ce fait d’identifier la metformine hydrochloride seule
sans ses impuretés. Le contraire de ’'HPLC qui est une méthode de séparation sélective ayant les
deux aspects qualitatif et quantitatif a la fois.

La préparation des échantillons pour HPLC passe par plusieurs étapes nécessitant plus de
précautions a prendre que pour la spectroscopie, les étapes de préparations des échantillons a
analyser sont les plus simples en ce qui concerne la spectroscopie. Ainsi, la durée de la
préparation et de I’analyse sont plus importantes dans ’HPLC, et peuvent durer dans le temps, la
chose qui écarte 1’utilisation des dosages par HPLC quand on est limité par le facteur “’temps’’.

Les résultats de notre étude attestent la présence d’une forte corrélation entre les deux
méthodes sur le plan qualitatif et quantitatif. La précision, la répétabilité et la reproductibilité
sont assurés avec les deux méthodes : le choix d’une méthode ou de I’autre ne dépend donc, que
du type d’analyse a faire.

En terme de codt, une analyse spectroscopique utilisant un seul réactif qui est de 1’eau
distillée et un simple appareillage facile a manipuler, disponible dans chaque laboratoire de
contrdle est toujours moins couteuse qu’une analyse par HPLC, dont plusieurs réactifs chers,
toxiques et nécessaires en grande quantité sont utilisés ainsi qu’un appareillage sophistiqué
nécessitant un entretien particulier et un mode de manipulation qui n’est pas a la portée de tout le
monde.
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Ainsi, la spectroscopie trouve sa place dans les dosages de routine, elle est moins couteuse,
limitée dans le temps et simple a réaliser, tandis que ’HPLC pousse loin 1’analyse, elle est la
mieux adaptée a I’identification et a la quantification des impuretés, ou aux dosages ou la
metformine hydrochloride se trouve en association avec d’autres PA dont une séparation est
nécessaire avant de passer au dosage proprement dit.

L’¢étude a satisfait pleinement 1’objectif fixé au début, cependant, elle reste toujours a
compléter et a enrichir.
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Metformin Hydrochloride
(met for' min hye" droe klor' ide).

NH  NH
H3C )J\ )’J\ .
N N NH, HCI
| H

CH;
C4H11N5'HCI 165.62
Imidodicarbonimidic diamide, N,N-dimethyl-, monohydrochloride;
1,1-Dimethylbiguanide monohydrochloride [1115-70-4]; UNII: 786Z46389E.

DEFINITION
Metformin Hydrochloride contains NLT 98.5% and NMT 101.0% of metformin hydrochloride
(C4H{1N5-HCI), calculated on the dried basis.

IDENTIFICATION

e A. INFRARED ABSORPTION (197K)

o B. IDENTIFICATION TESTS—GENERAL, Chloride (191): Meets the requirements

ASSAY
® PROCEDURE
Sample: 60 mg of Metformin Hydrochloride

Analysis

[NoTe—To avoid overheating of the reaction medium, mix thoroughly throughout the titration, and
stop the titration immediately after the endpoint has been reached.]

Dissolve the Sample in 4 mL of anhydrous formic acid, and add 50 mL of acetic anhydride. Titrate
with 0.1 N perchloric acid VS, determining the endpoint potentiometrically. Perform a blank
determination, and make any necessary correction (see Titrimetry (541)). Each mL of 0.1 N
perchloric acid is equivalent to 8.28 mg of metformin hydrochloride (C4H;;N5-HCI).

Acceptance criteria: 98.5%-101.0% on the dried basis

IMPURITIES

o RESIDUE ON IGNITION (281): NMT 0.1%

Delete the following:
*e HEeAvVY METALS, Method 1 (231): NMT 10 ppm e osricial 1-Jan-2018)

® ORGANIC IMPURITIES

Mobile phase: 17 g/L of monobasic ammonium phosphate in water, adjusted with phosphoric acid
to a pH of 3.0

System suitability stock solution: 0.25 mg/mL of metformin hydrochloride and 0.1 mg/mL of
melamine in water

System suitability solution: Transfer 1.0 mL of the System suitability stock solution to a 50-mL
volumetric flask, and dilute with Mobile phase to volume.
Standard stock solution: 0.2 mg/mL of USP Metformin Related Compound A RS in water

Standard solution: 0.001 mg/mL of USP Metformin Related Compound A RS in Mobile phase from
the Standard stock solution

http://127.0.0.1:40352/uspnf/pub/data/v40352/usp40nf35s2_m49795.xml|
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Sample solution: 5 mg/mL of Metformin Hydrochloride in Mobile phase

Diluted sample solution: 0.005 mg/mL of Metformin Hydrochloride in Mobile phase from the
Sample solution

Chromatographic system
(See Chromatography (621), System Suitability.)

Mode: LC
Detector: UV 218 nm

Column: 4.6-mm x 25-cm; packing L9

Flow rate: 1.0-1.7 mL/min

Run time: NLT twice the retention time of metformin

Injection volume: 20 L
System suitability

Sample: System suitability solution

Suitability requirements

Resolution: NLT 10 between melamine and metformin

Analysis

Samples: Standard solution, Sample solution, and Diluted sample solution
Calculate the percentage of metformin related compound A in the portion of Metformin
Hydrochloride taken:

Result = (ry/rs) x (Cs/Cy) x 100

ry = peak response of metformin related compound A from the Sample solution

rs = peak response of metformin related compound A from the Standard solution

Cs = concentration of USP Metformin Related Compound A RS in the Standard solution
(mg/mL)

Cy = concentration of Metformin Hydrochloride in the Sample solution (mg/mL)

Calculate the percentage of any other impurity in the portion of Metformin Hydrochloride taken:
Result = (ry/rs) x D x 100

ry = peak response of an individual impurity from the Sample solution
r¢ = peak response of metformin from the Diluted sample solution
D = dilution factor for the preparation of the Diluted sample solution, 0.001

Acceptance criteria

Individual impurities: NMT 0.02% for metformin related compound A; NMT 0.1% for any other
impurity
Total impurities: NMT 0.5%

SPECIFIC TESTS

e Loss oN DRYING (731)

Analysis: Dry a sample at 105° for 5 h.

Acceptance criteria: NMT 0.5%

ADDITIONAL REQUIREMENTS
® PACKAGING AND STORAGE: Preserve in well-closed containers. Store at room temperature.

o USP REFERENCE STANDARDS (11)

USP Metformin Hydrochloride RS @
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1-Cyanoguanidine.

C,H4N, 84.08
Auxiliary Information— Please check for your question in the FAQs before contacting USP.

Topic/Question Contact Expert Committee

Monograph Elena Gonikberg, Ph.D. (CHM32015) Chemical Medicines
Director - Chemical Monographs 3
Medicines
(301) 816-8251

(197) Edmond Biba, Ph.D. (GCCA2015) General Chapters-Chemical
Scientific Liaison-General Analysis 2015
Chapters
(301) 230-3270

(191) Antonio Hernandez- (GCCA2015) General Chapters-Chemical
Cardoso, M.Sc. Analysis 2015
Senior Scientific Liaison
(301) 816-8308

(281) Antonio Hernandez- (GCPA2015) General Chapters-Physical
Cardoso, M.Sc. Analysis 2015
Senior Scientific Liaison
(301) 816-8308

(231) Kahkashan Zaidi, Ph.D. (GCCA2015) General Chapters-Chemical
Senior Scientific Liaison Analysis 2015
(301) 816-8269

(731) Antonio Hernandez- (GCPA2015) General Chapters-Physical
Cardoso,_M.Sc. Analysis 2015
Senior Scientific Liaison
(301) 816-8308

Reference RS Technical Services

Standards 1-301-816-8129
rstech@usp.org
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Metformin Hydrochloride Tablets

DEFINITION
Metformin Hydrochloride Tablets contain NLT 95.0% and NMT 105.0% of the labeled amount of
metformin hydrochloride (C,H;;N5-HCI).

IDENTIFICATION

e A. INFRARED ABSORPTION (197K)

Sample: Transfer an amount of powdered Tablets, equivalent to 20 mg of metformin hydrochloride,
to a suitable flask. Add 20 mL of dehydrated alcohol, and shake. Filter, evaporate the filtrate on a
water bath to dryness, and dry the residue at 105° for 2 h.

Acceptance criteria: Meet the requirements
e B.

Solution A: Dissolve 1 g of 1-naphthol in a solution containing 6 g of sodium hydroxide and 16 g of
anhydrous sodium carbonate in 100 mL of water.

Sample solution: Triturate an amount of powdered Tablets, equivalent of 50 mg of metformin
hydrochloride, with 10 mL of water, filter, and use the filtrate.

Analysis: To 5 mL of the Sample solution add 1.5 mL of 5 N sodium hydroxide solution and 1 mL
of Solution A. Add 0.5 mL of sodium hypochlorite TS, dropwise, and with shaking.

Acceptance criteria: An orange-red color is produced that darkens on standing.

o C. IDENTIFICATION TESTS—GENERAL, Chloride (191)

Sample solution: Prepare as directed for the Sample solution in Identification test B.

Acceptance criteria: Meet the requirements

ASSAY
® PROCEDURE
Standard solution: 10 pg/mL of USP Metformin Hydrochloride RS in water

Sample solution: Weigh and finely powder NLT 20 Tablets. Transfer the amount of powder,
equivalent to 100 mg of metformin hydrochloride, to a 100-mL volumetric flask. Add 70 mL of
water, shake by mechanical means for 15 min, dilute with water to volume, and filter, discarding
the first 20 mL of the filtrate. Dilute 10.0 mL of the filtrate with water to 100.0 mL, and dilute
10.0 mL of the resulting solution with water to 100.0 mL. The nominal concentration of this
solution is 10 pg/mL.

Instrumental conditions
(See Ultraviolet-Visible Spectroscopy (857).)

Mode: UV

Analytical wavelength: Wavelength of maximum absorbance at about 232 nm
Cell: 1 cm
Blank: Water

Analysis

Samples: Standard solution and Sample solution
Calculate the percentage of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;;N5-HCI) in the
portion of the Tablets taken:

Result = (A /As) x (Cs/Cy) x 100

Ay, = absorbance of the Sample solution
As = absorbance of the Standard solution
Cs = concentration of USP Metformin Hydrochloride RS in the Standard solution (pg/mL)
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Cy = nominal concentration of metformin hydrochloride in the Sample solution (ug/mL)

Acceptance criteria: 95.0%-105.0%

PERFORMANCE TESTS
® DISSOLUTION (7/11)
Test 1
Medium: pH 6.8 phosphate buffer; 1000 mL
Apparatus 1: 100 rpm
Time: 45 min
Standard solution: USP Metformin Hydrochloride RS in Medium
Sample solution: Pass a portion of the solution under test through a suitable filter.

Instrumental conditions
(See Ultraviolet-Visible Spectroscopy (857).)

Mode: UV
Analytical wavelength: Wavelength of maximum absorbance at about 233 nm

Analysis: Determine the amount of metformin hydrochloride (C4H;;N5-HCI) dissolved by using UV
absorption of filtered portions of the Sample solution, suitably diluted with Medium, if necessary,
in comparison with the Standard solution.

Tolerances: NLT 70% (Q) of the labeled amount of metformin hydrochloride (C,H;;N5-HCI) is
dissolved.

Test 2: If the product complies with this test, the labeling indicates that it meets USP Dissolution
Test 2.

For products labeled to contain 500 mg of metformin hydrochloride
Medium: pH 6.8 phosphate buffer; 1000 mL
Apparatus 2: 50 rpm
Time: 30 min
Standard solution, Sample solution, Instrumental conditions, and Analysis: Proceed as
directed in Test 1.
Tolerances: NLT 80% (Q) of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;;N5-HCI) is
dissolved.
For products labeled to contain 850 or 1000 mg of metformin hydrochloride
Medium: pH 6.8 phosphate buffer; 1000 mL
Apparatus 2: 75 rpm
Time: 30 min
Standard solution, Sample solution, Instrumental conditions, and Analysis: Proceed as
directed in Test 1.
Tolerances: NLT 75% (Q) of the labeled amount of metformin hydrochloride (C,H;;N5-HCI) is
dissolved.

Test 3: If the product complies with this test, the labeling indicates that it meets USP Dissolution
Test 3.

Medium: pH 6.8 phosphate buffer; 1000 mL

Apparatus 1: 100 rpm

Time: 60 min

Buffer: Dissolve 1.38 g of monobasic sodium phosphate in about 1800 mL of water. Add 3.484 g

of 1-pentanesulfonic acid sodium salt. Adjust with diluted phosphoric acid to a pH of 3.00 +
0.05. Dilute with water to 2000 mL.
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Mobile phase: Acetonitrile and Buffer (1:19)

Standard stock solution: 0.25 mg/mL of USP Metformin Hydrochloride RS in Medium. Use
sonication to dissolve.

Standard solution: 0.05 mg/mL of USP Metformin Hydrochloride RS in Medium from the
Standard stock solution

Sample solution: Pass a portion of the solution under test through a nylon filter of 0.45-um pore
size. Dilute with Medium, if necessary, to obtain a solution with a concentration similar to that of
the Standard solution.

Chromatographic system
(See Chromatography (621), System Suitability.)

Mode: LC
Detector: UV 230 nm

Column: 4.6-mm x 25-cm; 5-um packing L1

Flow rate: 1.0 mL/min
Injection volume: 40 pL
System suitability
Sample: Standard solution
Suitability requirements
Tailing factor: NMT 2.0
Column efficiency: NLT 1500 theoretical plates
Relative standard deviation: NMT 2.0%
Analysis

Samples: Standard solution and Sample solution
Calculate the percentage of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;;Ns-HCI)

dissolved:
Result = (r,/rs) x (Cs/L) x (V/D) x 100
ry = peak response from the Sample solution
rs = peak response from the Standard solution
Cs = concentration of the Standard solution (mg/mL)
L = label claim (mg/Tablet)
V = volume of Medium, 1000 mL
D = dilution factor of the Sample solution

Tolerances: NLT 70% (Q) of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;;Ns-HCI) is
dissolved.

e UNIFORMITY OF DosAGE UNiTs (905): Meet the requirements

IMPURITIES
® ORGANIC IMPURITIES
Mobile phase: 17 g/L of monobasic ammonium phosphate in water, adjusted with phosphoric acid
to a pH of 3.0
System suitability stock solution: 0.25 mg/mL of metformin hydrochloride and 0.1 mg/mL of
melamine in water
System suitability solution: Transfer 1.0 mL of the System suitability stock solution to a 50-mL
volumetric flask, and dilute with Mobile phase to volume.

Sample solution: Weigh and finely powder NLT 20 Tablets. Transfer the amount of powder,
equivalent to 500 mg of metformin hydrochloride, to a 100-mL volumetric flask. Dissolve in Mobile
phase with shaking, dilute with Mobile phase to volume, and filter.
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Diluted sample solution: Nominally 0.005 mg/mL of metformin hydrochloride in Mobile phase
from the Sample solution

Chromatographic system
(See Chromatography (621), System Suitability.)

Mode: LC
Detector: UV 218 nm

Column: 4.6-mm x 25-cm; packing L9

Flow rate: 1.0-1.7 mL/min

Run time: NLT twice the retention time of metformin

Injection volume: 20 L
System suitability

Sample: System suitability solution

Suitability requirements

Resolution: NLT 10 between melamine and metformin

Analysis

Samples: Sample solution and Diluted sample solution
Calculate the percentage of any individual impurity in the portion of the Tablets taken:

Result = (ry/rg) x D x 100

ry = peak response of any individual impurity from the Sample solution
r¢ = peak response of metformin from the Diluted sample solution
D = dilution factor for the preparation of the Diluted sample solution, 0.001

Acceptance criteria
Any individual impurity: NMT 0.1%
Total impurities: NMT 0.6%

ADDITIONAL REQUIREMENTS
® PACKAGING AND STORAGE: Preserve in tight containers. Store at controlled room temperature.

e LABELING: When more than one Dissolution test is given, the labeling states the Dissolution test
used only if Test 1 is not used.

o USP REFERENCE STANDARDS (11)

USP Metformin Hydrochloride RS @

Auxiliary Information— Please check for your question in the FAQs before contacting USP.

Topic/Question Contact Expert Committee

Monograph Elena Gonikberg, Ph.D. (CHM32015) Chemical Medicines
Director - Chemical Monographs 3
Medicines

(301) 816-8251

(197) Edmond Biba, Ph.D. (GCCA2015) General Chapters-Chemical
Scientific Liaison-General Analysis 2015
Chapters
(301) 230-3270

(191) Antonio Hernandez- (GCCA2015) General Chapters-Chemical
Cardoso, _M.Sc. Analysis 2015

Senior Scientific Liaison
(301) 816-8308
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Topic/Question Contact Expert Committee

(711) Margareth R.C. Marques,, (GCDF2015) General Chapters-Dosage
Ph.D. Forms 2015
Principal Scientific Liaison
(301) 816-8106

(905) William E. Brown (GCDF2015) General Chapters-Dosage
Senior Scientific Liaison Forms 2015
(301) 816-8380

Reference RS Technical Services

Standards 1-301-816-8129
rstech@usp.org
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Giyburige and Metformin Hydrochioride Tablets

DEFINITION
Giyburide and Metformin Hyarochioride Tablets confain NLT S0.0% and NMT 110.0% of e labeled amounts of glyburide

(CgyHgCiNOyB) and mettormin Rydrochiorde (C Ny HCD.

IDENTIFICATION

« A OLysumioe= The refention time of the giyburide peak of the Sampie solution commesponds 1o that of the major peak
of the Standard solution, a3 obtained In the Aszay for Giyburide.

= B. Merronmin Hyomocmomoe: The retenfion time of he major peak of the Sampie soufion corresponds to that of
the Standard solution, as obtained In the Assay for Aetfamin Hydrochionide.

ASBAY
= Oursumoe
Solution A° 28.8 gL of monabasic ammonium phosphate
Mabile phase: Acetoniirie and Solution A (40:60). Adiest with 1 N sodium hydroxide to 3 pH of 5.3.
Diuent Acetonirie and water (50:50)
Standard stock solution: 0.25 mpémi of UBF Glyburide RS prepared as Sollows: Dissolve first In the acetonirie,
using S0% of the inal volume, and Shen dilute with water o vokame.
Stancard solution: 0.025 mgimL of USP Glyturide RS In Diuent, fom the Standard stock soktion
System sultabiity soksion 1: Prepare a solulion containing 0.025 mpémi of USP Glyburide Refated Compound A
RS In Diwent Transfer 50 uL of this sohsfion to a S0-mi volumetric Sask, and dilute with Standard sofuion o
volume.
System suitabiity soktion 2: 5.0 mgimL of USP Metformin Hydrochioride RS In System suabity solution 1
Sample soluion: Dissolve NLT 5 Tablets in Diwent by s8ming with & magnetic stiming bar for a least 1 h. Dikte fo
obéain a solubion containing 0.025 mgimi. of giyburide, based on the label clalm. Cenirifuge a porion of this
sokufion at 3000 rpm for 10 min and use he clear supematant. piove—Retain a portion of this solution for
the Assay for Metformin Hydrochionde. |
Chromatographc system
(@ee Cromatooraany  621)  Svstem Sutacen)
Mode: LC
Defector: UV 230 nm
Column: 4. 6-mm X 15-cm; S4m packing L7
Coumn tempershare: 40
Fiow rate: 1.2 mLimin
injection size: 100 ul
System sutaninty
Sample: System sutadily soduton 2
more—The relative retention time for the peak due to glybunde related compound A is about
0.20 wath respect to glybunde. )
Sukadilty requirements
Capacky factor, ¥ NLT 7 %or the peak due 1o glyburide
Column eficiency: NLT 3000 theoretical pistes for the pesk due o glyduride
Reiative standard deviaion: NMT 1.5% for the peak due 1o glyburide
Relative standard deviaion: NMT 10% for he peak due 1o plyburide relates compound A
Araiysis
Sampies. Stancard solution and Sampide solution
Record the chromatograms for about 1.25 fimes ihe retension time of the giyburide peak. Caiculste the
percentage of CyyHyCINSO,S In the Tabiets taken:

Result = (nyrg) X {Ce/Cy) X 100
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s = = peak response from the Sample
sofution

r. = = peak response from the Standard
sofution

C, = = concentration of USP Glyburide RS in
the Standard solution (mg/mL)
Cy = = nominal concentration of glyburide in

the Sample solution (mg'mL)
Acceptance crilerin; 50.0%—110.0% of glyburide labe! claim
= MeTronsin HYomOGHLORIDE
Solution A° Transfer 1.0 g each of sodium heptane sulfonate and 30dkem chioride fo a 2000-mL vokumetric flask. Add
1200 mi of water, and adqust with 0.05 M phosphoric acid to a pH of 3.85. Dilule with waler to volume.
Motile phase: Acefoniirie and Solution A (10:50)
Diuent Acetonitrie and water (1:40)
Standard solution: 0.25 mg/mL of UBP Metiormin Hydrochionde RS In Divent. jnoTe—Sonicate to achieve
complete dissolution, if necessary. |
System sultabiity stock solufion: 25 pgimL each of USP Metiormin Relsted Compound 8 RE and USP Metiormin
Refated Compound C RS In Divent
System sultabiity sokfion: Transter 0.5 mi of the Sysfem sufaddty stock solusion to & SO-miL volumetric Sask, and
diiute with Standard sofufion o volume.
Sampie soluion: Diute with water a portion of the retained Sample solution from the Assay for Giyburide i obéain
0.25 mgimi of mefiormin hydrochioride basad on the label claim.
Chromatographic system
(@ee Chvomatograpny { §21) , System Surasany)
Mode: LC
Detector: UV 218 nm
Coumn: 3.5-mm X 30-cm; 40-um packing L1
Column temperature: ”-o
Fiow rate: 1 mLimin
injecton size: S ul
System suttabiity
Sampie: System sutadity soluton
ore—The relative retention times for metformin related compound B, metformin, and
metformin related compound C are about 0.88, 1.0, and 2.1-2.3, respectively. (Metformin
related compound C can have a vanable retention time.)
Suladinty requrements
Resok#ion: NLT 1.5 between metformin relsted compound B and metformin
Taling factor: 0.8~2.0 for the metformin peak
Relative standard deviaion: NMT 1.5% for She mefiormin peak and NMT 10% for 2ach of the peaks cue o
metiormin relsted compound B and metformin refated compound C.
Araiyss
Samples: Standarg soiufion and Samgpve SOLHDN
Calcuiate the percentage of CyHyNg HCI It She Tabists taken:

Result = (ryrg) X (C¢/Cy) X 100

&
"

= peak response from the Sample
solution
% = = peak response from the Sfandard
solution

C, = = concentration of USP Metformin
Hydrochlonde RS in the Standard
P2 00 1 I DR Lrdue e Sihate S50 2
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sofution (mgfml)
C, = = nominal concentration of metiormin
Whuwm

Acceptance crileria: 50.0%~110.0% of meSionmin lnbe! claim

- Rusousmon { 711)
Glyturice
Medgium: 0.05 M boric acid and 0.05 M potassium chioride solution. Prepare by dissaiving 3.09 g of boric ackd and

3.73 g of potassium chicride in 250 mi of waler, adjust with 1 N sodium hydroxide 10 a pH of 5.5, and diute with
woterto 1L, SO0 mi.

Apparstus 2 75 rpm
Time: 30 min

Standard solution: Transfer 10 mp of USP Giyburide RS 10 a 100-mL volumetric flask. Dissoive In 20 mi of
ascetonitrie, and diute with Afegium o volume. Diute further aith Afegium % cbtain a soluion having a glyburide
concentration, in mg/mLi, of L/SO0 whers L s the labei claim, In mg. of giyduride.

Sampie sciution: a-umm(m).h-amdt:mwumum
polypropyiene fiter or a 1-um glass fiber Aker. Diule with Liegium, If necessary.

Schtion A: 28.7 mg/mi of moncbasic ammoenium phosphate in water

Mobile phase: Solution A and acetonilie (1:1). Adqust with 1 N scalum hydroxide o apsdof 53

Chromatographic system
(8ee Coromamoraete { 5217, Svsiem Susanser)

Moge: LC

Detector: UV 230 nm

Column: 4.6-mm X 15-cm; S-um packing L7
Column temperature: 1!0

Flow rate: 1.5 mUmin

Injection size: 200 ul

System suladbily
Sample: Standard soiution

SuRsbiity requirements
Coumn eficiency: NLT S000

Taling factor: 0.8-2.0
RelaSve stancard devistion: NMT 2%

Analysis
Sampies: Standard solution and Sampis solution

Determine the percentape of CyyHaCiNgOgS dissolved:
Result = (r,rg) X (Cy/Cyy) X 100

(A = = peak response from the Sample
solution

Iy = = peak response from the Standard
solution
C = = concentration of the Standard solufion
(mg/mL)
C = = nominal concentration of glyburide in
the Sample solution (mg/mL)
Tolerances: NLT 85% (Q) of the labeled amount of glyburide is dissoived.
Mettormin hycrochioride
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Metformin Hydrochloride Extended-Release Tablets

DEFINITION
Metformin Hydrochloride Extended-Release Tablets contain NLT 90.0% and NMT 110.0% of the labeled amount of
metformin hydrochloride (C4H;N5s-HCI).

IDENTIFICATION

® A. The retention time of the major peak from the Sample solution corresponds to that from the Standard solution, as
obtained in the Assay.

ASSAY
® PROCEDURE

Buffer solution: 0.5 g/L of sodium 1-heptanesulfonate and 0.5 g/L of sodium chloride in water. Before final dilution,
adjust with 0.06 M phosphoric acid to a pH of 3.85.

Mobile phase: Acetonitrile and Buffer solution (1:9). [NoTe—To improve the separation, the composition of acetonitrile
and Buffer solution may be changed to 1:19, if necessary.]

Diluent: 1.25% solution of acetonitrile in water

Standard solution: (L/4000) mg/mL of USP Metformin Hydrochloride RS in Diluent, where L is the labeled quantity, in
mg, of metformin hydrochloride in each Tablet

System suitability stock solution: 12.5 ug/mL each of USP Metformin Related Compound B RS and USP Metformin
Related Compound C RS in Diluent

System suitability solution: Dilute 0.5 mL of the System suitability stock solution with the Standard solution to 50 mL.

Sample stock solution: Finely powder NLT 10 Tablets. Transfer powder, equivalent to the average Tablet weight, to a
homogenization vessel, and add 500 mL of a 10% acetonitrile solution. Alternately, homogenize and allow to soak until
the sample is fully homogenized. [NoTE—A suggested homogenization sequence is as follows. Homogenize the sample
using five pulses, each of 5 s, at about 20,000 rpm, and allow to soak for 2 min. Repeat these steps two additional
times.]

Sample solution: Pass a portion of the Sample stock solution through a suitable filter of 0.45-um pore size, discarding
the first 3 mL of filtrate. Transfer 25 mL of the filtrate to a 200-mL volumetric flask, and dilute with water to volume.

Chromatographic system
(See Chromatography (621), System Suitability.)

Mode: LC
Detector: UV 218 nm

Column: 3.9-mm X 30-cm; 10-pm packing L1

Column temperature: 30°

Flow rate: 1 mL/min

Injection volume: 10 pL

Run time: Until after the elution locus of metformin related compound C
System suitability

Sample: System suitability solution

[NoTE—The relative retention times for metformin related compound B, metformin, and metformin related compound C
are 0.86, 1.0, and 2.1-2.3, respectively. Metformin related compound C can have a variable retention time. The
composition of the Mobile phase may be changed to 1:19, if it elutes at a relative retention time of less than 2.1.]

Suitability requirements
Resolution: NLT 1.5 between the peaks due to metformin related compound B and metformin
Tailing factor: NLT 0.8 and NMT 2.0 for the metformin peak

Relative standard deviation: NMT 1.5% for the metformin peak and NMT 10% for each of the peaks due to
metformin related compound B and metformin related compound C

Analysis

Samples: Standard solution and Sample solution
Calculate the percentage of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;;N5-HCI) in the portion of Tablets taken:

Result = (ry/rs) x (Cs/Cy) x 100

ry = peak response from the Sample solution

rs = peak response from the Standard solution

Cs = concentration of USP Metformin Hydrochloride RS in the Standard solution (mg/mL)
Cy = nominal concentration of metformin hydrochloride in the Sample solution
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Acceptance criteria: 90.0%-110.0%

PERFORMANCE TESTS
Change to read:
o DISSOLUTION (711)
Test 1
Medium: pH 6.8 phosphate buffer solution; 1000 mL

Apparatus 1: 100 rpm for Tablets labeled to contain 750 mg
Apparatus 2: 100 rpm for Tablets labeled to contain 500 mg
Times: 1, 3,and 10 h

Detector: UV 232 nm

Standard solution: USP Metformin Hydrochloride RS in Medium

Sample solution: Pass a portion of the solution under test through a suitable hydrophilic polyethylene filter of 0.45-
HMm pore size. Dilute, if necessary, with Medium to a concentration similar to that of the Standard solution.

Analysis: Calculate the percentage of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;;N5-HCI) released at each

time point:
Result = [(Ay/As) X Cs x (V = Vs) + (Cgp X V) + (Cyg9 X V)] x (100/L)
Ay = absorbance of the Sample solution
As = absorbance of the Standard solution
Cs = concentration of the Standard solution (mg/mL)
4 = initial volume of Medium in the vessel (mL)
Vs = volume withdrawn from the vessel for previous samplings (mL)
Cso = concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at 1 h (mg/mL)
Cig0 = concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at 3 h (mg/mL)
L = label claim (mg/Tablet)

Tolerances: See Table 1.

Table 1
Amount Dissolved, Amount Dissolved,
Time 500-mg Tablet 750-mg Tablet
(h) (%) (%)
1 20-40 22-42
3 45-65 49-69
10 NLT 85 NLT 85

The percentages of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;;N5-HCI) dissolved at the times specified
conform to Dissolution (711), Acceptance Table 2.

Test 2: If the product complies with this test, the labeling indicates that it meets USP Dissolution Test 2.
Medium: Prepare as directed for Test 1; 1000 mL.
Apparatus 2: 100 rpm
Times: 1,2,6,and 10 h
Detector: UV 232 nm
Standard solution: USP Metformin Hydrochloride RS in Medium

Sample solution: Pass a portion of the solution under test through a suitable polyethylene filter of 0.45-um pore size.
Dilute, if necessary, with Medium to a concentration that is similar to that of the Standard solution.

Analysis: Calculate, in mg/mL, the content of metformin hydrochloride (C4H{;Ns-HCI), C;, in Medium at each time

point, t:
Result = (Ay x Cs x Dy)/As
Ay = absorbance of the Sample solution
Cs = concentration of metformin hydrochloride in the Standard solution (mg/mL)
D, = dilution factor of the solution under test
As = absorbance of the Standard solution

Calculate the percentage of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;;N5-HCI) dissolved at each time point
by the following formulas.

Percentage dissolved at the first time point (1 h):
Result = (C; x V x 100)/L
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content of metformin hydrochloride in Medium at the first time interval (mg/mL)
volume of Medium, 1000 mL
label claim (mg/Tablet)

Percentage dissolved at the second time point (2 h):

G
v
sV,
G
L

Result = [C, x (V = SV,) + C; x SV,] x (100/L)

content of metformin hydrochloride in Medium at the second time interval (mg/mL)
volume of Medium, 1000 mL

volume of the sample withdrawn at 1 h (mL)

content of metformin hydrochloride in Medium at 1 h (mg/mL)

label claim (mg/Tablet)

Percentage dissolved at the nth time point:

Result = {C, X [V — (n — 1)Vs] + (C; + Cy + ... + C,_;) x Vs} x (100/L)

content of metformin hydrochloride in Medium at the nth time interval (mg/mL)

volume of Medium, 1000 mL

time interval of interest

volume of sample withdrawn at each time interval (mL)

as C;, C,, C3, ... C,_;, the content of metformin hydrochloride in Medium at each time interval (mg/mL)
label claim (mg/Tablet)

Tolerances: See Table 2.

Table 2
Amount
Time Dissolved
(h) (%)
1 20-40
2 35-55
6 65-85
10 NLT 85

The percentages of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;;N5-HCI) dissolved at the times specified
conform to Dissolution (711), Acceptance Table 2.

Test 3: If the product complies with this test, the labeling indicates that it meets USP Dissolution Test 3.

Medium, Apparatus 1, and Apparatus 2 ‘a(ERR 1-un-2016)* Proceed as directed in Test 1.

Times: 1, 2, 5, and 12 h for Tablets labeled to contain 500 mg; and 1, 3, and 10 h for Tablets labeled to contain 750

mg

Detector:

UV 232 nm
Standard solution: USP Metformin Hydrochloride RS in Medium

Sample solution: Pass a portion of the solution under test through a suitable hydrophilic polyethylene filter of 0.45-
pum pore size. Dilute, if necessary, with Medium to a concentration similar to that of the Standard solution.

Analysis: Calculate the percentage of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;,N5-HCI) released at each

time point:

C120
C300

C720
L

Tolerances:

Result = {[(Ay/As) x Cs x (V = V5) + (Cgp X V) + (Cyzp X V) + (C3pp X Vs) + (Crzp X Vs)] x 100}/L

absorbance of the Sample solution

absorbance of the Standard solution

concentration of the Standard solution (mg/mL)

initial volume of Medium in the vessel (mL)

volume withdrawn from the vessel for previous samplings (mL)

concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at 1 h (mg/mL)
concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at 2 h (mg/mL)
concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at 5 h (mg/mL)
concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at 12 h (mg/mL)
label claim (mg/Tablet)

See Tables 3 and 4.

Table 3. For Tablets Labeled to Contain 500 mg

http://127.0.0.1:40352/uspnf/pub/data/v40352/usp40nf35s2_m871.xml
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Amount
Time Dissolved
(h) (%)
1 20-40
2 35-55
5 60-80
12 NLT 85

Table 4. For Tablets Labeled to Contain 750 mg

Amount
Time Dissolved
(h) (%)
1 22-42
3 49-69
10 NLT 85

The percentages of the labeled amount of metformin hydrochloride (C,H;;N5-HCI) dissolved at the times specified
conform to Dissolution (711), Acceptance Table 2.

Test 4: If the product complies with this test, the labeling indicates that it meets USP Dissolution Test 4.
Medium: Prepare as directed for Test 1; 1000 mL.
Apparatus 2: 100 rpm
Times: 1,3,6,and 10 h
Detector: UV 250 nm (shoulder)
Standard solution: USP Metformin Hydrochloride RS in Medium

Sample solution: Pass a portion of the solution under test through a suitable filter of 0.45-um pore size. Dilute, if
necessary, with Medium to a concentration similar to that of the Standard solution.

Analysis: Calculate, in mg/mL, the content of metformin hydrochloride (C4H;;Ns-HCI), C;, in Medium at each time
point, t, by the formulas specified in Test 2.

Tolerances: See Table 5.

Table 5
Amount
Time Dissolved
(h) (%)

1 20-40

3 45-65

6 65-85

10 NLT 85

The percentages of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;;N5-HCI) dissolved at the times specified
conform to Dissolution (711), Acceptance Table 2.

Test 5: If the product complies with this test, the labeling indicates that it meets USP Dissolution Test 5.
Medium: pH 6.8 phosphate buffer solution; 900 mL, deaerated

Apparatus 1: 100 rpm, with the vertical holder described in Figure 1 and Figure 2
Times: 2,8,and 16 h

Detector: UV 250 nm

Standard solution: USP Metformin Hydrochloride RS in Medium

Sample solution: Pass a portion of the solution under test through a suitable filter of 0.45-um pore size. Dilute, if
necessary, with Medium to a concentration similar to that of the Standard solution.

Analysis: Place a vertical sample holder into each basket (see Figures 1 and 2). Place 1 Tablet inside the sample
holder, making sure that the Tablets are vertical at the bottom of the baskets.

Calculate, in mg/mL, the content of metformin hydrochloride (C4H,;N5-HCI), C;, in Medium at each time point, t, by the
formulas specified in Test 2.
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Figure 1
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1. MATERIAL: 316SS OR EQUIVALENT .017 WIRE VERTICAL MEAS
SQUARE WEAVE WITH .039 SQUARE OPENINGS.
2. ALL DIMENSIONS ARE IN INCHES. TOLERANCES TO BE +/-.010

Figure 2
Tolerances: See Table 6.
Table 6
Amount Dissolved, Amount Dissolved,
Time 500-mg Tablet 1000-mg Tablet
(h) (%) (%)
2 NMT 30 NMT 30
8 60-85 65-90
16 NLT 90 NLT 90

The percentages of the labeled amount of metformin hydrochloride (C,H;;N5-HCI) dissolved at the times specified

conform to Dissolution (711), Acceptance

Table 2.

Test 6: If the product complies with this test, the labeling indicates that it meets USP Dissolution Test 6.

Medium: pH 6.8 phosphate buffer solution; 1000 mL, deaerated

Apparatus 2: 100 rpm, with USP sinker, if necessary

Detector: UV 233 nm

Standard solution: USP Metformin Hydrochloride RS in Medium

Sample solution: Pass a portion of the solution under test through a suitable hydrophilic polyethylene filter of 0.45-
um pore size. Dilute, if necessary, with Medium to a concentration similar to that of the Standard solution.
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Analysis: Calculate the percentage of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;;N5-HCI) released at each

time point:
Result = {[(Ay/As) x Cs X (V = Vs) + (Cgp X V) + (Cygp X Vi) + (Cgpp X V)] x 100}/L
Ay = absorbance of the Sample solution
As = absorbance of the Standard solution
Cs = concentration of the Standard solution (mg/mL)
4 = initial volume of Medium in the vessel (mL)
Vs = volume withdrawn from the vessel for previous samplings (mL)
Cso = concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at 1 h (mg/mL)
Cisp = concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at 3 h (mg/mL)
Csop = concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at 10 h (mg/mL)
L = label claim (mg/Tablet)
Tolerances: See Table 7.
Table 7
Amount Dissolved, Amount Dissolved,
Time 500-mg Tablet 750-mg Tablet
(h) (%) (%)

1 20-40 20-40

3 45-65 45-65

10 NLT 85 NLT 85

The percentages of the labeled amount of metformin hydrochloride (C,H;;N5-HCI) dissolved at the times specified
conform to Dissolution (711), Acceptance Table 2.

Test 7: If the product complies with this test, the labeling indicates that it meets USP Dissolution Test 7.
Medium: Prepare as directed in Test 1; 1000 mL.
Apparatus 1: 100 rpm for Tablets labeled to contain 750 mg
Apparatus 2: 50 rpm, with USP sinker, for Tablets labeled to contain 500 mg
Times: 1,3,and 10 h
Detector: UV 232 nm
Standard solution: USP Metformin Hydrochloride RS in Medium

Sample solution: Pass a portion of the solution under test through a suitable filter of 0.45-pym pore size. Dilute, if
necessary, with Medium to a concentration similar to that of the Standard solution.

Analysis: Calculate the percentage of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;;N5-HCI) released at each

time point:
Result = {[(Ay/As) x Cs X (V = Vs) + (Cgp X Vi) + (Cygp X Vi) + (Cgpp X V)] x 100}/L

Ay = absorbance of the Sample solution
As = absorbance of the Standard solution
Cs = concentration of the Standard solution (mg/mL)
4 = initial volume of Medium in the vessel (mL)
Vs = volume withdrawn from the vessel for previous samplings (mL)
Cso = concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at 1 h (mg/mL)
Cisp = concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at 3 h (mg/mL)
Csop = concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at 10 h (mg/mL)
L = label claim (mg/Tablet)

Tolerances: See Table 8.

The percentages of the labeled amount of metformin hydrochloride (C,H;;N5-HCI) dissolved at the times specified

Table 8
Amount Dissolved, Amount Dissolved,
Time 500-mg Tablet 750-mg Tablet
(h) (%) (%)
1 20-40 20-40
3 45-65 40-60
10 NLT 85 NLT 80

conform to Dissolution (711), Acceptance Table 2.

Test 8: If the product complies with this test, the labeling indicates that it meets USP Dissolution Test 8.

http://127.0.0.1:40352/uspnf/pub/data/v40352/usp40nf35s2_m871.xml
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Medium: Prepare as directed in Test 1; 1000 mL.
Apparatus 1: 100 rpm for Tablets labeled to contain 750 mg
Apparatus 2: 100 rpm, with sinker, for Tablets labeled to contain 500 mg
Times: 1,2,6,and 10 h
Detector: UV 232 nm
Standard solution: USP Metformin Hydrochloride RS in Medium

Sample solution: Pass a portion of the solution under test through a suitable filter of 0.45-um pore size. Dilute, if
necessary, with Medium to a concentration similar to that of the Standard solution.

Analysis: Calculate the percentage of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;;N5'HCI) released at each
time point:

Result = {[(Ay/As) x Cs x (V = Vg) + (Cgp X Vs) + (Crz0 X V) + (C36p X Vs) + (Cgpp X Vs)] x 100}/L

Ay = absorbance of the Sample solution

As = absorbance of the Standard solution

Cs = concentration of the Standard solution (mg/mL)

%4 = initial volume of Medium in the vessel (mL)

Vs = volume withdrawn from the vessel for previous samplings (mL)

Cso = concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at 1 h (mg/mL)
Ci;»p = concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at 2 h (mg/mL)
C3s0 = concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at 6 h (mg/mL)
Ceéoo = concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at 10 h (mg/mL)
L = label claim (mg/Tablet)

Tolerances: See Table 9.

Table 9
Amount Dissolved, Amount Dissolved,
Time 500-mg Tablet 750-mg Tablet

(h) (%) (%)

1 20-40 20-40

2 30-50 35-55

6 65-85 75-95

10 NLT 85 NLT 85

The percentages of the labeled amount of metformin hydrochloride (C,H;;N5-HCI) dissolved at the times specified
conform to Dissolution (711), Acceptance Table 2.

Test 9: If the product complies with this test, the labeling indicates that it meets USP Dissolution Test 9.
Medium: 0.05 M phosphate buffer, pH 6.8; 1000 mL
Apparatus 1: 100 rpm, for Tablets labeled to contain 750 mg
Apparatus 2: 100 rpm, for Tablets labeled to contain 500 mg

Times: 1,5, 12, and 20 h for Tablets labeled to contain 500 mg; and 1, 4, 10, and 24 h for Tablets labeled to contain
750 mg

Standard solution: 0.5 mg/mL of USP Metformin Hydrochloride RS in Medium

Sample solution: Pass a portion of the solution under test through a suitable filter of 0.45-um pore size.

Detector: UV 232 nm

Path length: 0.01 cm, flow cell

Blank: Medium

Analysis: Calculate the percentage of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;,N5-HCI) released at each
time point:

Result = {[(Ay/As) X Cs x (V = Vs) + (C; X Vg5) + (C, x V) + (C3 x Vg) + (C4 x Vs)] x 100}/L

Ay = absorbance of the Sample solution

As = absorbance of the Standard solution

Cs = concentration of the Standard solution (mg/mL)

V = initial volume of Medium in the vessel (mL)

Vs = volume withdrawn from the vessel for previous samplings (mL)

C; = concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at the first time point (mg/mL)
C, = concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at the second time point (mg/mL)
C; = concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at the third time point (mg/mL)
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c,
L

concentration of metformin hydrochloride in Medium determined at the fourth time point (mg/mL)

label claim (mg/Tablet)
Tolerances: See Tables 10 and 11.
Table 10. For Tablets Labeled to Contain 500 mg

Amount
Time Dissolved
(h) (%)
1 20-40
5 45-65
12 70-90
20 NLT 85

Table 11. For Tablets Labeled to Contain 750 mg

Amount
Time Dissolved
(h) (%)
1 20-45
4 45-70
10 70-95
24 NLT 85

The percentages of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H,;N5-HCI) dissolved at the times specified
conform to Dissolution (711), Acceptance Table 2.

Test 10: If the product complies with this test, the labeling indicates that it meets USP Dissolution Test 10.

Medium: 0.05 M phosphate buffer (prepared by dissolving 6.8 g of monobasic potassium phosphate in 250 mL of
water, adding 77 mL of 0.2 N sodium hydroxide and 500 mL of water, adjusting with 2 N sodium hydroxide or 2 N
hydrochloric acid to a pH 6.8, and diluting with water to 1000 mL)

Apparatus 1: 100 rpm for Tablets labeled to contain 750 mg
Apparatus 2: 100 rpm for Tablets labeled to contain 500 mg
Times: 1, 3,and 10 h

Standard solution: (L/100,000) mg/mL of USP Metformin Hydrochloride RS in Medium, where L is the label claim, in
mg/Tablet. This solution is stable for 72 h at room temperature.

Sample solution: At the times specified, withdraw 10 mL of the solution under test and replace with 10 mL of Medium
previously equilibrated at 37.0 £ 0.5°. Centrifuge at 2500 rpm for 10 min. Dilute a portion of the supernatant with
Medium to obtain a theoretical concentration of (L/100,000) mg/mL, where L is the label claim, in mg/Tablet.

Detector: UV 233 nm

Path length: 1 cm

Blank: Medium

Analysis: Calculate the concentration (mg/mL) of metformin hydrochloride (C;) at each time point:
G = (Au/As) x Cs

>
<
Il

absorbance of the Sample solution
absorbance of the Standard solution
Cs = concentration of the Standard solution (mg/mL)
Calculate the cumulative percentage of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;N5-HCI) dissolved (Q;) at
each time point (i):

>
G\
1]

Ati=1:
Q; = (C; x V/L) x 100
At = 3:
Q3 = [C3(V = V5) + (C; x Vs)] x 100/L
At/ = 10:
Q10 = [Cyo(V = 2Vs) + (C; + C3)Vs] x 100/L

V = initial volume of Medium, 1000 mL

Vs = sampling volume, 10 mL

L = label claim (mg/Tablet)
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Table 12
Amount
Time Dissolved
(h) (%)
1 25-45
3 50-70
10 NLT 85

The percentages of the labeled amount of metformin hydrochloride (C,H;;N5-HCI) dissolved at the times specified
conform to Dissolution (711), Acceptance Table 2.

Test 11: If the product complies with this test, the labeling indicates that it meets USP Dissolution Test 11.
Medium: pH 6.8 phosphate buffer solution; 1000 mL

Apparatus 1: 100 rpm for Tablets labeled to contain 750 mg

Apparatus 2: 100 rpm for Tablets labeled to contain 500 mg

Times: 1,3,and 10 h

Standard solution: 7.5 pg/mL of USP Metformin Hydrochloride RS in Medium

Sample solution: At the times specified, withdraw 10 mL of the solution under test, and pass it through a suitable
filter of 0.45-pym pore size, discarding the first 3 mL of filtrate. Dilute 3.0 mL of the filtrate with Medium to 200 mL.
For Tablets labeled to contain 750 mg, dilute 2.0 mL of the filtrate with Medium to 200 mL. Replace the volume of
Medium taken with the same volume of Medium preheated at 37.0 + 0.5°.

Detector: UV 232 nm
Path length: 1 cm
Blank: Medium

Analysis: Calculate the percentage of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;N5-HCI) dissolved at each

time point:
Qi = (Ay/As) x (Cs/L) X V x D x 100
At 1l h:
Result = Q,
At 3 h:
Result = Q3 + [(Q; x 10)/V]
At 10 h:
Result = Qo + {[(Q; x 10)/V] + [(Q3 x 10)/V]}

Ay, = absorbance of the Sample solution

As = absorbance of the Standard solution

Cs = concentration of the Standard solution (mg/mL)

L = label claim (mg/Tablet)

V= volume of Medium, 1000 mL

D = dilution factor of the Sample solution

Tolerances: See Table 13.

Table 13
Amount
Time Dissolved
(h) (%)
1 25-45
3 50-70
10 NLT 80

The percentages of the labeled amount of metformin hydrochloride (C,H;;N5-HCI) dissolved at the times specified
conform to Dissolution (711), Acceptance Table 2.

Test 12: If the product complies with this test, the labeling indicates that it meets USP Dissolution Test 12.
Medium: pH 6.8 phosphate buffer solution; 1000 mL
Apparatus 1: 100 rpm
Times: 1,4,and 12 h
Standard stock solution: 0.2 mg/mL of USP Metformin Hydrochloride RS in Medium
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Standard solution: 0.01 mg/mL of USP Metformin Hydrochloride RS in water, from the Standard stock solution

Sample solution: At the times specified, withdraw 10 mL of the solution under test, and replace with 10 mL of
Medium previously equilibrated at 37.0 £ 0.5°. Pass it through a suitable filter, discarding the first few mL of the
filtrate.

For Tablets labeled to contain 500 mg: Dilute 2.0 mL of the filtrate with water to 100 mL.
For Tablets labeled to contain 1000 mg: Dilute 1.0 mL of the filtrate with water to 100 mL.

Detector: UV 232 nm

Blank: Dilute 1 mL of Medium with water to 100 mL.

Analysis: Calculate the concentration, C;, in mg/mL of metformin hydrochloride (C4H;1N5-HCI) in the sample withdrawn
at each time point (i):

Result; = (Ay/As) x Cs x D

Ay, = absorbance of the Sample solution
As = absorbance of the Standard solution
Cs = concentration of the Standard solution (mg/mL)
D = dilution factor of the Sample solution
Calculate the percentage of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;;N5-HCI) dissolved (Q;) at each time
point (/):

Result; = C; x V x (1/L) x 100
Result, = {[C, x V] + [C; x Vs]} x (1/L) x 100
Result; = {[C; x V] + [(C, + C;) x Vs]} x (1/L) x 100

C; = concentration of metformin hydrochloride in the portion of sample withdrawn at time point i (mg/mL)
= initial volume of Medium, 1000 mL

L = label claim (mg/Tablet)

Vs = volume of the Sample solution withdrawn, 10 mL

Tolerances: See Table 14.

Table 14
Amount
Time point Time Dissolved
) (h) (%)
1 1 NMT 15
2 4 35-65
3 12 NLT 85

The percentages of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H,;N5-HCI) dissolved at the times specified
conform to Dissolution (711), Acceptance Table 2.

Test 13: If the product complies with this test, the labeling indicates that it meets USP Dissolution Test 13.
Medium: pH 6.8 phosphate buffer solution; 1000 mL

Apparatus 1: 100 rpm
Times: 1,4,6,and 14 h
Standard stock solution: 0.2 mg/mL of USP Metformin Hydrochloride RS prepared as follows. Transfer a suitable

amount of USP Metformin Hydrochloride RS into an appropriate volumetric flask. Dissolve by adding Medium to fill
50% of the flask volume and dilute with Medium to volume.

Standard solution: 0.01 mg/mL of USP Metformin Hydrochloride RS from Standard stock solution in water

Sample stock solution: At the times specified, withdraw 10 mL of the solution under test, and replace with the same
volume of Medium preheated at 37.0 £ 0.5°. Pass a portion of the solution under test through a suitable filter of 0.45-
Mm pore size, discard the first few mL, and use the filtrate.

Sample solution
For Tablets labeled to contain 500 mg: Dilute 2 mL of Sample stock solution with water to 100 mL.
For Tablets labeled to contain 1000 mg: Dilute 1 mL of Sample stock solution with water to 100 mL.

Instrumental conditions
(See Ultraviolet-Visible Spectroscopy (857).)

Mode: UV

Analytical wavelength: 232 nm
Blank
For Tablets labeled to contain 500 mg: Dilute 2 mL of Medium with water to 100 mL.
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For Tablets labeled to contain 1000 mg: Dilute 1 mL of Medium with water to 100 mL.
System suitability
Sample: Standard solution
Suitability requirements
Relative standard deviation: NMT 2.0%
Analysis

Samples: Standard solution, Sample solution, and Blank
Calculate the concentration (C;), in mg/mL, of metformin hydrochloride (C4H;;N5-HCI) in the sample withdrawn from the
vessel at each time point (/):

Result; = (Ay/As) x Cs x D

Ay, = absorbance of the Sample solution
As = absorbance of the Standard solution
Cs = concentration of the Standard solution (mg/mL)
D = dilution factor of the Sample solution
Calculate the percentage of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;;Ns5-HCI) dissolved at each time point
(i):
Result; = C; x V x (1/L) x 100
Result, = [(C, x V) + (C; x Vs)] x (1/L) x 100
Result; = {[C3 x V] + [(C, + C;) x Vs]} x (1/L) x 100
Result, = {[Cy; x V] + [(C5 + C, + C;) x Vg]} x (1/L) x 100
C; = concentration of metformin hydrochloride in the portion of sample withdrawn at the specified time point
(mg/mL)
V = volume of Medium, 1000 mL
L = label claim (mg/Tablet)
Vs = volume of the Sample solution withdrawn at each time point and replaced with Medium (mL)

Tolerances: See Table 15.

Table 15
Time point Time Amount Dissolved
Q) (h) (%)
1 1 NMT 20
2 4 45-65
3 6 65-85
4 14 NLT 85

The percentages of the labeled amount of metformin hydrochloride (C4H;;N5-HCI) dissolved at the times specified
conform to Dissolution (711), Acceptance Table 2.

o UNIFORMITY OF DosAGE UNITs (905): Meet the requirements

IMPURITIES
o ORGANIC IMPURITIES
Mobile phase, Sample solution, and Chromatographic system: Proceed as directed in the Assay.

Analysis: From the chromatogram of the Sample solution obtained in the Assay, calculate the percentage of each
impurity in the portion of Tablets taken:

Result = (ry/ry) x 100

ry peak response for each impurity
rr = sum of all the peak responses
Acceptance criteria
Individual impurities: NMT 0.1%

Total impurities: NMT 0.6%
[NoTe—Disregard any peak less than 0.05%, and disregard any peak observed in the blank.]

ADDITIONAL REQUIREMENTS

® PACKAGING AND STORAGE: Preserve in well-closed, light-resistant containers, and store at controlled room temperature.
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e LaBELING: When more than one dissolution test is given, the labeling states the Dissolution test used only if Test 1 is not

used.

e USP REFERENCE STANDARDS (11)

USP Metformin Hydrochloride RS @

USP Metformin Related Compound B RS @
1-Methylbiguanide hydrochloride.

CsHgNsHCI

151.60

USP Metformin Related Compound C RS Ig
N,N-Dimethyl-[1,3,5]triazine-2,4,6-triamine.

CsHioNg 154.17

Auxiliary Information— Please check for your question in the FAQs before contacting USP.

Topic/Question

Contact

Expert Committee

Senior Scientific Liaison
(301) 816-8380

Monograph Elena Gonikberg, Ph.D. (CHM32015) Chemical Medicines Monographs 3
Director - Chemical Medicines
(301) 816-8251

(711) Margareth R.C. Marques, Ph.D. (GCDF2015) General Chapters-Dosage Forms 2015
Principal Scientific Liaison
(301) 816-8106

(905) William E. Brown (GCDF2015) General Chapters-Dosage Forms 2015

Reference Standards

RS Technical Services
1-301-816-8129
rstech@usp.org

USP40-NF35 Page 5050
Previously Appeared In:

Pharmacopeial Forum: Volume No. 40(4)

http://127.0.0.1:40352/uspnf/pub/data/v40352/usp40nf35s2_m871.xml
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272 {621} Chromatography / Physical Tests

Ralative Retantion (r}: |k the mtio of the adpeted m-
‘tention tima uf:mmmu:&mufm
usad a5 3 raferencs urder identical condlbone:

Moty — bt — b
wharg to |5 the mitention time measured from the point of
Injection of the compound of Interest; ty, k& the retention

tima measured from the point of Injection of the compound
usad a5 refeencs; l'n:lt..l::uﬂ'nru:cth:lnlinwda

norratained marker dofined In tha all dotar-
minsd undor identical axporimantal conditions on the @ma
calumn.

Ralative Retariton Time Alzo knowmn as unad-

Justad relatha retention. Comparsons in USP ars
mada In berms of unadjusted relathve retention, unlass
wits Indicated.

RAT = bty
The ﬂr; Is also used to designate unadjusted relathe

-3
Ralativa Standard Deviation In Parcentaga

distanca skmu ﬁﬁﬂﬂﬂ by the mobila phass
and ks used In planar chromatography. Using the symibols In
R Bnd
Ratenticn Factor (k)': Tha retention factor 15 abo
known as the capacity [ =
ansainl Sl guhslsnce m skl phosss
AT OF ST TOE N Mo phane

or

bme spemt by suirglasce in salgnary phase

Dand sl By Gubslacca in mighks chace
v

The ratention factor of 2 component be: determined
from the chromatngram: e

k=t — it

Ratention Tima (L) Inl Lidd'rnnﬂﬂq:ll}-md
chi y;Hmmlt-ﬁtrm,t.l: nadl!lh-np

ma tha Injection of the sampla and the
of tha maximum peak response of tha cluted
sample rona. t, may be wused 2 2 parametor for idenbfica-
o C rabenition times ane characternstic of
tha compounds but ane not unigqua. Col
|h'u:-nn§rﬁ¢1ltln mdan;ﬂ::dirﬁwﬂmb—
stance can ba wed 2= 2 In constnaction of

an profile but may not be sufficient oni Its own to
extablizh identity. Ahsoluta rotention Bmes of a ghven com-
pound may vary from ona chromatogram to tha nest.
Ratontion Volema (Vo)  The retantion volums & the
vaoluma of mobile phase required for dution of 2 ompoe-

USP 36

nant. It may ba caloulated from the retention tims and tha
flow rata I’ mLSmin:

Vam o F

Rascluton Thia resolution k& the separation of
COMponants hcsill':nm m]nla'lndul:qc ot
Ry = 2t — Lo, W, + WD

whira by and by, ane the retenticn tmes of the two com
mm%ﬂ:nﬂ%mhmmﬁﬂh@t
mmm'ufhlp:gumbﬁ-m'"g !

alectronic rabors ara usad, it may ba conven-
lant to daterming tha reciution, by the equation:

By 118 — W e+ W)

F Tha fartor Is tha rel
Mmmmmhiu:nd%m pn.i:ulrhirul:mun:-
thon, tha value of the separation Is aksays =1

a = kik

Symmatry Fact = Tha mistry factor (also
w;mur;ﬁﬁdaﬂ{m@néudu-

tha distance from the paak mum o the lkadl
ﬂﬁnm‘ﬂndmﬂwrﬁnl of
tha peak haight from the
&
[
[
il I', 33k
nl |I I"‘l:ll h
i \\-
- I—-. o
T——— T T

Pl macarmam

Agwa 4. Asymmetical chromatographic pazk.
Talling Factor (T):  Ses Spmmetny Fodor.

5 suftabillty ral of gas and
liq wt?]mmrﬁmu a.rl\ni:mhd;tﬂ“
warfy roem adeq
| - atodg Syt

s S e e R T
Bt e e e S e Al

ru b il



PanReacf‘g'

AppliChem

ITW Reagents

ANALYSIS CERTIFICATE

CODE: 361881 BATCH: 0001202938
PRODUCT: Acetonitrile for UV, IR, HPLC, ACS

ISSUE DATE: 05/09/2017 RETEST DATE: 08/2021
SPECIFICATIONS GUARANTEE VALUE ACTUAL VALUE
Minimum assay (G.C.) 99,9% 99,9%
Density 20/4 0,779-0,783 0,781
Maximum limit of impurities
APHA colour 10 <10
Acidity 0,0005 meq/g <0,0005 meq/g
Alkalinity 0,0001 meq/g <0,0001 meq/g

Non-volatile matter

Base line drift (210 nm)

Suitability for gradient according to ACS
Water (H20)

Suitability for IR spectometry:

0,0004 %
10 mUA
passes test
0,02 %
passes test

0,0001 %
<10 mUA
Passes test
0,003 %
Passes test

Gradient

L (nm) 210 254
A (mUA) <1 <0,5
Fluorescence (as quinine):

L (nm) 254 365
A (ppb) <1 <1

UV Spectrum(1cm cell; Ref.:water)

L (nm) IQSfBCut 193 195 200 | 230-400
A (UA) <1 <0,260 | <0,155 | <0,046 | <0,009
T (%) 34 70 83 93 99

Microfiltered product (0.2 um) and bottled under nitrogen atmosphere.

Panreac Quimica S.L.U.
C/Garraf, 2

Poligono Pla de la Bruguera
E-08211 Castellar del Valles
(Barcelona) Espana

Tel. (+34) 937 489 400

Fax (+34) 937 489 401

e-mail: info.es@itwreagents.com

www.itwreagents.com

CODE: 361881

Quality Assurance Director
Director de Garantia Calidad

P. Verge

BATCH:

0001202938
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Honeywell

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Honeywell Specialty Chemicals Seelze GmbH Brand: Honeywell Riedel-de Haén™
Waunstorferstrasse 40 Product: 34851

Seelze, 30926 Lot No: H2060

Telefon: +49 5137 8238-0 Production date: 25.Jul.2017
www.lab-honeywell.com Best before: 15.Jul.2019
Acetonitrile CHROMASOLYV, for HPLC, gradient grade, 99.9%

Parameter Specification Units Result Units
assay (GC) min. 99.90 % 99.99 %
non-volatile matter max. 0.0005 % <0.0005 %
water (Karl Fischer) max. 0.02 % 0.004 %
free acid (as CH3COOH) max. 0.001 % <0.001 %
free alkali (as NH3) max. 0.0002 % <0.0002 %
absorbance at 400 nm max. 0.0044 <0.0044
absorbance at 250 nm max. 0.0044 <0.0044
absorbance at 235 nm max. 0.0044 <0.0044
absorbance at 230 nm max. 0.0044 <0.0044
absorbance at 200 nm max. 0.032 <0.032
absorbance at 195 nm max. 0.12 <0.12
fluorescence (chinin) at 254 nm max. 1 ppb <1 ppb
fluorescence (chinin) at 365 nm max. 0.5 ppb <0.5 ppb
HPLC-gradient at 210 nm max. 3 mAU <3 mAU
HPLC-gradient at 254 nm max. 0.5 mAU <0.5 mAU
baseline drift at 210 nm max. 15 mAU <15 mAU




Page: 2

Honeywell

QC Release Date: 31.Jul.2017

The minimum shelf life is based on the current knowledge and holds only for proper storage conditions in the originally closed
flasks/ packages.

We herewith confirm that the delivery is effected according to the technical delivery conditions agreed.

Particular properties of the products or the suitability for a particular area of application are not assured.

We guarantee a proper quality within our General Conditions of Sales.

Honeywell
Quality Management

This document was produced electronically and is valid without a signature

Seelze,11.08.2017 / COAH_00254404 / GE61/17/18888
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VWR®&Z PROLABO"

Certificate of Analysis

Material : 20624.295 Acide orthophosphorique 85% AnalaR NORMAPUR

Batch : 13D190511 Expires end of 04/2018

CHARACTERISTICS SPECIFICATIONS MEASURED VALUES
Titre Min. 85,0 % 85,6 %
Coloration Max. 10 APHA Max. 10 APHA
Densité (20/4) 1,680 --> 1,710 1,690
Acides volatiles Max. 0,0002 meg/g Max. 0,0002 meg/g
Métaux lourds (en Pb) Max. 5 ppm Max. 5 ppm
Substances réductrices (en H3PO3) Max. 50 ppm Max. 50 ppm
Substances réduisant KMnO4 (en O) Max. 10 ppm Max. 10 ppm
Silicium dioxyde Max. 0,025 % Max. 0,025 %
Cl (Chlorure) Max. 2 ppm Max. 2 ppm
F (Fluorure) Max. 1 ppm Max. 1 ppm
NO2 (Nitrite) Max. 0,05 ppm 0,02 ppm
NO3 (Nitrate) Max. 5 ppm Max. 5 ppm
SO4 (Sulfate) Max. 50 ppm Max. 50 ppm
As (Arsenic) Max. 0,5 ppm Max. 0,5 ppm
Ca (Calcium) Max. 50 ppm Max. 50 ppm
Cd (Cadmium) Max. 1 ppm Max. 1 ppm
Co (Cobalt) Max. 1 ppm Max. 1 ppm
Cu (Cuivre) Max. 1 ppm Max. 1 ppm
Fe (Fer) Max. 5 ppm Max. 5 ppm
K (Potassium) Max. 5 ppm Max. 5 ppm
Mg (Magnésium) Max. 10 ppm Max. 10 ppm
Mn (Manganeése) Max. 0,5 ppm Max. 0,5 ppm
Na (Sodium) Max. 0,025 % Max. 0,025 %
Ni (Nickel) Max. 1 ppm Max. 1 ppm
Pb (Plomb) Max. 1 ppm Max. 1 ppm
Sb (Antimoine) Max. 5 ppm Max. 5 ppm
Zn (Zinc) Max. 2 ppm Max. 2 ppm
Conforme & BDH 10173 Conforme Conforme

VWR International S.A.S.

Le Périgares

201 Rue Carnot

94126 Fontenay-sous-Bois Cedex

FRANCE Page 1 / 2



VWR®&

Certificate of Analysis

®
PROLABO’

Material : 20624.295 Acide orthophosphorique 85% AnalaR NORMAPUR
Batch : 13D190511 Expires end of 04/2018
CHARACTERISTICS SPECIFICATIONS MEASURED VALUES

We certify that this batch conforms to the specifications listed above.
BDL : Below detected limit.

Isabelle Habay, Head of laboratory - Briare
VWR International
Document printed on 03/2015

This document has been produced electronically and is valid without a signature.

VWR International S.A.S.

Le Périgares

201 Rue Carnot

94126 Fontenay-sous-Bois Cedex
FRANCE

Page 2 / 2



SIGMA-ALDRICH"

Product Name:

Product Number:
Product Brand:
Molecular Formula:
Molecular Mass:
CAS Number:

TEST

meets analytical specification of Ph. Eur., BP, NF, FCC

assay
volatile acids (CH3COQH)
arsenic (As)

cadmium (Cd)

copper (Cu)

iron (Fe)

mercury (Hg)

lead (Pb)

zinc (Zn)

heavy metals (as Pb)
chloride (ClI)

fluoride (F)

nitrate (NO3)

nitrate (NO3)
phosphite,hypoph.(H3PO3)
phosphite, hypophosphite
sulfate (SO4)

sulfate (SO4)

appearance of the solution
subst. precipitated by NH3
alkali phosphates

residual solvents

Phosphoric acid

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103 USA
Website: www.sigmaaldrich.com
Email USA techserv@sial.com
Outside USA  eurtechserv@sial.com

puriss., meets analytical specification of Ph. Eur., BP, NF,

FCC, 85.0-88.0 %
04107
Sigma-Aldrich
H,O,P

98.00

7664-38-2

SPECIFICATION

85.0-88.0
<0.001
<0.0002
< 0.0003
<0.001
<0.001

< 0.0001
< 0.0003
<0.001

< 0.0005
< 0.0005
< 0.0005
< 0.0005
complying
<0.003
complying
<0.005
complying
complying
complying
complying
complying

LOT SZBB1170V RESULTS

85.6 %
<0.001 %
< 0.0002 %
< 0.0003 %
<0.001 %
<0.001 %
< 0.0001 %
< 0.0003 %
< 0.001 %
< 0.0005 %
< 0.0005 %
< 0.0005 %
< 0.0005 %
complying
< 0.003 %
complying
< 0.005 %
complying
complying
complying
complying
complying

Identity, assay and impurities are complying to the monographs of the above mentioned pharmacopeias/codices.

Sigma-Aldrich

Certificate of Analysis - Product 04107 Lot SZBB1170V Page 1 of 2



SIGMA-ALDRICH"

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103 USA
Website: www.sigmaaldrich.com
Email USA techserv@sial.com
Outside USA  eurtechserv@sial.com

Production Date 27.Apr.11
Rec. Retest Date 03.0ct.15
QC Release Date 04.May.11

K@E‘/a&f@/ '*

Katja Boerner
Quality Management
Seelze, Germany

Sigma-Aldrich warrants, that its products conform to the information contained in this and other Sigma-Aldrich publications. Purchaser must determine the suitability of the
product for its particular use. See reverse side of invoice for additional terms and conditions of sale. The values given on the 'Certificate of Analysis' are the results

determined at the time of analysis.

Sigma-Aldrich Certificate of Analysis - Product 04107 Lot SZBB1170V Page 2 of 2



d
VWR® PROLABO"

Certificate of Analysis

Material : 27810.295 Sodium chlorure AnalaR NORMAPUR ACS, Reag. Ph. Eur.

Batch : 13G090003 Expires end of 07/2018

CHARACTERISTICS SPECIFICATIONS MEASURED VALUES
Titre Min. 99,5 % 100,0 %
Aspect de la solution S Conforme Ph.Eur. Conforme Ph.Eur.
Identification Conforme Conforme
Identification A Conforme Ph.Eur. Conforme Ph.Eur.
Identification B Conforme Ph.Eur. Conforme Ph.Eur.
NO2 (Nitrite) Conforme Ph.Eur. Conforme Ph.Eur.
Solution dans I'eau Conforme Conforme
Acidité ou alcalinité Max. 0,0005 meg/g Max. 0,0005 meg/g
pH (20C; 5 %) 5,0 --> 8,0 5,5
Métaux lourds (en Pb) Max. 2 ppm Max. 2 ppm
Hexacyanoferrates (en Fe(CN)6) Max. 1 ppm Max. 1 ppm
Insolubilité dans I'eau Max. 50 ppm Max. 50 ppm
Perte a la dessiccation Max. 0,5 % < 0,1 %
N total (Azote) Max. 5 ppm Max. 5 ppm
Br (Bromure) Max. 50 ppm Max. 50 ppm
ClO3 + NO3 (en NO3) Max. 30 ppm Max. 30 ppm
| (lodure) Max. 10 ppm Max. 10 ppm
PO4 (Phosphate) Max. 5 ppm Max. 5 ppm
SO4 (Sulfate) Max. 40 ppm Max. 40 ppm
As (Arsenic) Max. 0,4 ppm Max. 0,4 ppm
Ba (Baryum) Max. 10 ppm Max. 10 ppm
Ca (Calcium) Max. 20 ppm 1 ppm
Cu (Cuivre) Max. 2 ppm < 1 ppm
Fe (Fer) Max. 1 ppm Max. 1 ppm
K (Potassium) Max. 50 ppm 5 ppm
Mg (Magnésium) Max. 10 ppm 1 ppm
Ni (Nickel) Max. 10 ppm < 1 ppm
Conforme a BDH 10241 Conforme Conforme

VWR International bvba/sprl

Haasrode Research Park Zone 3

Geldenaaksebaan 464

B-3001 Leuven

Tel: + 32 (0)16 385 011 Page 1 / 2



VWR®&

Certificate of Analysis

®
PROLABO’

Material : 27810.295 Sodium chlorure AnalaR NORMAPUR ACS, Reag. Ph. Eur.
Batch : 13G090003 Expires end of 07/2018
CHARACTERISTICS SPECIFICATIONS MEASURED VALUES

We certify that this batch conforms to the specifications listed above.
BDL : Below detected limit.

Wendy Mathues, Head of laboratory - Haasrode
VWR International
Document printed on 03/2015

This document has been produced electronically and is valid without a signature.

VWR International bvba/sprl
Haasrode Research Park Zone 3
Geldenaaksebaan 464

B-3001 Leuven

Tel: + 32 (0)16 385 011

Page 2 / 2



SIGMA-ALDRICH"

Product Name:

Product Number:

Batch Number:

Brand:

CAS Number:

Formula:

Formula Weight:

Quality Release Date:
Recommended Retest Date:

TEST

APPEARANCE (COLOR)
APPEARANCE (FORM)
TITRATION (ION EXCHANGE)
SUITABILITY TEST (HPLC)
WATER

CARBON CONTENT
HYDROGEN CONTENT
INFRARED SPECTRUM

TEST BY UV SPECTROSCOPY

CYCLIC VOLTAMMOGRAM
RESIDUE (FILTER TEST)
FILTERTEST (METHOD)

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103 USA

Email USA: techserv@sial.com Outside USA: eurtechserv@sial.com

SODIUM 1-HEPTANESULFONATE MONOHYDRATE

for ion pair chromatography
51832

BCBP7095V

Fluka

207300-90-1
CH,(CH,),CH,SO,Na « H,0O
220.26

27 MAR 2015

AUG 2018

SPECIFICATION

COLORLESS OR WHITE

CRYSTALS OR FLAKES

299.0 %

CORRESPONDS TO STANDARD

8.18 % (THEORY FOR MONOHYDRATE)

38.17 % (THEORY)
7.78 % (THEORY)
CONFORMS TO STRUCTURE
210NM <0.1

220NMs< 0.06

230NMs< 0.04

260NMs< 0.02

500NMs 0.02

CORRESPONDS TO STANDARD CV
NO RESIDUE
1 G IN 10 ML H20

%5& /Q@—

Dr. Claudia Geitner
Manager Quality Control
Buchs, Switzerland

RESULT

WHITE

FLAKES

99.8 %

CORRESPONDS TO STANDARD
5.10 %

38.10 %

7.56 %
CONFORMS
210NM: 0.10
220NM: 0.01
230NM: 0.01
260NM:<0.005
500NM:<0.005

CORRESPONDS
NO RESIDUE

Sigma-Aldrich warrants that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information contained in this publication. The current

specification sheet may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact Technical Service. Purchaser must determine the suitability of the product

for its particular use. See reverse side of invoice or packing slip for additional terms and conditions of sale.

Sigma-Aldrich

Certificate of Analysis - Product 51832 Lot BCBP7095V

Page 1 of 1



Certificate of Analysis

ISO GUIDE 34
ACLASS Cert# AR-1470

METFORMIN HYDROCHLORIDE

ISO/IEC 17025
ACLASS Cert# AT-1467 CERTIFIED REFERENCE MATERIAL

&8

CHs

CERTIFIED PURITY: 99.9%, U, = +0.06% k = 2
(Mass Balance/as is basis)

NOMINAL PACKAGE SIZE: 500mg
CATALOG #: PHR1084 LOT #: P500240

CERTIFICATE VERSION: 500240.2 ISSUE DATE: 31 January 2014
Note: Certificates may be updated due to Pharmacopeial Lot changes or the availability of new data.
Check our website at: Www.sigma-aldrich.com for the most current version.

CRM EXPIRATION: 12 Months from Receipt (Proper Storage and Handling Required).

RECEIPT DATE:
Note: this space is provided for convenience only and its use is not required.

STORAGE: Store in a Refrigerator, keep container tightly closed. Attachment of a 20 mm
aluminum crimp seal recommended for unused portions.

CHEMICAL FORMULA: C4H1,CINs MW: 165.6
PHYSICAL DESCRIPTION: White powder in amber vial CAS #: 1115-70-4
HAZARDS: Read Safety Data Sheet before using. All chemical reference materials

should be considered potentially hazardous and should be used only by qualified
laboratory personnel.

(V Fluka SIGMA-ALDRAICH®

Analytical

Page 1 of 7



http://www.sigma-aldrich.com/

fy Fluka

wL Analytical

INSTRUCTIONS FOR USE: Do not dry, use on the as is basis. The internal pressure of
the container may be slightly different from the atmospheric pressure at the user’s
location. Open slowly and carefully to avoid dispersion of the material. This material is
intended for R&D use only. Not for drug, household or other uses.

TRACEABILITY ASSAY

Comparative assay demonstrates direct traceability to Pharmacopeial Standards
Specification: 98.5 to 101.0% (USP)

ASSAY vs. USP REFERENCE STANDARD (as is basis)

ASSAY VALUE vs. USP LOT

100.4% JOL465
Labeled Content = 0.998mg/mg

METHOD: HPLC (ref.: Glyburide and Metformin Hydrochloride Tablets; USP36)

Column: Ascentis C18, 4.6 x 250mm, 5pum

Mobile Phase: 0.5¢g/L Sodium-1-heptanesulfonate and 0.5g/L NaCl in Water, Acetonitrile
(90:10)

Flow: 1ImL/min

Column Temperature: 30°C

Injection: 3.5ul

Detector: 218nm

Representative Chromatogram from Lot: P500240 Analysis

Page 2 of 7



Y Fluka

wL Analytical

ASSAY vs. EP CRS (as is basis)

ASSAY VALUE vs. EP BATCH
100.1% 3.1

Labeled Content = None
Assigned Content = 99.5%*

ASSAY vs. BP CRS (as is basis)

ASSAY VALUE vs. BP BATCH

100.4% 3267

Labeled Content = 99.8%
*The assigned content of the EP CRS was determined by assay against the USP
Reference Standard and the BP CRS

METHOD: UV (ref.: Metformin Hydrochloride Tablets, USP34)
Solvent: Water

Cell Pathlength: 1cm

Wavelength: 232nm

PURITY DETERMINATION BY MASS BALANCE

CHROMATOGRAPHIC IMPURITY ANALYSIS

METHOD: HPLC (ref.: Metformin Hydrochloride; USP34)

Column: Supelcosil LC- SCX, 4.6 x 250mm, 5pm

Mobile Phase: Monobasic ammonium phosphate in water, pH 3.0 with phosphoric acid
Flow: ImL/min

Column Temperature: 30°C

Injection: 20pl

Detector: 218nm

Impurities Detected

1-Cyanoguanidine: 0.003%
Impurity 1: 0.006%
Total Impurities: 0.009%

Page 3 of 7
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‘L Analytical

Representative Chromatogram from Lot: P500240 Impurity Analysis

LY

n

0639 - Metformmin

2
Sgramnidine

LEE - Cyan

D E402 - Impunity 1

RESIDUAL SOLVENTS

Method: GC-MS Headspace (ref.: Residual Solvents <467>, USP34)
Column: DB-1301

Carrier gas: He

Flow: 1.2mL/min

Split Ratio: 1:5

Injection/Temperature: 1ul/250°C

Temperature Program: 40°C for 20min, 10°C/min to 240°C, hold 20min

Solvents Detected: None

LOSS ON DRYING/VOLATILES
Method: 105°C
Mean of three samples, Loss = 0.06%

RESIDUE ANALYSIS

Method: Sulfated Ash

Sample Size: ~1g

Mean of three determinations, Residue = 0.01%

CERTIFIED PURITY BY MASS BALANCE [100% - Impurities (normalized)]

99.9%0 U, = +0.06%, k = 2
(as is basis)

Page 4 of 7
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‘IL Analytical

IDENTIFICATION TESTS

INFRARED SPECTROPHOTOMETRY (Comparative identification analysis
demonstrates direct traceability to Pharmacopeial standards)

FTIR Comparison of Metformin Hydrochloride

1 USP
% T
4+ RTC
4000.0 SDEIPD EDEIPD leIPD IDEIPD 65[;.0
cm-1
— Metformin Hydrochloride USP Lot JOL465 PERKIN ELMER SPECTRUM 100
Metformin Hydrochloride RTC Lot P500240 SAMPLING: UNIVERSAL ATR

FTIR Comparison of Metformin Hydrochloride

T T e " \ TV
YA (_/ \ e | / \
B P il \\ -~ \ v J.f |/ I.r
- W AWV A \
T H_H\, e T "_._’mm_v_ﬂ__“-lll e
Ip_\_’_.-"‘\ /,f \ o P s Pl
RTC VA \ ~ T \l N i
. Al /\ 4 v ha
i \ Y \
4000.0 3000 2000 i 1500 1000 6500
Cin-
Metformin HYdIOCh]OI‘jde EP Batch 3.1 PERKIN ELMER SPECTRUM 100

Metformin Hydrochloride BP Batch 3267
Metformin Hydrochloride RTC Lot P500240

SAMPLING: UNIVERSAL ATR

Page 5 of 7
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wL Analytical

1
H NMR (pata provided by an external laboratory; not in scope of accreditation)
P500240 Metformin HC1

9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

100.0000

Consistent with structure

ELEMENTAL ANALYSIS (Data provided by an external laboratory; not in scope of accreditation)
Exeter Analytical 440 Elemental Analyzer
Combustion method

% Theoretical Result 1 Result 2 Mean
C 29.00 28.95 28.92 28.94
H 7.30 7.16 7.18 7.17
N 42.28 41.47 41.45 41.46

MELTING RANGE

Specification: 222°C to 226°C (EP)

Mettler Toledo FP900 Thermosystem with FP81 Measuring Cell
Mean of three measurements = 224.7° — 226.1°C

Page 6 of 7
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I¢ Analytical

HOMOGENEITY ASSESSMENT

Homogeneity was assessed in accordance with ISO Guide 35. Completed units were
sampled using a random stratified sampling protocol. The results of chemical analysis
were then compared by Single Factor Analysis of Variance (ANOVA). The uncertainty
due to homogeneity was derived from the ANOVA. Heterogeneity was not detected
under the conditions of the ANOVA.

Analytical Method: UV-Vis Sample size: ~50mg

UNCERTAINTY STATEMENT

Uncertainty values in this document are expressed as Expanded Uncertainty (Uem)
corresponding to the 95% confidence interval. U is derived from the combined
standard uncertainty multiplied by the coverage factor k, which is obtained from a t-
distribution and degrees of freedom. The components of combined standard uncertainty
include the uncertainties due to characterization, homogeneity, long term stability, and
short term stability (transport). The components due to stability are generally considered
to be negligible unless otherwise indicated by stability studies.

STABILITY ASSESSMENT

Significance of the stability assessment will be demonstrated if the analytical result of the
study and the range of values represented by the Expanded Uncertainty do not overlap the
result of the original assay and the range of its values represented by the Expanded
Uncertainty. The method employed will usually be the same method used to characterize
the assay value in the initial evaluation.

Long Term Stability Evaluation - An assessment, or re-test, versus a Compendial
Reference Standard may be scheduled, within the 3 year anniversary date of a release of a
Secondary Standard. The re-test interval will be determined on a case-by-case basis.
Short Term Stability Study - It is useful to assess stability under reasonably anticipated,
short term transport conditions by simulating exposure of the product to humidity and
temperature stress. This type of study is conducted under controlled conditions of
elevated temperature and humidity.

/ﬂo&&%@m “h~ys, 4

Operations Manager QA Supervisor
APPENDIX
Original Release Date: 01 August 2012
Stability Test Date: 06 January 2014

Requalification Test Date: 06 January 2014

Manufactured and certified by Sigma-Aldrich RTC, Inc.
2931 Soldier Springs Rd, Laramie WY, USA 82070 Page 7 of 7
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Spectrum Peak Pick Report . 02/04/2018 12:16:46

~ Data Set: e18020_121307 - RawData 5 5 o0
Bk 5.

" 0838 . . ,
0.800} ‘J'\ "
0,600} o

\_’/ // 7 o

@ 0,400}
<

0.200}

0,000}

-0,108 L 1 1

210,00 220,00 240,00 260,00 265,00
nm

[Measurement Properties] No. PV Wavelength Abs. Description
Wavelength Range (nm.): 210,00 to 265,00 1 @ 232 85 0.759
Scan Speed: Medium - :
Sampling interval: 0.05
Auto Sampling Interval: Enabled
Scan Mode: Auto
[Instrument Properties}
Instrument Type: UV-1800 Series
Measuring Mode: Absorbance
Siit Width: 1.0nm
Light Source Change Wavelength: 340.0 nm
S/R Exchange.: Normal
[Attachment Properties}
Attachment: None
[Operation)
Threshold: 0.0010000
Points: 4
InterPolate: Disabled
Average: Disabled
[Sample Preparation Properties]
Weight.
Volume:
Ditution:
Path Length:

Additional Information
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Spectrum Peak Pick Report

02/04/2018 12:26:15

Data Set: e18021_122254 - RawData
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[Measurement Properties) No. PV Wavelength Abs. Description
Scan Speed: Medium : :
Sampling Interval: 0,05
Auto Sampling Interval: Enabled
Scan Mode: Auto
[Instrument Properties)
Instrument Type: UV-1800 Series
Measuring Mode: Absorbance
Slit Width: 1,0 nm
Light Source Change Wavelength: 340,0 nm
S/R Exchange: Normal
[Attachment Properties]
Attachment: None
[Operation])
Threshold: 0,0010000
Points 4
InterPolate’ Disabled
Average: Disabled
{Sample Preparation Properties]
Weight:
Volume:
Ditution:
Path Length:

Additional Information:
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Spectrum Peak Pick Report

0710312018 14 3713

Data Set: 18013 143257 - RawData
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Auto Sampling Interval Enabled
Scan Mode Auto
[instrument Properties)
Instrument Type UV-1800 Series
Measuring Mode Absorbance
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Light Source Change Wavelength. 340.0 nm
S/R Exchange Normal
{Attachment Properties)
Attachment None
{Operation)
Threshold 0.0010000
Points 4
IinterPolate Disabled
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{Sample Preparation Properties)
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07/03/2018 14:41:26

Spectrum Peak Pick Report

Data Set: 18013_143848 - RawData
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Scan Speed Medium g :
Sampling Interval 0.05
Auto Sampling Interval Enabled
Scan Mode Auto

[Instrument Properties)

Instrument Type UV-1800 Series
Measuring Mode Absorbance
Siit Width. 1.0 nm
Light Source Change Wavelength: 3400 nm
S/R Exchange: Normal
[Attachment Properties)

Attachment None
[Operation)

Threshold 0.0010000
Points 4
InterPolate: Disabled
Average Disabled
[Sample Preparation Properties)

Weight

Volume

Dilution

Path Length
Additional Information
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Spectrum Peak Pick Report

02/04/2018 12:10:28
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Overlay Spectrum Graph Report 02/04/2018 12.32:19
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Overlay Spectrum Graph Report
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Overlay Spectrum Graph Report

02/04/2018 12:20:37

Abs

0.891 T ¥ I

0.800

0,600

0,400

0.200

0000

0111 1 L L

210.00 220,00 240,00 260,00 26500
nm.

.e18013_120518 - RawDa'
'18020_121307 - RawDa

Page 1/1




Overlay Spectrum Graph Report
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SOFTWARE
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Peak Summary Report
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Sample Name
Sample Name
Sample Name
Sample Name

1.00

2.00

Peak Summary with Statistics

3.00

. PF 1000-51;
: PF 1000-51:
: PF 1000-51;
: PF 1000-51:

4.00

« 500

6.00

Minutes

Name: metformine Hcl

7.00

8.00

Date Acquired: 5/22/2018 3:16:02 PM CET:
Date Acquired: 5/22/2018 3:27:42 PM CET;
Date Acquired: 5/22/2018 3:39:20 PM CET;
Date Acquired: 5/22/2018 3:51:00 PM CET:

metformine Hel=8.207—

9.00

Vial: 90; Injection:
Vial: 90; Injection:
Vial: 90; Injection:
Vial: 90; Injection:

10.00

S;::I: Vial | Inj Name T?:S?:ﬁr?) Area | % Area | Height | Amount [ USP Tailing | USP Plate Count
1 PF 1000-51 | 90 1 | metformine Hcl 8.207 | 7531239 | 100.00 | 484649 | 101.1 1.779041e+000 | 6.373806e+003
2 PF 1000-51 | 90 4 | metformine Hcl 8.212 | 7488646 | 100.00 478568 | 100.5 1.670169e+000 | 6.333005e+003
3 PF 1000-51 | 90 3 | metformine Hcl 8.208 | 7504944 | 100.00 | 481816 | 100.8 1.691796e+000 | 6.275047e+003
4 PF 1000-51 | 90 2 | metformine Hcl 8210 | 7513864 | 100.00 | 482293 | 100.9 1.725652e+000 | 6.3203%4e+003
Mean 8.209 100.8
Std. Dev. 0.002
% RSD 0.03 02

11.00

B WN =

Reported by User: System
Report Method: Peak Summary Report

Report Method I[ 1286

Page: 1 of 1

Project Name:

Metformine Dosage

Date Printed:
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8:44:21 AM Africa/Algier:
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Sample Name: PF 1000-50; Date Acquired: 5/22/2018 2:29:23 PM CET, Vial: 89, Injection: 1
Peak Summary with Statistics
Name: metformine Hcl
S:::: Vial | Inj Name T?:::?::’:) Area | %Area | Height | Amount | USP Tailing | USP Plate Count
1 PF 1000-50 [ 89 | 1 | metformine Hel 8200 [ 7305419 | 100,00 | 476320 | 100.1 | 1.862820e+000 | 6 544566e+003
Mean 8.200 1001
Std. Dev.
% RSD
Reported by User. System Project Name: Metformine Dosage
Report Method: Peak Summary Report Date Printed
Report Method I[1393 5/23/2018

Page: 1 of 1 9:14:51 AM Africa/Algier:



04/06/2018 09:56 Chromatogram C:\YLClarity \Work1\DATA\STD-1..PRM Page 1 of 2

Clarity - Chromatography SW
CRAPC Bousmail

ﬁ Atelier HPLC+SAA

Chromatogram Info:

File Name : C:\YLClarity\Work1\DATA\STD-1..PRM File Created : 04/06/2018 09:43:44
Origin : Acquired Acquired Date : 04/06/2018 09:43:44
Project : C:\YLClarity \Projects\Work 1.PRJ By : TOUATI Souad

Printed Version Info:

Printed Version 1 04/06/2018 09:52:30 Printed Date 1 04/06/2018 09:56:26
Report Style : C:\YLClarity\Common\Chromatogram.sty By : TOUATI Souad
Calibration File : None
Sample Info:
Sample ID : Metformine hydrochloride /Dosage Amount : 0
Sample : Metformine hydrochloride ISTD Amount
Inj. Volume [mL] : 20 Dilution b
Method : METFORMNE By : faycal
Description : METFORMINE
Created 1 03/06/2018 09:52 Modified 1 04/06/2018 09:52
Column : C18 Detection : Detecteur UV-Visible
Mobile Phase : Acetonitrile/SA Temperature : 30°c
Flow Rate : 1mL/L Pressure :
Note :
vl
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300
Lo
250 o
200
()
[=)]
8
K=}
>
150
100
50+
(=]
e, X T o R M ~
o~ ™M™ | < | o) o o —
I I I
0 5 10 15

100 [min. ]



04/06/2018 09:56

Chromatogram C:\YLClarity\Work 1\DATA\STD-1..PRM

Result Table (Uncal - STD-1. - Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Resolution |Symmetry/Tail

[min] [mV.s] [mV] [%] [-1 ing

[-]
1 2,917 95,733 3,352 0,3 0,876
2 3,777 54,282 1,785 0,2 1,123 1,132
3 4,373 6,613 0,574 0,0 0,926 0,940
4 4,860 45,404 0,957 0,1 0,620 2,343
5 6,710 22,714 1,846 0,1 2,399 0,897
6 8,347 46,154 0,640 0,1 1,220 0,518
7 8,823 32,220 0,841 0,1 0,262 0,855
8 9,527 30379,768 800,892 98,3 0,648 2,750
9 12,557 207,976 3,061 0,7 2,427 3,434

Total 30890,865 813,948 100,0

Page 2 of 2



04/06/2018 12:24 Chromatogram C:\YLClarity\Work1\DATA\STD-4.PRM Page 1 of 2

Clarity - Chromatography SW
CRAPC Bousmail

Atelier HPLC+SAA

CRAPC
Chromatogram Info:
File Name : C:\YLClarity\Work1\DATA\STD-4.PRM File Created : 04/06/2018 12:20:35
Origin : Acquired Acquired Date : 04/06/2018 12:20:35
Project : C:\YLClarity \Projects\Work 1.PRJ By : TOUATI Souad

Printed Version Info:

Printed Version : 04/06/2018 12:20:35 Printed Date : 04/06/2018 12:24:02
Report Style : C:\YLClarity\Common\Chromatogram.sty By : TOUATI Souad
Calibration File : None
Sample Info:
Sample ID : Metformine hydrochloride /Dosage Amount : 0
Sample : Metformine hydrochloride ISTD Amount
Inj. Volume [mL] : 20 Dilution b
Method : METFORMNE By : faycal
Description : METFORMINE
Created 1 03/06/2018 09:52 Modified 1 04/06/2018 12:20
Column : C18 Detection : Detecteur UV-Visible
Mobile Phase : Acetonitrile/SA Temperature : 30°c
Flow Rate : 1mL/L Pressure :
Note :
— STD-4 - Channel 1
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©
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04/06/2018 12:24

Result Table (Uncal - STD-4 - Channel 1)

Chromatogram C:\YLClarity \Work1\DATA\STD-4.PRM

Reten. Time Area Height Area Resolution |Symmetry/Tail

[min] [mV.s] [mV] [%] [-1 ing

[-]
1 2,913 41,803 2,101 0,1 0,865
2 3,743 28,877 0,994 0,1 1,367 1,207
3 4,340 23,738 2,098 0,1 1,046 0,923
4 6,143 261,984 1,650 0,8 0,696 1,183
5 9,590 31924,585 758,223 98,9 1,175 2,993

Total 32280,987 765,067 100,0

Page 2 of 2



04/06/2018 11:45 Chromatogram C:\YLClarity\Work1\DATA\STD-5. .PRM Page 1 of 2

Clarity - Chromatography SW
CRAPC Bousmail

ﬁ Atelier HPLC+SAA

Chromatogram Info:

File Name : C:\YLClarity\Work1\DATA\STD-5. .PRM File Created : 04/06/2018 11:45:03
Origin : Acquired Acquired Date : 04/06/2018 11:45:02
Project : C:\YLClarity \Projects\Work 1.PRJ By : TOUATI Souad

Printed Version Info:

Printed Version : 04/06/2018 11:45:03 Printed Date : 04/06/2018 11:45:47
Report Style : C:\YLClarity\Common\Chromatogram.sty By : TOUATI Souad
Calibration File : None
Sample Info:
Sample ID : Metformine hydrochloride /Dosage Amount : 0
Sample : Metformine hydrochloride ISTD Amount
Inj. Volume [mL] : 20 Dilution b
Method : METFORMNE By : faycal
Description : METFORMINE
Created 1 03/06/2018 09:52 Modified 1 04/06/2018 11:45
Column : C18 Detection : Detecteur UV-Visible
Mobile Phase : Acetonitrile/SA Temperature : 30°c
Flow Rate : 1mL/L Pressure :
Note :

— S8TD-5. - Channel 1

300+

250

200+

Voltage

150

100

100 [min. ]




04/06/2018 11:45

Chromatogram C:\YLClarity \Work1\DATA\STD-5. .PRM

Result Table (Uncal - STD-5. - Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Resolution |Symmetry/Tail

[min] [mV.s] [mV] [%] [-1 ing

[-]
1 2,917 61,380 2,640 0,2 0,862
2 3,733 55,568 1,931 0,2 1,296 1,126
3 4,330 21,922 1,907 0,1 1,015 0,979
4 4,907 61,741 1,477 0,2 0,667 1,271
5 6,453 89,392 1,099 0,3 0,766 0,788
6 7,313 26,301 0,908 0,1 0,470 1,029
7 9,490 31293,873 773,575 99,0 2,152 2,926

Total 31610,177 783,537 100,0

Page 2 of 2



04/06/2018 12:02 Chromatogram C:\YLClarity\Work1\DATA\STD-6.PRM Page 1 of 2

Clarity - Chromatography SW
CRAPC Bousmail

ﬁ Atelier HPLC+SAA

Chromatogram Info:

File Name : C:\YLClarity\Work1\DATA\STD-6.PRM File Created : 04/06/2018 12:01:55
Origin : Acquired Acquired Date : 04/06/2018 12:01:55
Project : C:\YLClarity \Projects\Work 1.PRJ By : TOUATI Souad

Printed Version Info:

Printed Version 1 04/06/2018 12:01:55 Printed Date 1 04/06/2018 12:02:21
Report Style : C:\YLClarity\Common\Chromatogram.sty By : TOUATI Souad
Calibration File : None
Sample Info:
Sample ID : Metformine hydrochloride /Dosage Amount : 0
Sample : Metformine hydrochloride ISTD Amount
Inj. Volume [mL] : 20 Dilution b
Method : METFORMNE By : faycal
Description : METFORMINE
Created 1 03/06/2018 09:52 Modified 1 04/06/2018 12:01
Column : C18 Detection : Detecteur UV-Visible
Mobile Phase : Acetonitrile/SA Temperature : 30°c
Flow Rate : 1mL/L Pressure :
Note :

4od-

— STD-6 - Channel 1
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)
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~
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04/06/2018 12:02

Chromatogram C:\YLClarity \Work1\DATA\STD-6.PRM

Result Table (Uncal - STD-6 - Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Resolution |Symmetry/Tail

[min] [mV.s] [mV] [%] [-1 ing

[-]
1 2,923 155,687 3,571 0,5 0,637
2 3,690 104,444 3,166 0,3 0,825 1,261
3 4,307 31,174 2,365 0,1 0,818 1,010
4 4,790 64,458 1,383 0,2 0,556 2,753
5 6,583 41,108 0,965 0,1 1,408 0,905
6 7,417 49,383 0,733 0,2 0,438 3,011
7 9,357 30746,886 868,377 98,3 1,108 2,646
8 12,687 91,503 1,947 0,3 2,903 2,322

Total 31284,642 882,508 100,0

Page 2 of 2



04/06/2018 12:55 Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine, HC| 500-2.PRM Page 1 of 2

Clarity - Chromatography SW
CRAPC Bousmail

ﬁ Atelier HPLC+SAA

Chromatogram Info:

File Name : C:\YLClarity\Work 1\DATA\Metformine, HC| 500-2.PRM File Created : 04/06/2018 12:52:58
Origin : Acquired Acquired Date : 04/06/2018 12:52:57
Project : C:\YLClarity \Projects\Work 1.PRJ By : TOUATI Souad

Printed Version Info:

Printed Version : 04/06/2018 12:54:26 Printed Date : 04/06/2018 12:55:25
Report Style : C:\YLClarity\Common\Chromatogram.sty By : TOUATI Souad
Calibration File : None
Sample Info:
Sample ID : Metformine hydrochloride /Dosage Amount : 0
Sample : Metformine hydrochloride ISTD Amount : 0
Inj. Volume [mL] : 20 Dilution 01
Method : METFORMNE By : faycal
Description : METFORMINE
Created 1 03/06/2018 09:52 Modified 1 04/06/2018 12:54
Column : C18 Detection : Detecteur UV-Visible
Mobile Phase : Acetonitrile/SA Temperature : 30°c
Flow Rate : 1mL/L Pressure :
Note :
vl
— Metformine, HCl 500-2 - Channel 1
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04/06/2018 12:55

Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine, HCI| 500-2.PRM

Result Table (Uncal - Metformine, HCI 500-2 - Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Resolution |Symmetry/Tail
[min] [mV.s] [mV] [%] [-1 ing
1 2,920 21,338 1,563 0,1 = 1,177
2 3,810 32,710 1,201 0,1 1,529 0,919
3 4,363 24,288 2,034 0,1 0,937 0,860
4 4,987 93,899 1,766 0,3 0,603 1,260
5 6,433 144,265 1,466 0,4 0,521 1,674
6 9,070 5,964 0,192 0,0 1,102 0,884
7 9,937 31282,135 801,383 95,3 0,921 3,055
8 11,430 1215,147 56,154 3,7 2,081 3,652
Total 32819,747 865,758 100,0

Page 2 of 2



05/06/2018 10:33 Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine, HC| 500-5.PRM Page 1 of 2

Clarity - Chromatography SW
CRAPC Bousmail

ﬁ Atelier HPLC+SAA

Chromatogram Info:

File Name : C:\YLClarity\Work 1\DATA\Metformine, HC| 500-5.PRM File Created : 05/06/2018 10:30:54
Origin : Acquired Acquired Date : 05/06/2018 10:30:54
Project : C:\YLClarity \Projects\Work 1.PRJ By : TOUATI Souad

Printed Version Info:

Printed Version 1 05/06/2018 10:30:54 Printed Date : 05/06/2018 10:33:43
Report Style : C:\YLClarity\Common\Chromatogram.sty By : TOUATI Souad
Calibration File : None
Sample Info:
Sample ID : Metformine hydrochloride /Dosage Amount : 0
Sample : Metformine hydrochloride ISTD Amount : 0
Inj. Volume [mL] 1 20 Dilution 01
Method : METFORMNE By : faycal
Description : METFORMINE
Created 1 03/06/2018 09:52 Modified : 05/06/2018 10:30
Column : C18 Detection : Detecteur UV-Visible
Mobile Phase : Acetonitrile/SA Temperature : 30°c
Flow Rate : 1mL/L Pressure :
Note :
vl
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05/06/2018 10:33

Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine, HCI 500-5.PRM

Result Table (Uncal - Metformine, HCI 500-5 - Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Resolution |Symmetry/Tail

[min] [mV.s] [mV] [%] [-1 ing

[-]
1 1,443 7,150 0,200 0,0 0,628
2 2,917 53,657 3,163 0,2 2,804 0,851
3 3,840 25,034 0,957 0,1 1,313 0,839
4 4,317 27,687 2,187 0,1 0,675 1,000
5 4,907 124,514 1,591 0,4 0,399 3,690
6 8,157 22,814 0,435 0,1 1,735 0,589
7 9,153 32246,708 871,737 99,2 0,951 2,899

Total 32507,565 880,269 100,0

Page 2 of 2



05/06/2018 14:35 Chromatogram C:\YLCLARITY\WORK1\DATA\METFORMINE, HCL 500-10.PRM Page 1 of 2

Clarity - Chromatography SW
CRAPC Bousmail

ﬁ Atelier HPLC+SAA

Chromatogram Info:

File Name : C:\YLCLARITY\WORK1\DATA\METFORMINE, HCL 500-10.PRM File Created : 04/06/2018 13:13:19
Origin : Acquired Acquired Date : 04/06/2018 13:13:18
Project : C:\YLClarity \Projects\Work 1.PRJ By : TOUATI Souad

Printed Version Info:

Printed Version : Modified Printed Date : 05/06/2018 14:35:26
Report Style : C:\YLClarity\Common\Chromatogram.sty By : TOUATI Souad
Calibration File : None
Sample Info:
Sample ID : Metformine hydrochloride /Dosage Amount : 0
Sample : Metformine hydrochloride ISTD Amount
Inj. Volume [mL] : 20 Dilution b
Method : METFORMNE By : faycal
Description : METFORMINE
Created 1 03/06/2018 09:52 Modified 1 05/06/2018 14:34
Column : C18 Detection : Detecteur UV-Visible
Mobile Phase : Acetonitrile/SA Temperature : 30°c
Flow Rate : 1mL/L Pressure
Note :
vl
— METFORMINE, HCL 500-10 - Channelz’b22
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05/06/2018 14:35

Chromatogram C:\YLCLARITY\WORK1\DATA\METFORMINE, HCL 500-10.PRM

Result Table (Uncal - METFORMINE, HCL 500-10 - Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Resolution |Symmetry/Tail
[min] [mV.s] [mV] [%] [-1 ing
[-]
9,450 31582,323 843,271 100,0 3,029
Total 31582,323 843,271 100,0

Page 2 of 2



05/06/2018 14:38 Chromatogram C:\YLCLARITY\WORK1\DATA\METFORMINE, HCL 500-17.PRM Page 1 of 2

Clarity - Chromatography SW
CRAPC Bousmail

ﬁ Atelier HPLC+SAA

Chromatogram Info:

File Name : C:\YLCLARITY\WORK1\DATA\METFORMINE, HCL 500-17.PRM File Created : 04/06/2018 15:15:02
Origin : Acquired Acquired Date : 04/06/2018 15:15:02
Project : C:\YLClarity \Projects\Work 1.PRJ By : TOUATI Souad

Printed Version Info:

Printed Version : Modified Printed Date : 05/06/2018 14:38:53
Report Style : C:\YLClarity\Common\Chromatogram.sty By : TOUATI Souad
Calibration File : None
Sample Info:
Sample ID : Metformine hydrochloride /Dosage Amount : 0
Sample : Metformine hydrochloride ISTD Amount
Inj. Volume [mL] : 20 Dilution b
Method : METFORMNE By : faycal
Description : METFORMINE
Created 1 03/06/2018 09:52 Modified 1 05/06/2018 14:38
Column : C18 Detection : Detecteur UV-Visible
Mobile Phase : Acetonitrile/SA Temperature : 30°c
Flow Rate : 1mL/L Pressure
Note :
— METFORMINE, HCL 500-17 - Channelz’b22
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05/06/2018 14:38

Chromatogram C:\YLCLARITY\WORK1\DATA\METFORMINE, HCL 500-17.PRM

Result Table (Uncal - METFORMINE, HCL 500-17 - Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Resolution |Symmetry/Tail
[min] [mV.s] [mV] [%] [-1 ing
[-]
4,363 26,782 2,317 0,1 0,845
9,340 31579,793 827,164 99,9 7,434 2,761
Total 31606,575 829,481 100,0

Page 2 of 2



05/06/2018 14:47 Chromatogram C:\YLCLARITY\WORK1\DATA\METFORMINE, HCL 500-18.PRM Page 1 of 2

Clarity - Chromatography SW
CRAPC Bousmail

ﬁ Atelier HPLC+SAA

Chromatogram Info:

File Name : C:\YLCLARITY\WORK1\DATA\METFORMINE, HCL 500-18.PRM File Created : 04/06/2018 15:30: 18
Origin : Acquired Acquired Date : 04/06/2018 15:50:07
Project : C:\YLClarity \Projects\Work 1.PRJ By : TOUATI Souad

Printed Version Info:

Printed Version : Modified Printed Date : 05/06/2018 14:47:56
Report Style : C:\YLClarity\Common\Chromatogram.sty By : TOUATI Souad
Calibration File : None
Sample Info:
Sample ID : Metformine hydrochloride /Dosage Amount : 0
Sample : Metformine hydrochloride ISTD Amount
Inj. Volume [mL] : 20 Dilution b
Method : METFORMNE By : faycal
Description : METFORMINE
Created 1 03/06/2018 09:52 Modified 1 05/06/2018 14:46
Column : C18 Detection : Detecteur UV-Visible
Mobile Phase : Acetonitrile/SA Temperature : 30°c
Flow Rate : 1mL/L Pressure
Note :
vl
300 — METFORMI NE, HCL 500-18 - Channelz’b22
n
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05/06/2018 14:47

Chromatogram C:\YLCLARITY\WORK1\DATA\METFORMINE, HCL 500-18.PRM

Result Table (Uncal - METFORMINE, HCL 500-18 - Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Resolution |Symmetry/Tail
[min] [mV.s] [mV] [%] [-1 ing
[-]
9,508 32069,808 856,545 98,3 3,528
11,307 561,490 23,397 1,7 2,516 4,720
Total 32631,297 879,942 100,0

Page 2 of 2



05/06/2018 12:17 Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine, HC| 850-5.PRM Page 1 of 2

Clarity - Chromatography SW
CRAPC Bousmail

CRAPC Atelier HPLC+SAA
Chromatogram Info:
File Name : C:\YLClarity\Work 1\DATA\Metformine, HC| 850-5.PRM File Created : 05/06/2018 12:16:49
Origin : Acquired Acquired Date : 05/06/2018 12:16:49
Project : C:\YLClarity \Projects\Work 1.PRJ By : TOUATI Souad

Printed Version Info:

Printed Version : 05/06/2018 12:16:49 Printed Date : 05/06/2018 12:17:34
Report Style : C:\YLClarity\Common\Chromatogram.sty By : TOUATI Souad
Calibration File : None
Sample Info:
Sample ID : Metformine hydrochloride /Dosage Amount : 0
Sample : Metformine hydrochloride ISTD Amount : 0
Inj. Volume [mL] : 20 Dilution 01
Method : METFORMNE By : faycal
Description : METFORMINE
Created 1 03/06/2018 09:52 Modified 1 05/06/2018 12:16
Column : C18 Detection : Detecteur UV-Visible
Mobile Phase : Acetonitrile/SA Temperature : 30°c
Flow Rate : 1mL/L Pressure :
Note :
vl
— Metformine, HCl 850-5 - Channeég22
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05/06/2018 12:17

Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine, HCI 850-5.PRM

Result Table (Uncal - Metformine, HCI 850-5 - Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Resolution |Symmetry/Tail

[min] [mV.s] [mV] [%] [-1 ing

[-]
1 2,927 54,585 2,514 0,2 0,943
2 3,800 40,244 1,126 0,1 1,089 0,868
3 4,310 28,224 2,205 0,1 0,664 1,074
4 4,877 37,839 1,577 0,1 1,050 0,763
5 5,830 144,082 1,676 0,5 0,537 1,235
6 7,870 61,843 0,853 0,2 0,769 1,069
7 9,397 31247,055 868,925 97,7 0,919 2,879
8 11,263 361,900 9,114 1,1 2,167 9,019

Total 31975,771 887,989 100,0

Page 2 of 2



05/06/2018 13:03 Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine, HC| 850-8.PRM Page 1 of 2

Clarity - Chromatography SW
CRAPC Bousmail

ﬁ Atelier HPLC+SAA

Chromatogram Info:

File Name : C:\YLClarity\Work 1\DATA\Metformine, HC| 850-8.PRM File Created : 05/06/2018 13:02:05
Origin : Acquired Acquired Date : 05/06/2018 13:02:05
Project : C:\YLClarity \Projects\Work 1.PRJ By : TOUATI Souad

Printed Version Info:

Printed Version : 05/06/2018 13:02:05 Printed Date : 05/06/2018 13:03:38
Report Style : C:\YLClarity\Common\Chromatogram.sty By : TOUATI Souad
Calibration File : None
Sample Info:
Sample ID : Metformine hydrochloride /Dosage Amount : 0
Sample : Metformine hydrochloride ISTD Amount : 0
Inj. Volume [mL] : 20 Dilution 01
Method : METFORMNE By : faycal
Description : METFORMINE
Created 1 03/06/2018 09:52 Modified 1 05/06/2018 13:02
Column : C18 Detection : Detecteur UV-Visible
Mobile Phase : Acetonitrile/SA Temperature : 30°c
Flow Rate : 1mL/L Pressure :
Note :
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05/06/2018 13:03

Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine, HCI| 850-8.PRM

Result Table (Uncal - Metformine, HCI 850-8 - Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Resolution |Symmetry/Tail

[min] [mV.s] [mV] [%] [-] ing

[-]
1 1,383 2,353 0,058 0,0 0,539
2 2,927 29,989 1,605 0,1 5,938 0,671
3 3,667 25,243 0,690 0,1 1,061 1,295
4 4,293 22,653 1,631 0,1 0,905 1,321
5 4,983 43,662 1,249 0,1 0,969 0,861
6 6,060 56,042 0,935 0,2 0,753 0,692
7 7,377 42,048 0,473 0,1 0,694 0,694
8 8,693 9,909 0,322 0,0 0,918 0,736
9 9,380 30653,650 822,009 93,1 0,769 3,203
10 11,180 2056,063 93,592 6,2 2,677 1,550

Total 32941,613 922,565 100,0

Page 2 of 2



05/06/2018 14:08

CRAPC
Chromatogram Info:
File Name
Origin
Project

Printed Version Info:
Printed Version
Report Style

: 05/06/2018 14:05:15
: C:\YLClarity\Common\Chromatogram.sty

Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine, HC| 850-13.PRM

Clarity - Chromatography SW
CRAPC Bousmail

Atelier HPLC+SAA

: C:\YLClarity\Work 1\DATA\Metformine, HC| 850-13.PRM
: Acquired
: C:\YLClarity \Projects\Work 1.PRJ

File Created

Acquired Date

By

Printed Date
By

: 05/06/2018 14:05:15
: 05/06/2018 14:05:15
: TOUATI Souad

: 05/06/2018 14:08:17
: TOUATI Souad

Page 1 of 2

Calibration File : None
Sample Info:
Sample ID : Metformine hydrochloride /Dosage Amount : 0
Sample : Metformine hydrochloride ISTD Amount : 0
Inj. Volume [mL] 1 20 Dilution 01
Method : METFORMNE By : faycal
Description : METFORMINE
Created 1 03/06/2018 09:52 Modified 1 05/06/2018 14:05
Column : C18 Detection : Detecteur UV-Visible
Mobile Phase : Acetonitrile/SA Temperature : 30°c
Flow Rate : 1mL/L Pressure
Note
vl
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05/06/2018 14:08

Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine, HC| 850-13.PRM

Result Table (Uncal - Metformine, HC| 850-13 - Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Resolution |Symmetry/Tail

[min] [mV.s] [mV] [%] [-1 ing

[-]
1 1,907 8,733 0,213 0,0 0,653
2 2,937 9,254 0,666 0,0 1,665 1,250
3 3,817 3,888 0,181 0,0 2,023 0,669
4 4,297 11,025 1,047 0,0 1,188 1,060
5 6,107 209,114 2,061 0,7 1,189 0,786
6 8,627 82,309 0,659 0,3 0,952 0,588
7 9,267 31027,980 858,556 99,0 0,371 2,800

Total 31352,305 863,384 100,0

Page 2 of 2



05/06/2018 14:22

CRAPC
Chromatogram Info:
File Name
Origin
Project

Printed Version Info:
Printed Version
Report Style

1 05/06/2018 14:21:38
: C:\YLClarity\Common\Chromatogram.sty

Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine, HC| 850-14.PRM

Clarity - Chromatography SW

Atelier HPLC+SAA

CRAPC Bousmail

: C:\YLClarity\Work 1\DATA\Metformine, HC| 850-14.PRM
: Acquired
: C:\YLClarity \Projects\Work 1.PRJ

File Created

Acquired Date

By

Printed Date
By

Page 1 of 2

: 05/06/2018 14:21:13
1 05/06/2018 14:21:13
: TOUATI Souad

1 05/06/2018 14:22:19
: TOUATI Souad

Calibration File : None
Sample Info:
Sample ID : Metformine hydrochloride /Dosage Amount : 0
Sample : Metformine hydrochloride ISTD Amount : 0
Inj. Volume [mL] : 20 Dilution 01
Method : METFORMNE By : faycal
Description : METFORMINE
Created 1 03/06/2018 09:52 Modified 1 05/06/2018 14:21
Column : C18 Detection : Detecteur UV-Visible
Mobile Phase : Acetonitrile/SA Temperature : 30°c
Flow Rate : 1mL/L Pressure
Note
vl
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05/06/2018 14:22

Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA \Metformine, HC| 850-14.PRM

Result Table (Uncal - Metformine, HCI 850-14 - Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Resolution |Symmetry/Tail

[min] [mV.s] [mV] [%] [-1 ing

[-]
1 1,827 95,939 1,613 0,3 0,921
2 2,923 126,156 1,953 0,4 0,517 1,871
3 4,320 14,668 1,246 0,0 1,017 1,022
4 4,930 53,097 1,921 0,2 1,059 0,727
5 5,533 121,589 1,851 0,4 0,371 1,705
6 7,213 35,804 0,659 0,1 0,804 0,889
7 8,647 22,326 0,555 0,1 0,987 0,765
8 9,433 31476,320 734,424 97,2 0,693 3,164
9 11,560 445,404 8,950 1,4 1,669 6,359

Total 32391,303 753,172 100,0

Page 2 of 2



05/06/2018 14:43 Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine, HC| 850-15.PRM Page 1 of 2

Clarity - Chromatography SW
CRAPC Bousmail

ﬁ Atelier HPLC+SAA

Chromatogram Info:

File Name : C:\YLClarity\Work 1\DATA\Metformine, HC| 850-15.PRM File Created : 05/06/2018 14:38:59
Origin : Acquired Acquired Date : 05/06/2018 14:38:58
Project : C:\YLClarity \Projects\Work 1.PRJ By : TOUATI Souad

Printed Version Info:

Printed Version : Modified Printed Date : 05/06/2018 14:43:25
Report Style : C:\YLClarity\Common\Chromatogram.sty By : TOUATI Souad
Calibration File : None
Sample Info:
Sample ID : Metformine hydrochloride /Dosage Amount : 0
Sample : Metformine hydrochloride ISTD Amount : 0
Inj. Volume [mL] : 20 Dilution 01
Method : METFORMNE By : faycal
Description : METFORMINE
Created 1 03/06/2018 09:52 Modified 1 05/06/2018 14:42
Column : C18 Detection : Detecteur UV-Visible
Mobile Phase : Acetonitrile/SA Temperature : 30°c
Flow Rate : 1mL/L Pressure :
Note :
vl
— Metformine, HCl 850-15 - Channeég22
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05/06/2018 14:43

Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine, HC| 850-15.PRM

Result Table (Uncal - Metformine, HCIl 850-15 - Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Resolution |Symmetry/Tail
[min] [mV.s] [mV] [%] [-1 ing
[-]
9,103 31508,044 924,737 100,0 2,716
Total 31508,044 924,737 100,0

Page 2 of 2



04/06/2018 10:52 Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine,HCL-1000-1.PRM Page 1 of 2

Clarity - Chromatography SW
CRAPC Bousmail

ﬁ Atelier HPLC+SAA

Chromatogram Info:

File Name : C:\YLClarity\Work 1\DATA\Metformine,HCL-1000-1.PRM File Created 1 04/06/2018 10:47:24
Origin : Acquired Acquired Date : 04/06/2018 10:47:24
Project : C:\YLClarity \Projects\Work 1.PRJ By : TOUATI Souad

Printed Version Info:

Printed Version : 04/06/2018 10:51:35 Printed Date : 04/06/2018 10:52:19
Report Style : C:\YLClarity\Common\Chromatogram.sty By : TOUATI Souad
Calibration File : None
Sample Info:
Sample ID : Metformine hydrochloride /Dosage Amount : 0
Sample : Metformine hydrochloride ISTD Amount : 0
Inj. Volume [mL] : 20 Dilution 01
Method : METFORMNE By : faycal
Description : METFORMINE
Created 1 03/06/2018 09:52 Modified 1 04/06/2018 10:51
Column : C18 Detection : Detecteur UV-Visible
Mobile Phase : Acetonitrile/SA Temperature : 30°c
Flow Rate : 1mL/L Pressure :
Note :
vl
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04/06/2018 10:52

Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine,HCL-1000-1.PRM

Result Table (Uncal - Metformine, HCL-1000-1 - Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Resolution |Symmetry/Tail

[min] [mV.s] [mV] [%] [-1 ing

[-]
1 2,107 3,206 0,097 0,0 0,559
2 2,937 30,064 1,319 0,1 1,959 1,057
3 3,780 53,406 1,810 0,2 1,276 0,925
4 4,373 24,986 2,143 0,1 0,995 0,839
5 4,990 40,697 1,055 0,1 0,676 1,112
6 6,423 12,224 0,507 0,0 1,524 3,292
7 9,427 13,698 0,477 0,0 4,899 0,545
8 9,853 30885,575 774,684 94,5 0,479 3,093
9 11,357 1400,103 54,273 4,3 2,031 4,864
10 15,307 75,213 1,180 0,2 2,871 1,210
11 17,583 137,679 1,089 0,4 0,755 1,159

Total 32676,851 838,634 100,0

Page 2 of 2



04/06/2018 10:49 Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine,HCL-1000-1.PRM Page 1 of 2

Clarity - Chromatography SW
CRAPC Bousmail

ﬁ Atelier HPLC+SAA

Chromatogram Info:

File Name : C:\YLClarity\Work 1\DATA\Metformine,HCL-1000-1.PRM File Created 1 04/06/2018 10:47:24
Origin : Acquired Acquired Date : 04/06/2018 10:47:24
Project : C:\YLClarity \Projects\Work 1.PRJ By : TOUATI Souad

Printed Version Info:

Printed Version 1 04/06/2018 10:48:30 Printed Date 1 04/06/2018 10:49:34
Report Style : C:\YLClarity\Common\Chromatogram.sty By : TOUATI Souad
Calibration File : None
Sample Info:
Sample ID : Metformine hydrochloride /Dosage Amount : 0
Sample : Metformine hydrochloride ISTD Amount : 0
Inj. Volume [mL] : 20 Dilution 01
Method : METFORMNE By : faycal
Description : METFORMINE
Created 1 03/06/2018 09:52 Modified 1 04/06/2018 10:48
Column : C18 Detection : Detecteur UV-Visible
Mobile Phase : Acetonitrile/SA Temperature : 30°c
Flow Rate : 1mL/L Pressure :
Note :
vl
5001 — Metformine,HCL-1000-1 - Channel 1
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04/06/2018 10:49

Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine,HCL-1000-1.PRM

Result Table (Uncal - Metformine, HCL-1000-1 - Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Resolution |Symmetry/Tail

[min] [mV.s] [mV] [%] [-] ing

[-]
1 2,107 3,206 0,097 0,0 0,559
2 2,937 30,064 1,319 0,1 1,959 1,057
3 3,780 53,406 1,810 0,2 1,276 0,925
4 4,373 24,986 2,143 0,1 0,995 0,839
5 4,990 40,697 1,055 0,1 0,676 1,112
6 6,423 12,224 0,507 0,0 1,524 3,292
7 9,427 11,746 0,405 0,0 5,063 0,546
8 9,853 30869,305 774,572 95,3 0,490 3,093
9 11,357 1314,533 54,022 4,1 2,031 4,545
10 15,307 25,391 0,564 0,1 4,439 1,177

Total 32385,558 836,494 100,0

Page 2 of 2



05/06/2018 15:08 Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA\Metformine, HC| 1000-3.PRM Page 1 of 2

Clarity - Chromatography SW
CRAPC Bousmail

CRAPC Atelier HPLC+SAA
Chromatogram Info:
File Name : C:\YLClarity\Work 1\DATA\Metformine, HC| 1000-3.PRM File Created : 05/06/2018 15:07:34
Origin : Acquired Acquired Date : 05/06/2018 15:07:33
Project : C:\YLClarity \Projects\Work 1.PRJ By : TOUATI Souad

Printed Version Info:

Printed Version : Modified Printed Date : 05/06/2018 15:08:55
Report Style : C:\YLClarity\Common\Chromatogram.sty By : TOUATI Souad
Calibration File : None
Sample Info:
Sample ID : Metformine hydrochloride /Dosage Amount : 0
Sample : Metformine hydrochloride ISTD Amount : 0
Inj. Volume [mL] : 20 Dilution 01
Method : METFORMNE By : faycal
Description : METFORMINE
Created 1 03/06/2018 09:52 Modified 1 05/06/2018 15:07
Column : C18 Detection : Detecteur UV-Visible
Mobile Phase : Acetonitrile/SA Temperature : 30°c
Flow Rate : 1mL/L Pressure :
Note :
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05/06/2018 15:08

Chromatogram C:\YLClarity \Work 1\DATA \Metformine, HC| 1000-3.PRM

Result Table (Uncal - Metformine, HCI 1000-3 - Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Resolution |Symmetry/Tail
[min] [mV.s] [mV] [%] [-1 ing
[-]
9,443 31541,261 865,975 97,8 3,403
10,960 714,750 37,605 2,2 2,304 4,250
Total 32256,011 903,580 100,0

Page 2 of 2



