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Le diabéte est une malaj

suffisamment d’insuline

qu’il produit.

L’hyperglycémie, ou co

INTRODUCTION ET OBJECTIFS

die chronique qui apparait lorsque le pancréas ne produit pas

ou quand D’organisme n’utilise pas correctement 1’insuline

ncentration sanguine élevée de sucre, est un effet fréquent du

diabéte non contrdlé qui conduit avec le temps & des atteintes graves de nombreux

systémes organiques et

lus particuliérement des nerfs et des vaisseaux sanguins.

Il existe deux types principaux de diabéte : le type 1 et le type 2. Parfois, le diabéte se

développe aussi pendant

Le diabete de type 1 se

la grossesse (diabéte gestationnel).

manifeste soit des l'enfance, a 1'adolescence ou chez les jeunes

adultes. 1l se caractéris¢ par l'absence totale de la production d'insuline.Le diabete de

type 2 est le type le p
inapercus pendant plusig
est fait. En apportant de

de retarder I'apparition d

Un médicament antidial
Les antidiabétiques agi

oraux ne sont utilisés q

en association avec 1'ing

La metformine est un

médicament de premié

lus sournois. Les symptomes peuvent étre minimes et passer
>urs années. Malheureusement, quand il est diagnostiqué, le mal
s corrections importantes a nos habitudes de vie, il est possible

e la maladie et d'en diminuer l'impact.

bétique est un médicament utilis€ pour traiter le diabéte sucré.
ssent en général en abaissant la glycémie. Les antidiabétiques
e dans le diabéte de type 2 ou ils peuvent étre parfois prescrits

uline.

antidiabétique oral de la famille des biguanides. Il est le

re ligne de choix pour le traitement de diabete de type 2, en

particulier, chez les personnes en surpoids et obéses et ceux ayant une fonction rénale

normale,

L’objectif de ce travail
physiques, chimiques

sécurité de leurs utilisat

consiste a contrdler la qualité de notre molécule par des tests
et microbiologiques afin d’assurer la qualité, 1’efficacité et la

ions.
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Notre travail a été devisé en deux parties :

La premiére partie consiste en un recueil bibliographique sur la molécule étudiée.

Dans la deuxiéme partie

nous proposons une identification et un contrdle de la maticre

premiére ainsi qu'un contrdle du produit fini contenant la metformine.

A cet effet plusieurs m
techniques spectromeétrig
transformer de fourrier e
Par ailleurs, 1’identificat

chromatographie liquide

Le coté microbiologiqug

¢éthodes physiques et chimiques sont appliquées, ainsi que des
Jues sont proposés et notamment la spectrométrie infrarouge a
t laspectrométrie ultraviolet.

jon et le dosage des substances apparentés seront effectué par

haute performance « HPLC ».

est présent dans notre travail, un contrle microbiologique de

la metformine chlorhydrate est effectué sur le produit fini, afin d’apprécier la qualité

microbiologique.

Cette expérimentation a eu lieu au niveau du Laboratoire NOVAPHARM.
Pendant une durée d’un mois : de 21 Mai 2012 au 21 Juin 2012.
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I. GENERALITES

I.1. LE DIABETE

I.1.1. Définition :

Le diabéte se définit par

I’existence d’une hyperglycémie chronique. [21}]

Le taux normal de la glycémie chez 1’adulte se situe entre 0.80 g/l et 1.10 g/l a jeun (soit

4.3 36.1 mmol/l). [21]

Le diagnostic du

ajeun (apres 8 a

diabéte sucré est simple et repose sur le dosage de la glycémie

12 heures de jeune) ou apres épreuve d’hyperglycémie

provoquée par voie orale (HGPO) (2 heures aprées ingestion de 75g de glucose

per 0s). [22]

Chez le sujet sair
<1.40g/1 (7.8 mr

Pour les valeurs

1, la glycémie a jeun est <1.10 g/l (6.1 mmol/l) et, apres HGPO,
mol/l). [22]

limites comprises entre 1.20 et 1.30 g/l il est nécessaire de

confirmer le résyltat par un second dosage. [21]

Si la glycémie a jeun est > 1.26 g/l (7 mmol/l) ou, & tout moment > 2g/1 ou, apres

HGPO >2 g/l (1

Si la glycémie eg

1.2 mmol/l), le sujet est diabétique. [22]

t comprise entre 1.10 et 1.26 g/, le sujet est dit atteint

d’hyperglycémie a jeun. S’il n’est pas encore diabétique, il risque de le devenir

en absence de prise en charge (aprés amaigrissement, la glycémie peut revenir a

une valeur normfale). [21]

Si la glycémie ajjeun est comprise entre 1.10 et 1.26 g/l et, apres HGPO entre

1.4 et 2 g/1, on parle d’intolérance au glucose. [22]
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I.1.2. Classification du diabéte :

Le diabéte est une maladie évolutive et métabolique, se caractérisant par une

hyperglycémie chronique. [41]

On estime que 3/4 millipns de personnes a travers le monde, soit 8,2 % de la population
mondiale, souffrent de [tolérance abaissée au glucose, un état souvent précurseur du

diabete. [41]

Le méme rapport fait €tat de /94 millions de personnes souffrant de diabéte dans le

monde en 2003. Ce nombre pourrait atteindre 330 millions en 2025. [41]

e
Pourcentage d / i
la population | /|
8 : 4 s
7 4
6 ) o -
4
3 E
24
1 r
0 v —
Pays Pays en Monde
développés voie de

developpement

w 1995 ®m 2000 - 2025

Figure N°1 : La représentation de développement du diabéte au cours des années
Selon ’OMS.
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Le diabéte se caractérisd par des troubles du métabolisme des glucides, des graisses et
des protéines, reflets du|déséquilibre entre la production insuffisante ou nulle d’insuline

et les besoins tissulaire. [22]

\
On distingue essentielleﬁ(ment deux types du diabéte sucré :

[

o Lediabéte de tvﬁe 1 (anciennement dénommé diabete insulinodépendant) :

Il touche environ 10 % des patients. Aussi appelée diabéte "maigre' ou "juvénile",

cette forme de la maladie concerne plus particulierement les jeunes. {2, 41)

!

Il résulte d’une destruction auto-immune des cellules B des ilots de Langherhans. 11

survient essentiellement avant 20 ans et est caractérise par son début clinique brutal. {8]

Il entraine une carence nsulinique majeure, ce qui explique sa tendance a I’acidocétose
(le glucose ne peuvent plus servir de combustible cellulaire et ’organisme mobilise une

quantité accrue d’acide gras, d’ol I’augmentation des taux sanguins des acides gras et

de leurs métabolites, les corps cétoniques). [8]

o Lediabéte de QJpe 2 (anciennement dénommeé diabéte non insulinodépendant) :

Il représente environ 90 % des cas de diabéte dans les pays développés et une

proportion plus élevée gncore dans ceux en voie de développement (Figure 2). 2]

Encore appelé diabéte 'gras” ou de "maturité”, le diabéte de type II apparait

généralement apres 1’age de 50 ans. [2]
Cependant, la maladie est en constante progression chez l'enfant. [7]

Il a été clairement identifié¢ que la survenue de ce diabéte est liée a une augmentation de

’obésité chez les jeur\Les. Tout comme les adultes, ces jeunes développeront a terme des

complications liées au|diabete. [7]

Le diabeéte sucré non insulinodépendant, qui survient le plus souvent chez les personnes

obéses ou ayant été | obeéses. Au début de la maladie, la production d’insuline est

normale, mais celle-ci ne peut assurer une régulation du glucose dans le sang, en partie,
insensible a I’action c?e cette hormone. Le taux du glucose dans le sang est alors trop
élevé (hyperglycémie)), ce qui se traduit par la présence anormale du glucose dans les

urines. La sécrétion d’insuline peut ensuite diminuer progressivement, jusqu’a aboutir

-5.
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|

a un déficit total de cettd hormone, ce qui conduit au diabéte insulinodépendant : celui-

ci nécessite des injections régulieres d’insuline. [18]

o Autres types de

diabeétes :

« Diabéte gestationnel : il est une hyperglycémie apparue ou décelée pour la

premiére fois pendant la grossesse.

+ Diabéte iatrogéne. (Glucocorticoides, Diurétiques thiazidiques, Propanolol...)

* Diabéte pancréat

« Diabéte de ’ins

que.

fisance hépatique. [22]

L.2. DIABETE NON INSULINO-DEPENDANT :

1.2.1. Les facteurs d‘e risque :

Les principaux facteurs

» L’age: apres 40

|

“de risques sont :

a 50 ans. [9]

» La prédisposition familiale de cette maladie. [18]

« L’obésité : 20 a 30 % des obéses sont atteint de la maladie. [7]

« Facteurs sociologiques: mode de vie, alimentation, activit¢ physique

insuffisante. [7]

* Facteurs démographiques : allongement de l'espérance de vie, mais aussi un

meilleur dépista‘Fe de la maladie. [7]
|

|

|
1.2.2. Physiopathologie de diabéte non insulinodépendant :

|

Les mécanismes de développement de I’hyperglycémie sont moins clairs que dans le

diabete de type 1. Il associe une insulinorésistance peut-étre essentiellement en aval du

récepteur de I’insuline

ou 1l existe une diminution de la sensibilité tissulaire aux effets

de I’insuline et une insulinopénie. [17, 22]

La glycémie reste normale tant que les cellules B des ilots de Langherhans sont

capables de faire face aux besoins accrus d’insuline. Mais aprés plusieurs années

-6 -
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d’hyperinsulinisme, les ¢ellules B défaillent, une insulinopénie apparait et la glycémie
augmente [8,9]. Le foie produit plus de glucose, qui est moins bien capté et utilisé dans
le muscle. Au stade initial, un hyperinsulinisme réactionnel parvient & maintenir un taux
normal de glucose dans Je sang mais il existe une deuxi¢me série d’anomalies au niveau
de I’insulinosécrétion. Ces anomalies sont a la fois d’ordre qualitatif : disparition du pic
précoce de V'insulinosécrétion, et quantitatif : ’hyperinsulinisme n’est que relatif et la
quantité produite d’insu’line est finalement insuffisante pour amener la glycémie a un
taux normal. Avec les| décennies, la sécrétion d’insuline finit méme par se tarir

compleétement. [17]

La maladie évolue de facon insidieuse et reste longtemps asymptomatique, c'est-a-dire
sans signes cliniques. Dg ce fait, le DT2 peut progresser des années sans que 1'individu
n'ait conscient de sa pathologie. Lorsque le diagnostic est établi, le diabéte perdure en

moyenne depuis déja S ans. (Figure 2).

A ce stade, un régime glimentaire est tout d’abord prescrit suivi d’un traitement par les

antidiabétiques oraux. [26]

Foncuonnalitg des cellules § (%)

Prinoaonsrng
100 oL
du diabee

80 |
fnsuhmotherape
60 snwhispensabde
40
20
0
12 10 -8 -6 2 a2
Années

Figure N°2 : Fonctionnalité des cellules B aux cours du diabéte type 2.




ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

W

Le DT2 est une maladie

prave puisqu’il peut engendrer la survenue de nombreuses

complications. Ces complications sont occasionnées par : atteinte des vaisseaux, qui

peut étre de deux types :

Atteinte des gros
ce sont les macro
Atteinte des mic

certains nerfs pér|

Ces complications card|

vaisseaux comme les artéres coronaires qui irriguent le cceur :
angiopathies;
rovaisseaux spécifiquement au niveau du rein, de la rétine et

iphériques : on parle de microangiopathies. [26]

lovasculaires (micro- et macrovasculaires) sont la principale

cause de déces des patients atteints de DT2: la morbidité et la mortalité cardiovasculaire

y sont multipliées par un

Environ 20 % des accid

facteur de 2 a 3 chez I’homme et de 4 a 5 chez la femme. [26]

ents vasculaires cérébraux surviennent chez des diabétiques. A

terme, d’autres complications (cécité, insuffisance rénale, ...) peuvent étre la source de

graves handicaps altéran

Chez les patients diabét

pour limiter la forte mor

1.2.3. Schéma théra

t considérablement la qualité de vie. [26]

iques, il est donc absolument nécessaire de réguler la glycémie

bidité et la mortalité associées a cette maladie. [26]

peutique du diabeéte de type 2 :

Dans le DT2 ou DNID, I'étiologie est inconnue mais on sait qu’il existe une

composante génétique i
Il y a une résistance a la

Il y a une réduction du 1

a une obésité,

La perte de poids (ré

mportante. [24]

circulation d’insuline qui protege le patient de la cétose. [24]

rombre de récepteurs & 1’insuline et celle-ci est souvent associée

rime et exercice) réduit la résistance a l’insuline et contrdle

environ un tiers des dia‘bétiques de type 2. Un autre tiers des diabétiques de type 2 sont

contrdlés par un régime

associ¢ a des médicaments antidiabétiques oraux. [24]
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Diabete de type 2

Diététique + activité ph

sique

A

HBAlc<6 %

6% <HBAlcs6%

A

Continuer

Metformine
ou IGA

HBAlc<6 %

A

Monothérapie

par metformine ou SH
ou glinide ou GTZ ou 1AG

:

C

v

v

HBAlc £ 6.5 % HBA1c26.5 % HBA1lc < 6.5
‘ v v
Continuer Bithérapie Continuer
s
v v
HBAlc <7 % HBA1lc>7 %
A h 4
Continuer Trithérapie ou insuline
+ Metformine
+ Autres ADO
|
v v
HBAlc <7 % HBAlc <7 %
Y.
o ] Continuer Insuline
IAG : inhibiteurs des a glucosidases .
. - + Metformine
SH : sulfamides hypoglycémiants

GTZ: glitazones.

ADO : antidiabétiques oraux.

i
[

Figure N°3 : Schéma thérapeutique proposé du diabete de type 2 (d’apres les
recommandations de ’HAS 2006). [8, 19]

+ Autres ADO
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ETIQUE :

I1.1. Définition :

L’objectif prioritaire du
normale. La thérapeutiqy
complications métaboliq

minimalisant les risques

- acompenser lac

analogues) ;

- 2 limiter le phéng

DNID (antidiabé

I1.2. Classification ¢

rraitement consiste & maintenir la glycémie autour de sa valeur
le vise a prévenir I’hyperglycémie symptomatique et les
ues (acidocétose, voire coma hyperosmolaire) tout en

d’hypoglycémie. Les médicaments utilisés visent :

arence en insuline observée dans le DID (insulines et

ymene d’insulinorésistance suivi de 1’insulinopénie dans le

tiques oraux). [9]

les antidiabétiques :

Inhibiteurs

de I’ : a-glucosidase

Figure |

INSULINE

type 1
DIABETE

type 2

A

Activateurs

Potentialisation des effets

de P’insuline

N°4 : Les grandes classes des antidiabétiques. [29]

-10 -
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=============+============================s====

Les médicaments antidialbétiques peuvent étre classés selon leurs mécanismes d’action

en: [19, 29]

Insuline : utilisée pour compenser la déficience ou l'absence de la sécrétion

endogéne ;

a action ralfide et bréve.
a action intermédiaire.

a action prolongée.

Activateurs de la sécrétion d'insuline

Sulfamidgs hypoglycémiants :

+ Glibenclamide.
+ Glipizide.

+ Glimépiride.
+ Carbutamide.
+ Gliclazide.

Glinides { Répaglinide.
Analogugs du GLP-1 (Agonistes des récepteurs du GLP-1).
Gliptines| inhibiteurs de la DDP-4(Inhibiteurs de la dégradation du GLP-

1).

Potentialisateurs des effets de 1'insuline

Biguanide : Metformine.
Thiazolidinediones ou glitazones : Pioglitazone,

(Rosiglitazone, retirée du marché).

Inhibiteurs de Pabsorption intestinale des sucres

Inhibiteyrs des alpha-glucosidase : Acarbose, Miglitol.

-11 -




Les différents traitements du diabéte sont illustrés dans le tableau ci-dessous.

Tableau N°1: Diff%rentes traitements du diabete de type 2.

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

| REDUCTION EFFETS EFFETS
TRAITEMENT MECANISME DE SECONDAIRES | SURLE
D’ ACTION L’HbAlc PRINCIPAUX POIDS
(%)
insuline Insuline exogene 1.5-2.5 Hypoglycémie T
Biguanides Dintinution de la 1.5 Troubles
production digestifs ~
hématique de glucose
Sulfamides Augmentation de 1.5 Hypoglycémie T
la sécrétion
d’insuline
Glinides Augmentation de 1-1.5 Hypoglycémie T
la sécrétion
d’insuline
Glitazones Diminution de 0.8-1 Rétention T
L’ingulinorésistance hydrosodée
| Ostéoporose
GPL-1 Potentialisation de la | 0.5-1.5 Nausées,
sécrétion d’insuline, vomissements l
dimunition de la
sécré ‘ion de glucagon,
ralentissement de la
vid%mge gastrique.
IDPP-4 q‘nhibition du 0.5-0.8 Troubles =
Tnétabolisme digestives
| de GPL-1
Inhibiteurs Rquction de la 0.5-0.8 Troubles x
des a- digestion des sucres digestives
Bucosidases complexes

-12 -
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IL3. BIGUAN ID#S

|
1

I1.3.1. Historique :

WATANEBE a découvert en 1918, I’action hypoglycémiante de la molécule de
guanidine, cependant celui-ci a dii étre remanié en raison de sa toxicité qui rendait

impropre son utilisation| [6, 16]

Il y a eu les monoguanides qui sont restés au stade expérimentale, puis les diguanides

et enfin les diguanides actuels. [6]

Des guanidines substituées ont été testées ainsi que divers produits naturels dont par

exemple, la galégine (3tmethylbuten-2yl guanidine) extraite de graine de

Galega officinalis complortant le pharmacophore guanidine tres basique

(pKa de I’ordre 13). [16]

CH;
H>N —ﬁ—NH—CH —CH— C/
NH N\ CH;
Galégine

Ensuite, les diguanides ont été synthétisés en 1928 et utilisés sous le nom de

synthalines, mais ils prgsentaient cependant une toxicité hépatique et rénale. [6]

H,N— C—NH—(CH,) , —NH — C— NH,

|l N
NH NH

Synthalines

En 1929, n = 10: Synthaline.
n = 12: Néosynthaline. [16]

-13 -
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En 1950, apparaissent les biguanides qui résultent de la liaison de 2 groupes gaunidine.

IIs sont beaucoup moins|toxiques et sont utilisés depuis 19359. [6]

Biguanide est la classe|de médicaments antidiabétiques, qui comprends également les

agents retirés phenformine et buformine, provient de lilas frangais (Galéga officinalis),

une plante utilisée en médecine populaire pour plusieurs siécles ; et la metformine qui

est seule demeure d’usage courant dans de nombreux pays. [6, 16]

e La phenforming : commercialisée sous le nom d’insoral en France. Celle-ci a
été retirée du cgmmerce depuis le 31 mars 1978 en raison du risque d’acidose
lactique.

C’est la phenylethylbiguanide. [6]

Elle a été commercialisée aux Etats-Unis en 1960 puis elle a été retirée du marché.

e La buformine| ou N butylbiguanide, connue sous le nom de sibulin et

principalement|utilisée en Allemagne et dans les pays de I’Est. [6]

-14 -
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- ¢ La metformine : ou diméthylbiguanide :
Elle a été synthétisée également vers 1959, ainsi que dans les pays Anglo-

Saxons et Scandinaves et les pays méditerranéens. [6]

I1.3.2.Mode d’accés des biguanides :

e Pour introduir¢ le radical guanidyle dans une molécule, on utilise le plus
fréquemment dans l’industrie : le Cyanamide. [14)

o On faisant réagir, a chaud, ce Cyanamide avec le chlorure d’ammonium, on
obtient : [14]

Réaction génér‘al% NH,

~N
NH4C! - HN:<
HZN// + q}E HCI +

NH,

-15-
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mécanisme de la réaction:

H4N_‘C|
ij a/chaud N NH
N// HCI+NH; ———— H2N—< —_— H2N—<

H, .

A\/, NH; NH,
Cyanamide

NH

NH I
H2N—< me H,N

NH, NHg CI

Si on remplace le ch

primaire on aura la réal

Si on condense ce cys
milieu basique (8<
intermédiaire dans la s}

Guanidine chlorhydrate

lorure d’ammonium par un composé renfermant une amine

ction : [14]
NH,
- NH
/ \<
R NH

alcoyle guanidine

anamide avec lui-méme : par dimérisation de la cyanamide en
pH < 9), on obtient la cyanoguanidine. (Utilis¢ comme
yntheése de la metformine) : [14, 16]

N== N\ —E—N/ SN N\ /J\
W A \H NH NH

cyanoguanidine

-16 -
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III. ETUDE DE LA

METFORMINE :

III.1. FORMULE :

La metformine est un

médicament de premiér

antidiabétique oral de la famille des biguanides. Il est le

e ligne de choix pour le traitement de diabéte de type 2, en

particulier, chez les personnes en surpoids et obeses et ceux ayant une fonction rénale

normale.

Elle a été développé pat
1970 apres le retrait des
Food and Drug Adminis

Glucophage a été¢ la

« Jean Sterne » en 1957 ; elle a été relancé dans les années
autres biguanides, mais elle n'a pas regu l'approbation de la US

tration (FDA) pour le diabete type 2 jusqu'en 1994. [6]

premiére formulation de marque de la metformine a étre

commercialisé aux Etats-Unis, en commengant le 3 Mars 1995.

Elle est de formule chimique brute C4H;; N5 et posséde un poids moléculaire de 129.

Sa formule chimique développée est la suivante : [23, 27, 28]

CH, ‘

N NH
HyC™ >

NH

Figure N°5

NH

NH,

Formule développée de la metformine.

® Atome de carbone

¢ atome d’hydrogene

-17-
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ﬁ

II1.2. NOMENCLA]

T'URE ET ENSEMBLE DE DENOMINATION :

o Selon I’IUI

La metformine possed

e Le CASrN;

C’est le numéro d

d’identification des

o Les dénom
DCI

latin

DCF
Appr

o Sels et déri

Selon les pharmacs

représentés dans le t

? A4 C(International Union of Pure and Applied Chemistry):
le les dénominations chimiques suivantes :

|-diméthylbiguanide.
N-diméthyldiguanide.
~diméthylguanidylguanidine. [3, 23, 27, 28]

657-24-9
’enregistrement du Chemical Abstract Services ou le code

produits. [3, 23, 37]

fnations communes:

(Dénomination Commune Internationale) : Metformine, en
Metformin.

(Dénomination Commune Frangaise) et BAN (British

pved name) : Metformine. [37]

r

ves ¢
bpées, on distingue trois dérivés de la metformine qui sont

ableau suivant : [3, 5, 23, 28, 38]

-18 -
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Tableau N°2 : Sels et dérivés de la metformine.

Sel ou dérivé Formule Poids Pharmacopée CASrN
brute Moléculaire
g /mole

*Pharcopée européenne
Chlorhydrate de | C4Hj{ Ns, 165,62 (72" édition) 1115-70-4
metformine HCI * US pharmacopea (33éme

édition)

* British pharmacopeia 2008
Embonate de (Cq Hyy Ns),, 646,70 * The merck index 34461-22-8
metformine Ca3Hi60s
Metformine para- CqHji Ns, 315,76 * The merck index 25672-33-7
chloro- CgH,ClO;
phenoxyacetate

e Nom déposé:
pour Registere
des raisons typ

Les noms déposés de 13
. 3, 23, 38, 39,40]

pgraphiques.

-19 -
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Tableau N°3 : Noms déposés de la metformine disponibles en Algérie.

Dérivés ou sels de

la metformine

Noms déposés

Diabamine, Diaphage, Glucophage, Metfor,

Chlorhydrate de la metformine | Metformine Biogaran, Novoformine,
Physioformine
Embonate de la metformine Stagid.
Metformine para-chlorp-
phenoxyacetate Glucinan.

o Autres system
*+ ATCcod

C’est I’ Anatomic Theraj

¢ PubChem; 4091.

C’est la base de don

es de dénomination :

e: A10BAOQ2.

peutique Chemical classification system, controlé par I’OMS.

nées du National center of Biotechnology Information qui

appartient a I’institut de|la santé des USA.

+ Drug Bank: DB00331,

-20 -
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IIL.3.SYNTHESE CHIMIQUE :

A\- La synthése de la metformine utilise comme intermédiaire le cyanoguanidine,
formé par dimérisation len milieu basique (8 < pH <9) de la cyanamide, lui-méme
facilement obtenu a partir de son dérivé calcique, forme de stockage habituelle. [14, 16,

34).

| NH NH,
N=——NH 4 N=—-NH
2 , —= =
NH
cyanamide { cyanoguanidine

|

B\- La fusion du cyanoguanidine en présence d’une amine : chlorhydrate de diméthyl
amine, a des températures de ’ordre de 130 a 150 °C pendant 0.5 4 2 H, fournit les sels
de biguanides (metformine est la premiere structure) avec des rendements trés

satisfaisants.

|
\
Dans ces procédés de Fynthése les impuretés majeures sont la cyanoguanidine, mais

aussi la mélanine (2, 4,4- triamino-s- triazine). [14, 16, 34]

|
N=C—-NH—-C—NH; + (CH;);NH;" + HCl T°= 130-150°C
N >
NH J pdt 0.5-2H
[6); CRRN - CH;
NG v
N—H +" )C—NH—C—NH, \N —C —NH —C —NH2
J/ Il I /S I |
CH; . BN 8¢ NH CH; NH NH
] H , CI

Chlorhydrate de metformine

]
C\- On a pu démontrer[que le composé pouvait exister sous forme cyclisé par liaison

hydrogéne intramolécu#laire et ¢’est cette forme qui serait physiologiquement active.

Le composé cyclique ;e formant, par exemple, soit par chauffage de la cyanamide, soit
1

par condensation de celui-ci avec la cyanoguanidine. [14, 16].

-21-
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H
|
H;C N H;C N
N YAERN A /
— C—NH, > — C — NH,
/ Il I / { |
H;C NH NH H ,CI' H;C HN NH
H
IIL4. PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DE LA
METFORMINE:

e Metformine : ¢

Chlorhydrate

[’ est une poudre cristalline blanche. [3, 27, 28].

de metformine :

» Elle se trouve so

entre 222°C — |

» Soluble dans 1'ed

l'acétone et du

* Le pH d'une sol
* La metformine
les principales
suivante indig

mésomerie. [1

us forme de cristaux blancs ou presque blancs ; a point de fusion
226°C. [27, 28].
1, légérement soluble dans l'alcool. Pratiquement insoluble dans

chlorure de méthyléne. [3, 27, 28].

ution aqueuse a 1% de chlorhydrate de metformine est 6,68. [3]

est le siege d’une intense résonance, la figure suivante indique
formules limites correspondant a cette mésomérie, la figure
jue les principales formules limites correspondant a cette

4]

-22-
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(CHy),N ~ ﬁ — NH- & -NH, > (CH:),N®)=C~ NH- (il—l_\I-H <« (CH,),N-C=NUH T ~NH,

I

| NH INH | NH?  INH I NHY INH

mHmﬁ—ﬁ4&H-

| NH [

(am&-FNWr

| NH(-)

» I.a metformine est un

les pKa sont de 11.5

?:N("H <«—> (CH)N = ﬁ—NMH—ﬁ NH, > (CH,),N= ¢ NOH ~ C=NH,

NH(-) | NH | NH(-) |—NH(-) n\lH(-)

f: NOH, € (CH;),N®= T —N®H-C~NH,

NH® INH® | NHY

Figure N°7: Résonance de la metformine.

composé trés basique. Elle présente trois constantes de dissociation;

et 2.9 pour les deux premiéres, celui du troisieme est trés faible. La

figure suivante montre les trois équilibres de dissociation acido-basique pour la

metformine. [14]
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\ +H*

Me,N- C— NH- C#NH21————+ MqN—ﬁy-NH—c—Nﬁzzzzz MqN;—ﬁ—Tﬁk|T—NHZ
| | Il
NH Nﬂ NH,”  NH NH NH
+2H" {
|
|
MQN—ﬁ—NH—c+Nm — Mquﬁ-NH-Cﬂ%h
NH," N#{ NH NH,"
!
+3H" |H
Me,N— C—NH—”c NH, ——— MezN:”C— NH—|(|t— NH,
NH N% NH,”  NH;
|

Figure N%S : Dissociations acido-basiques de la metformine.
|
|
|

Il est habituel de représenter, selon la figure suivante, les acides conjugués résultant de la
fixation de un et de deyx protons de maniére a faire apparaitre la délocalisation

¢lectronique. [14]

|
|

EHZ mﬂ + FHZ |sz ++
F._
|

= NH, Me; Nz G NHz: Ci NH,

| 24 -
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IIL.5. DONNEES PHARMACOLOGIQUES :

IIL.5.1 PHARMACOCINETIQUE :

e Absorption :

i
)

La metformine présente une absorption digestive — sans doute localisée dans la partie
supérieure de I’intestin + saturable et incompléte (il semble qu’elle soit non linéaire).

Pour une prise orale d’un comprimé, la concentration maximale plasmatique (pour
500mg: Cmax=0,6 a 2,25 mg/l) est atteinte en 1-3h (Tmax) environ. L’alimentation

diminue et ralentit 1égérement 1’absorption de la metformine. [12, 16, 39, 40]

La dose quotidienne maximale recommandée de metformine est de 3g, en trois prises

pendant les repas. [12, 16, 39, 40]

¢ Distribution :

La metformine est un knédicament stable ne se lie pas aux protéines plasmatiques. Il
existe une importante flxation au niveau de 1’cesophage, de I’estomac, du duodénum

ainsi qu’a celui des rein‘s et des glandes salivaires. [12, 16, 39, 40]

La metformine diffus% dans les érythrocytes (représentent trés probablement un
compartiment secondefire de distribution). Le pic sanguin est inférieur au pic

plasmatique, et apparaif approximativement au méme moment. [12, 16, 39, 40]

Les érythrocytes repr\ésentent trés probablement un compartiment secondaire de

distribution. [40]

Le volume de distribution (Vd) moyen est compris entre 63 et 276 litres. [40]

e Meétabolisme :

La metformine n’est pas métabolisée et ne subit pas de premier passage hépatique

important. La metforTnine est excrétée dans l'urine sous forme inchangée. Aucun

métabolite n'a été iden*iﬁé chez I'homme. [16, 40]
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W

e Elimination :

L’élimination rénale — g

tubulaire empruntant le

’élimination fécale osci

Aprés une administrati

d'environ 4.5 heures. [3,

La metformine prése;
biodisponibilité (de 42 3
90%) lors d’augmentatic

En cas d'altération de
proportionnelle a celle
demi-vie d'élimination

plasmatiques de metforr

ous forme inchangée — par filtration glomérulaire et sécrétion
systéme de transport actif des cations, varie de 30 a 60% ;

lle de 20 230 %. [16]

on orale, la demi-vie apparente d'¢limination terminale est
40]

nte le phénoméne de non linéarité: diminution de la
1 86%) et diminution de la quantité excrétée par I’urine (de 42 &

n de la dose de 0,5 a2g. [16]

la fonction rénale, la clairance rénale est réduite de maniére
de la créatinine. Ce phénomeéne conduit & un allongement de la

, ce qui entralne une augmentation des concentrations

nine. [40]

trique :

**Population pédid
|

Etude a dose uni.Lue: aprés une dose unique de chlorhydrate de metformine

a 500 mg, le profil pharmacocinétique chez l'enfant était similaire a celui observé

®
.|
chez des adultes sains. [40]
o Etude & doses répé

jes : les données sont réduites a une étude. [40]

i
Aprés administration d% doses répétées de 500 mg 2 fois par jour pendant 7 jours a des

enfants et des adolel

l'exposition systémiqu

cents, la concentration plasmatique maximale (Cmax) et

e (AUCo-t) ont été réduites d'environ 33 % et 40 %

respectivement en comParaison a des adultes diabétiques ayant regu des doses répétées

de 500 mg 2 fois par jjour pendant 14 jours. Comme les posologies sont adaptées de

facon individuelle en fonction du contrdle glycémique, ces résultats ont une pertinence

clinique limitée. [40] |
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}
Tableau N°4 : Différentiés valeurs pharmacocinétiques de la metformine. [3]

Parq metre Valeur

Biodisponibilité orale 50 -60

([%)

|
|

Volume de 1-4
distribution (1 /kg)
T ma>J/ (heures) 1-3
|
P
Temps demi vie 1.3-45
(heures)
|
Linéarité en fonction Non linéaire

des doses thérapeutiques
S

—
Clairance (ml/min/kg) 7-10
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II1.5.2 PHARMACODYNAMIE :

Antidiabétique oral, Ja metformine est un biguanide possédant des effets
antihyperglycémiants, réduisant la glycémie basale et postprandiale. Elle ne stimule pas
la sécrétion d’insuline et, par conséquent, ne provoque pas d’hypoglycémie.
La metformine peut agir|par I’intermédiaire de trois mécanismes :
e En réduisant la production hépatique de glucose, en inhibant la néoglucogenese
et la glycogénolyse ;
¢ Au niveau musculaire, en augmentant la sensibilité a ’insuline, en favorisant la
captation et I’utilisation périphérique du glucose ;
¢ Enfin, en retardant ’absorption intestinale du glucose. La metformine stimule la
synthése intracellulaire du glycogene, en agissant sur la glycogeéne-synthétase.
La metformine augmerlte la capacité de transport de tous les types de transporteurs
membranaires du glucose (GLUTSs) connus a ce jour. [40]
Chez ’homme, indépeq‘ldamment de son action sur la glycémie, la metformine a des

effets favorables sur |le métabolisme lipidique. Ceci a été démontré a doses

thérapeutiques au cours d’études contrdlées 2 moyen ou long terme: la metformine
|

réduit le cholestérol tot%l et le LDL cholestérol, ainsi que les taux de triglycérides. [40]
|
\
|
|

I1L5.3. MECANISME D’ACTION :

La metformine améliore I'hyperglycémie principalement par le biais de sa suppression
de la production hépatique de glucose (gluconéogenése hépatique) par un mécanisme
purement énergétique en modifiant le fonctionnement des mitochondries, des organites

cellulaires produisant dg 1'énergie sous forme d'’ATP.

La metformine est un inhibiteur modéré du complexe I de la chaine respiratoire qui

altere la balance éneréétique cellulaire. La réduction de la disponibilité¢ en ATP et
I’élévation de ’AMP ckllulaire induisent une inhibition de la production de glucose par
carence énergétique et inhibition allostérique de la fructose-1,6-biphosphatase.

|
L’activation de I’AM?’K par ’augmentation du rapport AMP/ATP conduit & une

réduction de la lipoto$icité et a une amélioration de la sensibilité & 1’insuline (via la
diminution de la lipogenése et ’activation de la B-oxydation), permettant ainsi de

rétablir le contrdle de l‘b gluconéogenese par ’insuline. (Figure N° 10)
|
| -28 -
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* Au niveau hépatique : |

Metformine

Glucose

Glucose-6-phosphate

& l S Tianp, Fructose-6-phosphate

PR Fructose-1,6-biphosphatase
| (active) R
’ Fructose-1,6-biphosphate &

(_?)/ \:Té‘) Gi 1p P
Phosphoénolpyruvate

4§ Lipogengse I B-oxydation l ©) 4
l L Pyruvate

& Lipotoxicité = I Sensibilité
a l'insuline

Figure N° 10 : Inhibition de la production hépatique de glucose par la metformine.

AMPK: AMP-activated protein kinase;
Glut2: Glucose transporter 2;

LKBI1: Liver Kinase B1;
OCT1: Organic Catior] Transporter 1.
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I11.5.4. PROPRIETES PHARMACOLOGIQUES DE LA
METFORMINE: 4

La metformine est antihyperglycémiante, non hypoglycémiante, elle n’exerce aucun
effet sur les cellules béta du pancréas, donc elle ne modifie pas I’insulinosécrétion. Elle
agit uniquement au niveau extra-pancréatique.

La metformine n’a aucun effet notable sur la sécrétion du glucagon, du cortisol, de
I’hormone de croissance ou de la somatostatine. [9]

La principale cause de la réduction de la glycémie lors du traitement par la metformine
semble étre une amdlioration de la sensibilité des tissus cibles (muscles, foie) a
I’insuline et ainsi une augmentation de 1’utilisation périphérique du glucose, on dit que
la metformine diminue I'insulinorésistance, sans entrainer d'accident hypoglycémique.
En outre, elle permet | une diminution de la production hépatique de glucose (la
néoglucogenese), stimule la synthése intracellulaire du glycogéne, en agissant sur la
glycogéne-synthétase et|un ralentissement de 1I’absorption intestinale du glucose. [12]

La metformine présente également un effet hypotriglycéridémiant.

I11.6. INDICATIONS ET USAGE DE LA METFORMINE :

I11.6.1. INDICATIONS DE LA METFORMINE :

o Diabéte type 2 :

Traitement du diabéte de type 2, en particulier en cas de surcharge pondérale, lorsque le
régime alimentaire et I’Txercice physique ne sont pas suffisants pour rétablir I’équilibre

glycémique.

antidiabétiques oraux ou avec l'insuline. Une réduction des complications liées au

diabéte a été observée

La metformine peut étre utilisé en monothérapie ou en association avec d’autres
hez des patients diabétiques de type 2 en surcharge pondérale

traités par la metforminf en premicre intention, apres échec du régime alimentaire. [40]

e Autres indications l
|

La metformine a une |certaine efficacité¢ dans le syndrome de Stein-Leventhal (ou

syndrome des ovaires polykystiques), maladie souvent associée a un diabete de type 2.

| -30-
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Elle améliore ainsi légérement les chances d'ovulation chez ces femmes bien que le taux

de conception reste décevant. [23]

L'indication de ce.médiﬁament dans la polykystose ovarienne n'est pas retenue par la
Food and Drug Administration mais son utilisation systématique est considérée dans
les recommandations de(l'« American Association of Clinical Endocrinologists ».

Elle pourrait également retarder l'apparition d'un diabete en cas d'intolérance
glucidique. [23] ]

i
|
I1L.6.2. LA METFbRMINE, SES PRESENTATIONS

PHARMACOLOG;]IOUES :

e La Metformine existe sous forme instantanée en comprimés a 500 mg,
commercialisée sous le nom de GLUCOPHAGE; C’est du chlorhydrate de
metformine. [6, 27, 28].

e Nous la trouvons également sous forme retard en comprimés a 850 mg et 1000 mg.

[6, 27, 28]. |

|
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=By

5 produits commercialisés dans le monde de chlorhydrate de

Metformine.
Produit DCI Forme Dosage Laboratoire
Pharmaceutique (mg)
GLUCOPHAGE | Chlorhydrate de | Comprimés pelliculés 500 Merck santé
metformine 850 S.AS
1000
METFORMINE | Chlorhydrate de | Comprimés pelliculés 500
BIOGARAN etformine 850 BIOGRAN
1000
METFORMINE | Chlorhydrate de | Comprimés pelliculés 500 PFIZER
PFIZER metformine 850 HOLDING
1000 FRANCE
METFORMINE | Chlorhydrate de | Comprimés pelliculés 500 RANBAXY
RANBAXY metformine 850 Pharma
Génériques
METFORMINE | Chlorhydrate de | Comprimés pelliculés 500 PLUS
ISOMED metformine 850 PHARMACIE
1000
METFORMINE | Chlorhydrate de 500
MYLAN metformine | Comprimés sécables 850 MYLAN
PHARMA 1000
o Elle existe également en comprimés a 700 mg sous forme d’un nouveau sel,

I’embonate de metformine ou STAGID, soit 280 mg de metformine base. [6, 27, 28].

¢ Nous la trouvons aussi associé :

* Avec une toxit

sous le nom d¢

28].

» Avec d’autres

-32-

médicaments tels que les sulfamides

e végétale, c’est le paraphénoxyacétate de metformine, vendu

: GLUCINAN. Il contient 205 mg de metformine base. [6, 27,
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Tableau N° 6 : Tguelques associations se trouvant sur le marché.

i
!

Produit ‘\ﬁDCI Forme Dosage Laboratoire
} Pharmaceutique (mg)
I
AVANDAMET Roﬁiglitazone Comprimés 1 SmithKline
| pelliculés Beecham Plc
Meﬁformine 4 GSK
Ret{re’ de la Vente depuis le 02 Mai 2011
i
EUCREAS Vi}dagliptine Comprimés 50/1000 NOVARTIS
! pelliculés EUROPHARM
Metformine LTD
GLUCOVANCE | Metformine Comprimés | 50/2.5 Merck santé
Glipenclamide pelliculés 50/5 S.A.S
JANUMET Sitagliptine Comprimés 50/1000 M.S.D-SP-LTD
etformine pelliculés
COMPETACT | Pioglitazone Comprimés 15/850 TEKEDA
etformine pelliculés Europe
‘ RD Centre
R%tire’ de la Vente depuis le 08 | Juillet
! 2011
VELMITIA Sitagliptine Comprimés 50/1000 M.S.D-SP-LTD
Metformine pelliculés
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]

I11.6.3. MODE D’

MINISTRATION ET POSOLOGIE :

La metformine est administré par voie orale en comprimés sous forme de chlorhydrate

(dosés a 1000, 850 et 5

En monothérapie ou en

D0 mg) ou sous forme d’embonate (dosés a 700 mg). [6, 39,40]

association avec d’autres antidiabétiques oraux : La posologie

initiale usuelle est de 500 mg ou de 850 mg de chlorhydrate de metformine, 2 ou 3 fois

par jour, administrés au

cours ou 4 la fin des repas.[6, 39,40]

Au bout de 10 a 15 jours, la posologie sera adaptée en fonction de la glycémie. Une

augmentation progressive de la posologie peut permettre d’améliorer la tolérance

gastro-intestinale. [6, 39,40]

La dose maximale recommandée de chlorhydrate de metformine est de 3 g par jour. [40]

En association avec I’insuline : La metformine et I’insuline peuvent étre associées afin

d’obtenir un meilleur ¢

ontrole glycémique. La posologie initiale usuelle est de 500 mg

ou de 850mg de chlorhydrate de metformine, 2 ou 3 fois par jour, et I’insuline sera

adaptée en fonction de la glycémie. [40]

o Sujets dgés : Co

te tenu de la diminution éventuelle de la fonction rénale chez le

sujet agé, la poso]{ogie de metformine doit étre adaptée a la fonction rénale, et un

contrdle régulier (ﬂe celle-ci est nécessaire. [40]

o FEnfants et adoles

cents: La metformine peut étre utilisé chez 1’enfant de plus de 10

ans et chez ’adole

I11.6.4. PRECAUT

scent en monothérapie ou en association avec 1’insuline. [40]

IONS D’EMPLOI, EFFETS INDESIRABLES ET

CONTRE-INDICA

A\TIONS :

Les précautions d’emp

dans le tableau N°7.

loi, les effets indésirables et les contre-indications sont indiqués

-34 -




E

TUDE BIBLIOGRAPHIQUE

E%ﬁ—i———————

Tableau N°7 : Précauti#ns d’emploi, effets indésirables et contre-indications de la

metformine. [21,40] |

Précautions d ’empl#i

Effets indésirables

Contre-indications

v' L’acidose lactique

-Chez les diabétiques
souffrant d’une insuffisance
rénale significative, le risque
de I’acidose lactique peut
toutefois étre considérable-
ment atténué par une
surveillance réguliére de la
fonction rénale et par
I’emploi de la dose minimale
efficace du médicamenw

]
-Son incidence peut et (#oit
étre réduite par une |
évaluation des autres fagteurs
de risque associés, tels qu’un
diabéte mal équilibré,
I’éthylisme...ainsi que toute
affection associée a uner
hypoxie. 1

|
v" Fonction rénale: )
\

doit étre mesurée avant |a
mise en place du traitement,
et contrdlée ensuite
réguliérement selon l’ét%t de
la fonction rénale. ‘

v" La metformine doit |étre
interrompu 2 jours avant une
intervention chirurgicale et

-la clairance de la créajine
t

tout examen radiographique
avec un produit de contraste
iodé.

-La metformine n’expose
pas au risque
d’hypoglycémie, mais
peut étre responsable
d’une I’acidose lactique,
complication rare mais
redoutable.

-Troubles digestifs en
début de traitement
(nausées, vomissements,
diarrhée) qui régressent
spontanément dans la
plupart des cas.

-Une diminution de
I’absorption de la
vitamine B12
(généralement sans
signification clinique).

-Un érytheme léger a été
signalé chez certaines
personnes présentant une
hypersensibilité.

-Un gout métallique est
fréquemment observé.

-Hypersensibilité au
chlorhydrate de
metformine ou a 1’un des
excipients.

-Diabete insulinodépendant
(type 1).

-Circonstance augmentant
les risques d’acidose
lactique :

o Insuffisance rénale
méme modérée.

o Complication du
diabéte: décompensation
acidocétosique, coma
diabétique, infection,
gangrene.

e Toute affection
susceptible d’entrainer une
anoxie tissulaire
(insuffisance cardiaque,
respiratoire, infarctus
myocardique récent) ou
d’induire une perturbation
métabolique avec acidose
(intoxication alcoolique
aigue, insuffisance
hépatique sévere).

e Maladies susceptibles
d’altérer la fonction rénale
(déshydratation, fiévre,
état de choc septicémie,
infection urinaire,
pneumopathie).

e (Grossesse et
allaitement.
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II1.7.LES INTERACTIONS MEDICAMENTEUSES:

Elles sont beaucoup moins nombreuses qu’avec les sulfonylurées en raison de
I’absence de métabolisation, de fixation protéique et surtout d’effet hypoglycémiant :

[16] \

1
|

¢ Déconseillées : \

e Danazol: ef#et diabétogene du Danazol.

Si l'association ne peut étre évitée :
+ prévenir le patient et renforcer 'autosurveillance glycémique et urinaire.

4+ adapter dventuellement la posologie de l'antidiabétique pendant le
traitemenq par le Danazol et aprés son arrét.
|

* Alcool: risq#e majoré d'acidose lactique lors d'intoxication alcoolique aigué,
particuliérement en cas de jetme ou de dénutrition, d'insuffisance
hépatocellulaire. Eviter la prise de boisson alcoolisées et de médicaments

contenant de?l‘alcool.[40]
1
|
*  Produits de %ontraste iodés : Survenue éventuelle d’une insuffisance rénale,

entralner un

liée a D’injection intravasculaire de produits de contraste iodés, pouvant
accumulation de metformine et exposer a un risque augmenté

d’acidose 1acrique. [40]

o Nécessitant des{ précautions d'emploi :

* Médicaments avec une activit¢ hyperglycémique intrinséque : (par

exemple, leg glucocorticoides, et les sympathomimétiques) :
Il peut étre nécessaire de prévenir le patient et renforcer 'autosurveillance urinaire
et/ou sanguine plus\ fréquemment la glycémie, spécialement au début du traitement.
Ajuster si nécessaiﬂle la dose de metformine au cours du traitement en fonction du
médicament concerbé et lors de 1’arrét de celui-ci. [40]

+ Chxlorpromazine: a fortes posologies (100 mg par jour de
clfllorpromazine), élévation de la glycémie (diminution de la
libération d'insuline).

|
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+ Glucocorticoides: (voies générale et locale, intra-articulaire,

cutanée et lavement rectal) et tétracosactide : élévation de la

glycémie avec parfois cétose (diminution de la tolérance aux

glucides par les corticoides).

+ Ritpdrine, salbutamol, terbutaline : voie injectable

(sympathomimétiques béta-2). Passer éventuellement a l'insuline.

+ IEC: (Inhibiteurs de I'Enzyme de Conversion): ils peuvent entrainer une

baisse de la glycémie. Le cas échéant, adapter la posologie de

I’antidiabétique au cours du traitement par 1’autre médicament, et apres son

arrét.

* Diurétiques
augmenter le
fonction rén

dépasse 135

s et plus spécialement les diurétiques de 1’anse: ils peuvent
risque d’acidose lactique en raison de leur potentiel a réduire la
ale. Ne pas utiliser la metformine lorsque la créatininémie

imol/l chez I'homme, et 110 umol/l chez la femme. [9, 40]

IIL.8.RELATION STRUSTURE-ACTIVITE :

Formule générale :

L’action antihyperglycé
d’un seul groupement

aromatiques. [6]

AN
N —C—NH-C— NH,

P [
NH NH

miante ne se manifeste que si un ou deux atomes d’hydrogéne

aminé terminale est substitué par des radicaux aliphatiques ou

Ce sont des dérivés dq la guanidine. Le radical guanidyl déplace le calcium (et les

cations bivalents) de s%s liaisons avec les membranes plasmiques et mitochondriales.
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Cette action sur le calciirm expliquerait certains effets biologiques dont 1’augmentation
de Dl’action de [Dinsuline sur le foie, étroitement corrélée aux flux ioniques
transmembranaires. [9] |

|
|

|
I11.9. ETUDE TOXIC(“LOGIQUE :

La metformine n’est p s métabolisée, elle est éliminée par voie rénale sous forme
inchangée. Elle peut étre quantifiée dans le sang, plasma ou sérum pour surveiller la
thérapie, confirmer un diagnostic d'intoxication chez les patients hospitalisés ou aider a
une enquéte sur la mort médico-légale. [4]

\

Les concentrations de metformine de sang ou de plasma sont habituellement dans une

gamme de 1 a 4 mg/L| chez les personnes recevant les médicaments thérapeutique,
40-120mg/L chez les vi}:times d'un surdosage aigu et 80-200 mg/L dans les accidents

mortels. [40] ]

Les techniques chromatc% graphiques sont couramment employés.
|

Un examen des surdoses{ de metformine intentionnelles ou accidentelles a conclu que les
événements indésirable% graves étaient rares, bien que les patients agés semblent étre
plus a risque Il n’a Fas été observé d’hypoglycémie méme avec des doses de
chlorhydrate de metformine atteignant 85 g, bien que dans de telles conditions, une
acidose lactique soit suryenue. [40]

1
Les facteurs qui favoriﬁent ’apparition d’une acidose lactique sont la présence d’une

insuffisance rénale, cardFaque ou hépatique et I’intoxication alcoolique associée.
|

Le tableau clinique assoﬁ‘:ie :
|

« troubles dig1 stifs : nausées, vomissements, diarrhée, crampes abdominales,
épigastralgies et possibilité d’hématémese ;

« troubles neurologiques centraux : agitation, confusion, coma, convulsion,
irritation pyr%.midale et pupilles en mydriase, hyper- ou hypothermie.

o troubles res*)iratoires : polypnée, hypertension artérielle pulmonaire ;

[
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rdio-vasculaires : tachycardie, hypotension, infarctus du

cie une acidose métabolique & trou anionique augmenté avec

ploration de cette acidose montrerait une élévation des rapports

lactate /pyruvate et hydroxybutyrate/acétoacétate. Le diagnostic rend nécessaire

I’exclusion des autres causes d’acidose, notamment ’acidocétose diabétique et les

autres causes d’acidose t

oxique. [4]

|
Le dosage de la metformine permet de préciser le pronostic et les indications

thérapeutiques: les hype
meilleur pronostic di &

extrarénale. [4]

Les acidoses lactiques

malgré un traitement

rlactatémies avec metforminémie élevée se caractérisent par un

Pefficacité du traitement par alcalinisation, épuration rénale et

sans élévation de la metforminémie ont un mauvais pronostic

dentique, ces dernieres s’apparentant aux acidoses lactiques

survenant au cours du diabéte & ’occasion d’agressions hypoxémiantes. [4]

L’acidose lactique induite par les biguanides est un accident rare (0,03 cas/ 1000

patients et par an). Cependant, le taux de déces au cours des acidoses lactiques induites

par les biguanides est important, de I’ordre de 50 %, et ce d’autant plus que le patient

est 4g€ ou présente un

infectieuse. [4]

e affection grave sous-jacente cardiaque, rénale, hépatique ou

e Traitement :

Le traitement d'un surdosage de la metformine est généralement favorable car il n'y a

pas d'antidote spécifiquie.

Le traitement est rendﬁ{ extrémement difficile par le fait que la metformine posséde un
grand volume de dist%ibution, n’est pas métabolisée, mais est éliminée sous forme

inchangée par voie rénJTIe.
i
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Le traitement est double | toxicodynamique et toxicocinétique.

* Le traitement toxicodynamique: fait appel a une alcalinisation massive, aux
catécholamines en cas de collapsus et a la ventilation artificielle en cas de coma.

¢ Le traitement toxicocinétique: fait appel a une décontamination digestive

précoce en respectant ses contre-indications et a I’épuration extrarénale.

L’intérét d’une hémodialyse avec un bain au bicarbonate a €té souligné au cours du
traitement des acidgses lactiques, car elle permet I’élimination des lactates et la
possibilité de perfusion de bicarbonates en plus grandes quantités, sans risque

¢montrer. [4]

d’cedéme pulmonaire. Cependant, la capacit¢ de I’hémodialyse & épurer la
metformine reste ;j

| - 40 -
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DELAMATIERE

I.  IDENTIFICATION ET
PREMIERE :

CONTROLE

|

|

f
L1.MATIERE PRE]L’[IERE :

La matiére premiére utilisée dans notre travail est une substance active dite:
chlorhydrate de metformine.Elle est inscrite sous un numéro de lot M63811,

fabriquée le 21 juin 2011|et a re-tester en 20 juin 2016.

L.2. CARACTERES:
|
La metformine est caractgrisée selon la pharmacopée européenne7éme édition par :

1.2.1. Caractéres organoleptiques :

Nous avons versé une quantité de la matiére premiere dans une boite de pétri, pour

examiner son état physique et sa couleur.
|
1.2.2. Solubilité : r

Le test de solubilité¢ est effectué sur Ig de substance active selon la pharmacopée

européenne 7°™ édition, et les dilutions sont préparées a I’aide du tableau suivant :

Tableau N° 8: PréparatiPns des dilutions selon le degré de solubilité.

1
| Solubilité Dilution (ml)
| res soluble <1
Facilement soluble 1-10
Soluble 10-30
;Lssez soluble 30-100
\Peu soluble 100-1000
T%és peu soluble 1000-10 000
Pratiquement insoluble > 10 000

| -41-
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e Réactifs

* Eau purifiée

» Ethanol 96% Sigma Aldrich
. Méthan}ol Sigma Aldrich
. Acétonj¢ Sigma Aldrich

1
o Méthode: 3
i

Nous avons testé la s#)lubilité de notre substance active dans 1’eau, 1’éthanol, le

meéthanol et I’acétone.

\

|

|
I.2.3. Mesure du Dl'fk :

La mesure du pH d’une| solution aqueuse a 1% de metformine a une température bien

déterminée. |
|
e Matériel : }

|
pH métre SAVEN} EASY

e Méthode : |
|
i

Nous avons préparé une, solution aqueuse a 1% de metformine, une quantité de 1ga été
dissoute dans 100ml de |’eau purifiée. Le pH de la solution ainsi préparée est mesuré a

une température de 25°C par référence 4 la pharmacopée européenne7eme édition.
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L.3. IDENTIFICATJiON DE LA MATIERE PREMIERE :

La matiére premiére a étk identifiée par rapport & son point de fusion.

|
Elle a étéanalysée par de{s méthodes spectroscopiques et par des procédés chimiques.

I.3.1. DéterminatiorL de point de fusion :

|
e Principe: Mé%hode au tube capillaire

Le point de fusion déterminé par la méthode au tube capillaire correspond & la
température & laquelle lp derniére particule solide de substance introduite dans un tube
de colonne compacte passe a 1’état liquide.[27, 28]

1

e Matériel :

|
Appareil de point de fusion au tube capillaire  BuchiMelting PointB.545

e Meéthode :

Nous avons desséc]t, sous vide et sur gel de silice anhydre pendant 24h,la

substancefinement pulvérisée.

Nous avons introduit une quantité suffisante de chlorhydrate de metforminedesséchée

dans un tube capillaire pour former une colonne d’une hauteur de 4 mm a 6mm.

Nous avons chauffé jusqu'a obtention d’une température d’environ 10°C inferieur au

point de fusion présumé et réglé ensuite la vitesse de chauffage a environ 1°C par
minute. {
i
| o : : :
Des qu’une températurf de 5°C inferieur au point de fusion présumé est atteinte, le tube

capillaire a ét¢ introduit correctement dans I’appareil.

Enfin, nous avons noﬁé la température a laquelle la derniére particule passe a 1’état
liquide. |

|
[}
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1.3.2. Caractérisation par des méthodes Spectroscopiques :

|
j

> Spectrométrie}lnfrarouge:
;

|
e Introduction : [

Le spectre infrarouge fof.v.rnit le plus grand nombre de propriétés caractéristiques d'un
composé. Il sert égalFment comme un puissant «outil analytique» pour 1'étude

extensive et intensive de la structure moléculaire.[36]

En fait, les spectres d'absorption infrarouge sont dus a des changements dans I'énergie
vibratoire accompagnée [par des changements dans I'énergie de rotation. D'une maniére
générale, la gamme du spectre électromagnétique qui s'étend de 0,8 a 200p est

dénommeé la région infrarouge. [13, 36]

Dans la pratique habituelle, toutefois, que ce soit la longueur d'onde (p) oule vague

nombre (em-1) est utilisfé pour mesurer la position d'une absorption donnée.[13, 36]

Pour plus faciliter, on ipartage I’infrarouge en trois domaines : I'infrarouge proche,
moyen et lointain. Lesllimites de chacun de ces domaines sont données au tableau

suivant : |
i

Tableau N°9 : Domai;#e du spectre infrarouge.[36]

Région i Domaine de longueur Domaine de nombre
| d’onde/ um d’onde/ cni’!
}
Proche JJ 0.78 - 2.5 12800 — 4000
Moyen | 2.5-50 4000 — 200
Lointain ‘ 50-1000 200-10
Le plus utiliséi 25-15 4000 - 670
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e Analyse de la metformine par IR :

L’analyse est effectuée sur un spectromeétre infra rouge a transformer de Fourier.

\‘
|

= Le smctrométb a transforme de Fourier :
T

|

La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (ou FTIR : Fourier

TransformedInfraRedspectroscopy) est basée sur l'absorption d'un rayonnement
infrarouge par le matériau analysé. Elle permet via la détection des vibrations
caractéristiques des liaisons chimiques, d'effectuer l'analyse des fonctions chimiques

présentes dans le matériau.[35)

v Fonctionnement du spectrométre FT-IR :

Un spectrometre FT-IR #:omporte essentiellement cinq parties (Figure N°11) :

|
» Une source lumineu4e (A).

* Un compartiment

» Un dispositif permet]ant de générer les interférences : l’interférometre.
| ¢chantillon qui permet d’accueillir plusieurs types

d’accessoires(porte-f’chantillon) dépendant du mode de mesures utilisé (réflexion
ou fransmission). |

» Un détecteur ou cap&eur photosensible : le spectrometre FT-IR peut comporter un ou
!
\

plusieurs détecteurs, pouvant étre de type :

+ Pyroélectrique (générant un courant proportionnel au différentiel de température
entre les 2 fac 1 du détecteur) comme les détecteurs DTGS(Deuterated Tri-
glycine SulfatejS

+ Photoélectrique; (générant une différence de potentiel par l’absorption de
photons) commlp les détecteurs MCT (Mercure Cadmium Tellure) qui sont

constitués d’un Fnonocristal en alliage de mercure-cadmium-tellure déposé sur

un support inertéf.[l]

* Enfin, le convertigseur analogique numérique qui interroge le détecteur a
desintervalles réguliers et transforme le signal analogique en un signal
numériquemanipulable ﬁpar le systéme informatique.[1]

!
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\
|

4(}[
| ECHANTILLON
1 e i)

ST TR

DETECTEUR

i memeep [[NTERFEROMETRE

GLOBAR
(source IR) |

|
ORDlN*\TEUR |

|
|
|
|
l

|

Figure N°11: Schéma de principe d’un spectrométre FT-IR.
j

e Principe: )
L'analyse s'effectue & l'aide d'un spectrometre a transformée de Fourier qui envoie sur
I'échantillon un rayonnement infrarouge et mesure les longueurs d'onde auxquelles le

matériau absorbe et les|intensités de 1'absorption. La figure N° 11décrit le Schéma de

principe d’un spectrome#tre FT-1R.[13, 31,36]

|

Le faisceau infrarouge‘ provenant de la source A est dirigé vers l'interférometre de

Michelson qui va mojkiuler chaque longueur d'onde du faisceau a une fréquence
différente. |
|

Dans l'interféromeétre *e faisceau lumineux arrive sur la Séparatrice. La moitié du
faisceau est alors dirig%e sur le miroir fixe, le reste passe a travers la séparatrice et est
dirigé sur le miroir mobile. Quand les deux faisceaux se recombinent, des interférences
destructives ou constru}ctives apparaissent en fonction de la position du miroir mobile.
Le faisceau modulé ?st alors réfléchi des deux miroirs vers l'échantillon, ol des

absorptions interviennent. Le faisceau arrive ensuite sur le détecteur pour étre

transformé en signal élfctrique.[lS, 31,36]

|
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¢ Matériel :

Spectrophotomeétre IR Perkin Elmer spectrum 100

Pastilleuse Specac
o Réactifs :
KBr anhydre PAC de Perkin Elmer.

|
|
i
|
|
|
|
e Méthode : [
i
1
\

Nous avons broyé 3 mg de metformine avec 300mg de KBr anhydre.

! o . .
Le mélange est ensulteLcompresse dans la pastilleuse sous pression de dix tonnes

pendant2 a 3 minutes afin de former la pastille KBr qui doit étre fine et translucide.

Enfin, nous I’avons plac;é dans I’appareil pour effectuer la lecture.

Le spectre de I’échantillon a analyser doit étre identique au spectre de référence de

metformine HCI. |
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1.3.3. Réactions des d{:hlorures :

e Réactifs : 5

Acide nitrique dilué | Sigma Aldrich

Nitrate d’argent ‘ CARLO ERBA

Ammoniaque | Sigma Aldrich
Eau distillée |

¢ Mcéthode :

ans 2ml d’eau R.

|
f
|
\
‘
Dans un tube a essai, dissolvez 9mg de metformine chlorhydrate qui correspond a 2 mg
environ de chlorures (CI ") d

!

e un précipité blanc caillebotté.

Acidifier par acide nitrique dilué et ajouter 0.4 ml de solution de nitrate d’argent. Agiter
et laisser reposer, il se fo

|

\
|
i

Centrifuger et laver 3 fois avec 1ml d’eau, effectuer cette opération rapidement, al’abri

d’une lumiére vive, sans} tenir compte de fait que le liquide surnageant ne devient pas
I

parfaitement limpide. }‘

Mettez le précipité en su%pension dans 2ml d’eau et ajouter 1.Sm! d’ammoniaque.

Le précipité se dissout facilement a I’exception d’éventuelles particules importantes qui

se dissolvent lentement.
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L.4.LES ESSAIS LI]]MITES DE LA MATIERE PREMIERE :

1.4.1. Les métaux lO}Ll’dS:

o Principe de laJTméthode :

§
Les métaux lourds réagi‘ssent avec la fonction thiol pour former des sulfures.

La coloration qui en résulte est comparée & un standard. [15]

e Matériel:

Agitateur | Vertex

Plaque chauf anqe WVR

|
{
e Méthode : J
i

|
]

* Préparation he la solution S :
T

Dans une fiole jaugée]de 20 ml, verser 2g de metformine HCI exactement pesé et
compléter avec de 1’ean{ purifiée jusqu’au trais de jauge.La solution S doit étre claire et
incolore. i

\

|

« Préparations des réactifs :
T

¢ Réactifs :

Acide chlorhydrique | Sigma Aldrich

Acétate d’ammonium | BiochemChemopharm
\

Ammoniaque concentré Fluka
ThioacétamideCARLO ERBA
Hydroxyde de sodium ﬁ 1M

Glycérol a 85% Biochem
CARLO ERBA

Nitrate de plomb |
|
\
|
l

-49 -



| ETUDE EXPERIMENTALE >+~ -

H

+ Solution tampon pH= 3.5: . i

Dissoudre 25g d’acétate d’ammonium R dans 25ml d’eau distillée et ajouter 3&"1‘1"1
\

d’acide perchlorique Ry | N e

Ajuster le pH si nécessaire, avec 1’acide chlorhydrique concentré ou de 1’ammoniaque

dilué Rjet compléter a 100 ml de I’eau distillée.

* Acide chlorhydrique R} :

Peser 70g d’acide chldrhydrique concentré et compléter a 100 ml avec de I’eau

distillée.

3

* Acide chlorhydrique dilué R :

Peser 20g d’acide chlorhlydrique concentré et compléter a 100 ml avec de I’eau distillée.

* Ammoniague diluée RLL :
|

Prélever 41ml d’ammonjiaque concentré et compléter a 100 ml avec de 1’eau distillée.
|

4+ Thioacétamide R :

|

La préparation du réactiF au thioacétamide40g/1.

|
* Préparation du réactif { au thioacétamide :

A 0.2 ml de solution!de thioacétamide, ajouter 1 ml d’un mélange de Sml d’eau

|
distillée, de 15 ml d’hy?roxyde de sodium /M et de 20ml de glycérol a 85%.
|

Chauffer dans un bain he marie pendant 20 secondes.
|
|
1

\
+ Solution a 1 pme de Plomb :

w
Il faut d’abord préparer la solution mére a 0./ % de plomb puis faire des dilutions

|

comme suit : |

i
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———————?——f——ﬂsﬁ

*solution & 0.1% de pzom/b (Pb) :

Dissoudre dans I’eau disitillée une quantité de nitrate de plomb correspondant a 0.4g de
Pb (NOx),. ‘

Compléter a 250 ml ave«£ le méme solvant.

|
*solution a 100 ppm dej%omb (Pb) :
Diluer la solution a 0. 1% de plomb au /10 avec de I’eau distillée immédiatement avant

|

*solution a 10 ppm de pljomb (Pb) :

I’emploi.

Diluer la solution a / OOI ppm de plomb au 1/10 avec de I’eau distillée immédiatement
avant I’emploi. |

\
*solution a 2 ppm de plamb (Pb) :

Diluer la solution & /0 ppm de plomb au 1/5 avec de I’eau distillée immédiatement

avant I’emploi. |

4+ Technique LTeshimite A):

Nous avons choisile test limite A pour effectuer le test des métaux lourd qui est inscrit

a la pharmacopée euro;léenne 7"Medition.
|
|

* La solution d’essai : |

Dans un tube a essai, verser 12ml de la solution S qui contient la substance a examiner
(metformineHCl). [
|

|
|

*La solution de re’féren{te ;

Dans un tube & essai, prféparer un mélange de 10 mi de solution étalon de plomb (2 ppm)

et 2ml de la solution S bréalablement préparé.
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* La solution blanc : ;
|
Dans un tube 4 essai, pré#barer un mélange de 10ml d’eau et 2ml de la solution S.

Pour chaque solution, ajouter 2 ml de solution tampon pH 3.5 ; mélanger et ajouter

ensuite 1.2 ml de réactif thioacétamide.

Examiner les solutions a&tréSZ min.

i
¢ Comparaison des colorations :

|
Comparer la coloration qes 3 tubes a essai envision verticale a la lumiére du jour.

1
|

La solution échantillon +e doit pas étre plus sombre que la solutioncomparative.

La solution de contrdle xTe doit pas étre plus claire que la solutioncomparative

Le test est invalide si 1%1 solution de référence ne montre pas une couleur légérement

brune par rapport a la solution blanc.

La solution a examiner jsatisfait a ’essai si une couleur brune a la solution essai n’est

pas intense que celle de la solution de référence.

o Résultats : )

Les conditions décrites[dans la comparaison sont obtenues si la teneur en métaux lourds
|

est inférieure a 10 mg/1 f:xprimée en plomb et avec une précision de 1 mg/l.

|
|
|

1.4.2. Les cendres s\Lllfuriques :

\
Les cendres sulfuriques* résultent de la calcination au contact de 1'air apres attaque par

l'acide sulfurique.

o Matériel :

Four 2 moufleNabertherm More Than HEAT 30-3000°C.

!
i
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Reéactifs :

\

|

|
Acidesulfurique 98% JCARLO ERBA.

1

Meéthode : ]

Porter au rouge un creuset de silice ou de platine de forme basse pendantlh
afin d’éliminer|les traces d’humidité ; laisser refroidir dans un dessiccateur a

vide. ;

Tarer le creus 1t, placer laprise d'essai de 1g de metformine HCl exactement
pesée dans le creuset.

Sur plaque chauffante, mouiller la PE avec la quantitésuffisante d'acide
sulfurique (R)k}concentré préalablement dilué par un égal volumed'eau pour

de la calcination par le H,SO4 .

Chauffer jusqu'a évaporation & sec, puis au four a moufle, d'abord

calciner le sujtance a examiner ou on aura des vapeurs blanches résultantes

avecprécaution puis jusqu'au rouge sans dépasser la température de 600 °Cx
25 °C. ’

Maintenir la r;alcination jusqu'a disparition des particules noires, laisser
refroidir,ajouter au résidu 5 gouttes d'acide sulfurique dilué au demi, puis
évaporer etcalciner comme précédemment jusqu'a poids constant.

Peser apres refroidissementdans le dessiccateur.

Calculer le taux des cendres sulfuriques en les rapportant a 100 g desubstance.

Calculs :

|
|
|

Le calcul des cendres sdlfuriques se fait par I’équation suivante :

P creuset remplis—P creuset vide
= "PE x 100

-53-
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1.4.3. Perte a la deschcation :

¢ Principe:

La perte a la dessiccation est la perte de masse exprimée en pourcentage m/m.

Cet essai permet de déterminer la proportion de tous les produits volatils susceptibles

d'étre €liminés dans des ?Onditions spécifiques :

|
+ Eau (le plus soqunt) ;

+  Eau « d'humidité de proportions variables » ;
\
* Eau d'hydratatior* ;

¢ Matériel :

CAS

* Solvants organiq+ues.
|
|
Balance dessiccateur }

¢ Meéthode : }/

Sg de metformineHCla fté placédans le plateau de la balance dessiccateur et chauffé a

températureentre100 — 105 °C pendant quelques minutes.

|

La substance a été pesé# aprés la dessiccation.

¢ Expression de r(ésultat :

|

1
La valeur de la perte & 1# dessiccation est calculée par la formule suivante:
|

Perte a la dessicc%tion (%) =

|
|
|
|

VV-VA
PE

x 100

Avec:

VV: Poids du verre de ﬁnontre ou plateau (vide + échantillon) avant dessiccation, (g) ;
|
i

VA: Poids du verre de *nontre ou plateau (vide + échantillon) aprés dessiccation, (g);

!

PE: Prise d'essai, (g).

|
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Limites d'acceptabilité: la valeur de la perte a la dessiccation ne doit pas étre

supérieure a 0.5%. ‘
|

LS. DETERMINA"IJA'ION DU TITRE DE LA METFORMINE PAR

POTEN TIOMETR#E :

|
1

La potentiometrie est ﬁne méthode électrochimique fondée sur la tension électrique

e Principe:

entre deux électrodes (érectrode indicatrice de mesure et électrode de comparaison ou
de référence).[13,36]
|

Au cours d’un titrage patentiomeétrique le point de fin titrage est déterminé suivant la
variation de la différence| de potentiel mesuré entre les deux électrodes plongeantes dans

la solution a examiner, en fonction de la quantité de réactif titrant ajoutée.

La mesure du potentiel est habituellement effectuée en maintenant le courant nul ou

partiellement nul.[13, 36]

b

|

Le choix de I’¢lectrode|indicatrice se fait en fonction de la nature des composés a
doser : électrode indicatrice de verre ou électrode métallique (platine, or, argent,
mercure....), I’électrode de référence est généralement une électrode au calomel ou en

argent chlorure d’argent.[13, 36]
}

i
|
|
|

» Matériel: |
Potentiometre Tin&ino plus 848.

¢ Réactifs :

Acide formique anhydre | Riedel de Haein
Anhydride acétique R i Flucka

Acide perchlorique 65% | CARLO ERBA

-55.-
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\
e Méthode: }
|
|
Dissolvez 60.0 mg de chﬂorhydrate de metformine dans 4 ml d’acide formique
AnhydreR. Ajoutez 50 n-Jl d’anhydride acétique R.

\
Utilisant un acide peqchlorique 0.IM de titre 1, titrez 20ml de 1’échantillon

précédemment préparé str potentiometrie.

l
e Calculs: l
\
\

I’équivalent de 101.0% de chlorhydrate de 1.1-diméthylbiguanide, calculé par rapport &

e calcule se fait par la formule suivante :

Le chlorhydrate de metformine contient au minimum 98.5% et au maximum
la substance desséchée.

|

VEx T x E
X% = — €4 5 100
\
\

PE

Avec:

\
Vt :Volume de ’acide p%rchlorique 0.1 M ;(mi).

|
T: Titredel’acide per}‘chlorique 0.1 M et est égale a 1.

d’acide perchlorique qui correspond & 8.28mg de C4H,CIN;

Eeq : Equivalent de 1ml]

PE :Concentration de l’échantillon a analyser ; (mg/ml).
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II. CONTROLE PI-i]YSICO—CHIMIQUE DU PRODUIT FINI :

Notre étude est effectuée{ sur le GLUCOPHAGE produit fini, comprimé dosé a S00mg.

IL.1 Caractére organoleptiques:
]

Nous avons observe le cfj)mprime’ du GLUCOPHAGE et nous avons fait une description

de sa forme et de sa coulr;ur.
1

|
|

Cet essai est destiné a déterminer, dansdes conditions définies, la résistance & la rupture

I1.2.Dureté :

des comprimés, mesurTe par la force nécessaire pour provoquer leur rupture par
€crasement. ‘
La mesure est effectuée %ur 10 comprimés, elle est déterminée par un durometre.

]
I1.3. Masse movennlLa (MM) :

Nous avons prélevé 20 %omprimés et nous les avons pesé un par un pour déterminer la

MMa ’aide d’une balan{‘ce.
|

MM : doit étre compri%e entre (502.6 — 555.5) mg selon la pharmacopéebritannique
2008.
]

I1.4. Uniformité de iinasse:

Le principe consiste a peser 20 comprimés indépendamment puis effectuer des calculs
a

statistiques afin d’évaluer la variation de masse d’un comprimé a un autre.

Cet essai est réalisé selon la méthode décrite dans la monographie de la pharmacopée

européenne 7 “"“éditionen vigueur.
|
|
|
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I1.5.Temps de désag#égation: (ou délitement):

e Principe: i
|

1
Cet essai est destiné a dEteminer I’aptitude des comprimés a se désagréger en milieu

liquide et dans des conditions expérimentales bien définies.

La désintégration n’implique pas une dissolution compléte de I’unité soumise a 1’essai

ni méme de son composant actif.

La désagrégation est cbmpléte lorsqu’il ne subsiste aucun résidus sur la grille a
I’exception des fragmen#s insolubles de 1’enrobage et s’il reste un résidu il ne doit pas

contenir un noyau palpalTle.

i
|
¢ Matériel: }
|
Deli- test Electfolab
|

e Mode 0pér£toire :

Le test s’effectue sur 6 Lnités (01 unité par tube). Il consiste & enregistrer le temps de
|
désagrégation des comgrimés suite & des mouvements physiques oscillatoires réalisés

, o
par I’appareil de déhterqent.

i
o Lecture: (

|

Le produit est conformTE : si les 6 unités sont désagrégées pendant un temps limite de
I’analyse inférieur a 20 rm.

I1.6. Dissolution in #vitro:

’
!

\
e Principe: |

Pour traverser les membranes biologiques ou pour étre absorbé le principe actif doit étre
dispersé a 1’état molégulaire en milieu aqueux au site d’absorption. Cette mise en

solution constitue 1’étaﬁe de la dissolution qui est préalable a 1’étape de 1’absorption.

La dissolution in vitro est une estimation de la libération du principe actif de sa forme

galénique dans le tractu{s digestif. (OMS)
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!
o Intérét: ;

* En pré-formulation: Connaitre la solubilité du PA.
* En développement:Aide a I’optimisation de la formule et du processus

de fabrication.

* En contré‘e de routine: Assure la qualité et les performances des produits

pharmace&tiques (reproductibilité inter lot)
* Etude d’%‘quivalence in vitro:Comparaison des profils de dissolution
entre princfeps et générique.
|

e Matériel : }
|

DissolutestTDF 8L Eleckrolab
i

Appareil type I : panier.

o Réactifs: i
. Potassiur\*l déshydrogéno-phosphateCARLO ERBA
. Hydroxy%ﬂe de sodium CARLO ERBA
. Metformine HCIMerck SERNO

* Eau puriﬁiée.

* Conditions #e dissolution :

Vitesse de rotation 100 tours/ min
Temps de prélévement 45 min
Températureﬁe bain 37°C
Milieu de diss‘olution Solution tampon phosphate pH6,8

|

\
|
| - 59 -
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W

|
« Méthode: |
*  Préparation %u milieu de dissolution :

Nous avons mélangé uné[ quantité de 204 g de KH,PO,4 et 26.3 g de NaOH exactement

pesées dans 301 de I’eau #uriﬁée. LepHde la solution ainsi préparé a été ajustéau 6.8.

*  Mode opératJire :

|
Nous avons placé les clves dans un bain marie a température constante, chacune des

cuves contient 11 de milieu de dissolution.

Le comprimé a été placé dans un panier.

Apres écoulement du ten{nps nécessaire pour la dissolution, les seringues ont été placé
dans chaque cuve pour 1’hspiration d’une quantité précise de la solution.
|
\
«  Préparation de la solution témoin (Standard) :

Dans une fiole jaugée de 500 ml, dissoudre 250mg de metformine HCI exactement pesé

et compléter au volume 4 1’aide du milieu de dissolution.

*  Préparations Hes dilutions :

|

4+ Dilution de Stané;iard :

Dans une fiole jaugée {He 100ml, ajouter 1ml de standard préparé précédemment et
1

compléter au volume & ’aide de milieu de dissolution.

4+ Dilution des solutions aspirées :

Dans des fioles jaugées {ie 100 ml étiquetées de 1 a 6, ajouter dans chaque fiole 1ml de
solution aspirée corresk)ondante et compléter au volume a ['aide de milieu de

dissolution. 1

« Lecture:

\
La lecture des résultats s ,e fait par spectrophotomeétre UV-Visible & une longueur d’onde
A=218 nm. |

\

|

i
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Eﬁ‘—————————__—_—.—————

* Calcul de;poahcentaggde dissolution :

Le pourcentage de dissol*.\tion de chaque comprimé est calculé par la formule suivante :

\

|

% dissolution = 3 £<ht X P StdX

Avec :

Agch ¢ absorbance de 1’éq

hantillon.

Agtq : absorbance de staxidard.

Pgq : prise d’essai de stardard.

o Interprétation des résultats:

}
|

Volume de bol % dilution

Volume de Std dosage

Sauf indication contrair%, les exigences de I’essai sont satisfaites si les quantités de

substance active passée erl solution sont conformes aux critéres du tableau suivant :

}
i
Tableau N° 10 : Crité(

es d’acceptation de la dissolution des comprimés alibération

f Conventionnelle
Niveau Nombre |  d’unités | Critéres d’acceptation N
| examinées
A |
S | 6 Aucune unité n’est inférieure a Q+5%.
S, J 6 {\ La moyenne des 12 unités (S; + S;) est égale ou
| supérieure a Q et aucune unité n’est inférieure a
| Q-15%. |
S; 12 T La moyenne des 24 unités (S; + S; + Ss) est €gale ou J’
} supérieure & Q, au maximum 2 unités peuvent €tre
\% inférieure & Q-15% et aucune unité n’est inférieure a
| Q-25%.
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e B

I1.7.1dentification et Dosage de la metformine dans le produit fini :

\
I1.7.1. Identification par spectrophotométrie infrarouge :

Nous avons identifié la metformine dans le produit fini par un spectrometre infra rouge
a transformée de Fourief{ dont le principe et la procédure sont les mémes que pour la

matiére premiere. |

I
1

1
I1.7.2. Dosage helametformine dans leproduit fini par

spectrophotométre IJJV. Visible:
{

|
Nous avons dosé la mﬁTformine dans le produit fini GLUCOPHAGEcomprimés a
S500mg par analyse spectFrométrique UV-Visible dont le principe est détaillé ci-dessous :
l
|
L’analyse Spectrophotoﬁétrie est fondée sur I’étude de changement d’absorption de la

¢ Principe:

lumiére par un milieu, en fonction de la variation de la concentration d’un constituant.
3]

|

1

On détermine la concentrad’ion d’une substance en mesurant 1’absorption relative de la lumiere
par rapport a celle d’un%: substance de concentration connue. On utilise une lumiére

que. [3]

sensiblement monochromat

i
A une longueur d’onde OP la molécule absorbe, il existe une loi simple entre quantité de

rayonnement transmis pa(f le milieu et concentration des molécules quiabsorbent.

|
|
|
|
|

Le domaine d’absorption : Avarie de 190 4 800 nm, ce qui correspond a l’ultraviolet
(190-400 nm) et au visi ‘IL (400-800 nm).

\
i
Loi de Beer-Lambert : |
|
|
|

Le spectre compare un fajsceau monochromatique de longueur d’onde donnée A passant
au travers de la solution & étudier, et un autre faisceau de méme longueur d’onde et de
méme intensité initiale passant au travers d’une cuve ne contenant que le solvant utilisé.

Soit II’intensité du premi%r et Iocelle du second.
|
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|
On définit la densité optipue de la solution a étudier par: D= log (I / I), qui est toujours

" \
positive.

|
|
;
. s . . . .
La densité optique D est proportionnelle a la longueur de la cuve et a la concentration

molaire volumique du co}nposé.
|

Le coefficient de proportﬁonnalité s’appelle le coefficient d’extinction molaire & :
!
|

D=¢(em).C (g/D[#O]

o Matériel : |

Spectrophotometre UV. ‘*’isiblePerkin Elmer lambda 25
|
|

o Meéthode:

Nous avons broyé 20 corjnprimés.
\

Dans 100ml d’eau purifiée, nous avons dissoutO,lg du broyat, a partir de la solution
ainsi préparée nous avonfeffectué une dilution de 102 par le méme solvant.
A ’aide d’un spectrophitométreUV- VISIBLEY’absorbance a étémesurée a la longueur

d’onde A= 232nm en prenant comme blanc I’ eau purifiée.

« Calcul:
~an |

Lateneur en METF ORM?NEest calculée a I’aide de la formule suivante :

DO essai

‘ MM Pureté
Met (mg) = 20 spec X X
|

|
\

P essai X dilution 100 100

|
|
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Avec:
DO essai : Densité optique de I'échantillon.
DO spec : Densité optique spécifique qui est(798).

Pureté de Metformine]: 99 8%

MM : Masse moyenne. ‘

I1.8. Dosage des sul“)stances apparentées

La technique utilisée d%ns notre étude est la chromatographie liquide haute performance

« HPLC ».

]

. Principeg

L'échantillon a analyse} est poussé par la phase mobile dans une colonne remplie d'une
phase stationnaire de  granulométrie fine et réguliére (quelques micrometres). Ceci
présente |’avantage d’alccroitre la surface d’échange offerte par un méme poids de phase
et d’améliorer la résoh:ition. Parallelement, 1’existence de pompes, capable de distribuer
la phase mobile sous p‘ﬁression élevée vers la colonne, a permis d’augmenter les vitesses

d’élution et de limiter wes temps d’analyse.

- - e - .
La combinaison de ces attributs - rapidité et résolution élevées - conduit a I'appellation
!

« haute performance » « haute pression » ou « grande vitesse ».[20]
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W

. Ap@reillﬁge et fonctionnement:
1

Représenté schématiquement dans la figure N°12, il comprend essentiellement: un ou
plusieurs réservoirs de phase mobile; une pompe; un systtme d’introduction des

échantillons; une colonnf:; un systéme de détection et d’enregistrement.

| _COLONNE | [ détectewr |

_ﬂ j—— -
Vers
enregistreur
R

Réserve de liquide
phase mobile

i
i
|
I

Figu_t e N°12 :Principe de fonctionnement d’HPLC.

. Réserwﬂri de phase mobile :
|

Des vases closes d’uni ou de deux litres équipent, en général, les appareils les plus

courants. Ces réservoiﬁ% sont étanches afin d’éviter 1’évaporation des solvants ou leur
contamination par la v%lpeur d’eau de I’atmosphére. Ils sont généralement équipés de
dispositifs (barbotage ci’azote ou agitation magnétique) qui ont pour but de chasser les
gaz dissous et en particulier I’oxygéne. Ce gaz en effet moins solubles aux fortes
pressions, formerait de%ls bulles qui perturberaient la régularité de la chromatographie et

des systémes de de’tectibn. [20]
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*»  Pompes et gradients d’élution :

La pompe pour un chr@matogramme a pour role de provoquer dans la colonne un

écoulement de la phase rpobile compatible avec la séparation chromatographique.

Ces pompes doivent éqLe trés puissantes car la viscosité des solvants et les tres fines
granulométries des phasies stationnaires entrainent une différence de pression ou perte
de charge, entre le somrfpet et I’extrémité des colonnes qui peut parfois étre importante

(50 ou 100 bars).[20]

On utilise des pompes congues pour maintenir un débit non pulsé et stable, méme si la
composition de la phase mobile varie. Ces pompes débimétriques comportent

généralement deux pistons en série fonctionnant en opposition pour éviter les

interruptions de débit dues au remplissage du cylindre.

Pour parfaire la réguldtion du débit, on intercale entre la pompe et I’injecteur un

amortisseur de pulsatioq}s. [32]

+ Gradient d’élution :
1
La pompe peut étre pro%rammée selon deux modes :

a- Un mode isocratiqz{;e, dans lequel la phase mobile conserve la méme composition
qualitative et quantijftative (par conséquent le méme pouvoir €luant) tout au long de
I’analyse.

b- Un mode gradient15 qu’il s’agisse d’un gradient de polarité, de pH ou de force
lonique ; la phase @obile (qualitativement identique) subit des modifications dans
les proportions voluimiques a intervalles de temps bien déterminés.

II existe deux modalités d’application :

1-Gradient haqjte pression : Dans le cas ou il y a autant de pompes que de
solvants constituan:ts la phase mobile. Les éluants sont mélangés apres avoir été
montés en pression.i

2-Gradient basée pression : Dans le cas ou il y n’a qu’une seule pompe et
plusieurs solvants. gC’est une électrovanne multivoie qui permet la réalisation du

gradient en mélang%:ant les différents éluants avant la montée de pression.[10, 20]

i
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. Injecteut; S ¢

Les procédés utilisés dépendent des volumes de solutions et des pressions auxquelles
s’effectuent les séparatidns. IIs peuvent étre regroupés en deux catégories : procédés par

injection et procédés par/boucles.

+ Procédés par injection directe :

Lorsque les quantités sont peu importantes et les pressions inferieures a 150 bars, il est
possible d’introduire 1 échantillon directement & l’aide d’une microseringue. Son

aiguille traverse un septum, membrane en élastomére, et arrive directement au sommet

de la colonne (injecteur} a dépot direct) ou dans une chambre de mélange dans laquelle

circule la phase mobile qui I’entraine sur la colonne (injection a entrainement).

+ Procédés par boyl;cles :

Ils permettent l’injectibn de volumes variables allant du microlitre au millilitre et

peuvent fonctionner sous de fortes pressions.

L’échantillon est intrqduit a la pression ordinaire dans une boucle, petit volume
tubulaire, qui peut étre mis en communication par un systtme de vannes avec le

réservoir de la phase mobile et avec la colonne. (Figure N°13).

Ce systéme évite les briisques variations de pression dans ’appareil et, en diminuant les
irrégularités des injections, augmente la reproductibilité, la quantité introduite étant

obligatoirement celle du volume de la boucle.[20]

boucie boucie

a) chargem%m b) injection

H

F%lgure N° 13 :Schéma d’un injecteur a boucle.
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» Colonne: |
|

Les colonnes utilisées en HPLC se caractérisent par leur géométrie et par la nature des
phases qu’elles contiennent. Elles sont remplies par la phase stationnaire qui est

parcourue par la phase mobile.
La colonne contenant la phase stationnaire est parcourue par la phase mobile.

+ La phase stationnaire: Elle est essentiellement formée par des fines

particules solides plus ou moins sphériques a la surface desquelles se feront les
échanges.

+ La phase mobiile :Le choix de la phase mobile en dehors des considérations
relatives a leur éouvoir d’élution est guidé par un certain nombre de contraintes
pratiques impc?psées par leur comportement vis-a-vis des solutés a

chromatographi¢r, des phases stationnaires et de I’appareillage utilisé.[20]

* Détecteur F
Quel qu’il soit, le détecteur doit réunir un certain nombre de qualités :
* Donner pour c¢haque composé détecté une réponse proportionnelle a sa
concentration instantanée ;

» Etre sensible et avoir peu de bruit de fond ;

» Etre stable dans|le temps.

Les modes de détection les plus courants reposent sur les propriétés optiques des

composés : absorption,| fluorescence et indice de réfraction.
1
11 y’a trois détecteurs d/usage courant :

+ Détecteur specf’rophotome’trique :

Mesure 1’absorbance 4u soluté a une ou plusieurs longueurs d’onde dans I'UV ou le

visible. i
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i

i

+ Détecteur spectr&ﬂuorime’trique :

7 x ’ 14 3 r . . .
Mesure I’énergie de ﬂuo}rescence d’un soluté excité par une radiation monochromatique

autant que possible. La mesure de la lumiére émise est faite dans un plan

perpendiculaire a la direction du faisceau incident.

+ Détecteur réfractométrique :

Mesure de maniére cont

mobile +soluté) et la ph

inue la différence d’indice de réfraction entre 1’effluant (phase

ase mobile circulant respectivement dans la cellule de mesure et

la cellule de référence.[27, 30, 42]

* Enregistre

ur <

En intégrant les donndes du détecteur, I’enregistreur permet le suivi permanant de la

séparation a travers un ghromatogramme.

La ligne de base représente la phase mobile, chaque pic représente un soluté séparg.

Dans les conditions cht
bout duquel un compos

une substance.

romatographiques données « le temps de rétention », temps au

5¢ est élué de la colonne et détecté, caractérise qualitativement

L’amplitude d’un pic oju encore 1’aire limité par le pic et la prolongation de la ligne de

base permet de mesuref la concentration de chaque soluté dans le mélange injecté.[27,

30, 42] :

**Grandeurs fondamentales :

La distribution thermg
mobile est supposée

présentes.

L’équation générale esf

dynamique d’un soluté entre la phase stationnaire et la phase

étre réguliére et indépendante des quantités des substances

de forme linéaire : Cs = Kp Cum.

Cs,Cy: expriment respectivement les concentrations du soluté a I’équilibredans les

phases stationnaire et q‘mbile.

i
i
i

{
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:W

i

Kp : le coefficient de dxsttribution(ou de partage) d’une substance entre la phase mobile

et la phase stationnaire. |

i
|

e Grandeurs de réterition:

{
Plusieurs parameétres pelérmettent de rendre compte de la rétention d’un soluté sur une

colonne :

«  Temps de rétention (Tr): le temps €coulé entre 1’introduction du soluté dans la
|

colonne et le moment ou il en sort & la concentration maximale.

+  Volume de réténtion (Vr): le volume de phase mobile nécessaire pour amener

la substance a sz]{ concentration maximale.

Si D est le débit, majntenu constant, de la phase mobile, on définit le volume de

rétention: ;

Vr=Tr.D

i
i
i

i
i
i

o Efficacité d’une ci)lonne :
[

Le nombre de plateauix théoriques permet de comparer entre elles les caractéristiques
|

des différentes colonngs a condition bien entendu que la phase stationnaire, la substance

étudiée et les conditions chromatographiques soient identiques. L’efficacité d’une

colonne est d’autanti plus grande que le nombre de plateaux est lui-méme plus

important :

2
)|
i
]
|
H

N=16. (Tr [w )2=5,54.(Tr /6)?
w: largeur du pic ala ﬁoase ;
6 : largeur du pic a m;i-hauteur.

A partir de nombre de plateaux peut étre calculé la hauteur équivalente & un plateau

théorique (HEPT ou :H), qui permet de comparer des colonnes de longueurs différentes :
H=L/N
AvecL : longueur de 1gla colonne.
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e Facteur de sélectivité :(as)

Il dépend essentiellement de la différence existant entre les coefficients de distribution,
exprimant Daffinité des| substances vis-a-vis des phases. Ce facteur est utilisé¢ pour

caractériser la distance séparant les sommets de deux pics consécutifs 1 et 2, il est défini

Trz —“To

1 t: 0=
par le rappo T TroT,

Tret Tracorrespondent aux temps de rétention des composés 1 et 2 respectivement :
p ? p p p

Ty correspond au temps ?e rétention nul.

e Résolution :(Ry)
C’est I’aptitude que po#séde un systéme chromatographique a séparer les constituants

d’un mélange. |

Elle est définie par la rel{ation :

R&= 2. r2-1r1 ‘
w2 - ol f
wiet w2, étant les largeurs des pics a la base.[11, 20, 32, 33]

> Dosage pratique des substances apparentées:

e Equipement ?t petits matériels :

» Appareil ch;romatographie liquide haute performance de marque Perkin

Elmer muni Pe :

+ pompe | Perkin Elmer
+ injecteuqu}rkin Elmer
+ détecteur TUV Perkin Elmer

* Colonne Diq?coveryHS : Cg de dimension(250 mm x 4.8 mm x 51).
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+ Réactifs :
Phosphate ammonium menobasiqueSigma Aldrich
Acide phosphoriqueMerck
MéthanolSigma Aldrich

4+ Meéthodes :

* Préparation de solutions :

+ Solution tampon :

Dissoudre51,75g de pho§phate ammonium monobasique dans 3000 ml d’eau distillée et

ajuster aupH 3 avec 1’aci{de phosphorique.
+ Phase mobile :
Mélangez 60 volumes de¢ solution tampon avec 40 volumes de méthanol.
Une fois cette solution est préparée un passage aux ultrasons est nécessaire.
+ Standard rrietformine :

Dissoudre500mg de metformine dans 100 ml de la phase mobile. Préleverlml de cette

solution dans 50ml du rr;iéme solvant.
Prélever 1 ml de cette dérniére solution dans 20 ml du méme solvant.
+ Standard J?s impuretés:
Pour chaque impureté, dissoudre20 mg dans 200 ml d’eau purifiée.
Prélever 10ml de cette s;blution et compléter a 100 ml avec la phase mobile.
+ Mixture de‘E standard :

Me¢élanger des volumes|égaux (Sml) de chaque standard d’impureté et de standard de

metformine.

+ Solution a\examiner:

Dissoudre 530mg de poudre de Glucophage dans 100ml de la phase mobile.
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+ Conditions ch}omatographigues:

*  Débit de la ph:Lse mobile: 1ml/min.

*  Température:

hmbiante.

*  Volume d’injection: 20 pl.

* Colonne: C8

250 mm x 4.8 mm x Syl

4+ Mode opératoire :

Un volume égal (eniiron 1ml)de mixture de standards et de solution a examiner est

injecté séparément d

les réponses des pics

4+ Calcul dela

ns le chromatographe, des chromatogrammes sont enregistrés et

principaux sont mesurées.

eneur en impureté :

Il existe 4 impuretés |

*  L’impureté A
*  L’impureté B
*  L’impureté D

*  L’impureté E

La teneur pour cent

solution 4 examiner ¢

Pour I'impureté A :

pour la metformine :

Cyanoguanidine.
: Guanyl mélamine.
: Mélamine.

: Mono méthyl biguanide.

«P» de chaque impureté de la metformine chlorhydrate dans la

st calculée a 1’aide de la formule suivante :

SEch(M)  PStd . MM

SStd PEch '~ dosage
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Pour les impuretés B,

Avec :

S Ech(M) : moyenne
examiner.

S Std: surface de pic

| ETUDE EXPERIMENTALE

D, E:

_SEch(M) _ PStd 1 MM
SStd PEch dosage

de surface de pic de chaque impureté obtenue avec la solution a

de metformine HCI standard obtenue avec la solution témoin.

P Ech : poids de I’échantillon a examiner.

P Std : poids de stand

4+ Calcul de la t

La teneur totale pour

solution 4 examiner e
Pr= 2 P;

Ou:

ard.

eneur totale des impuretés:

cent « Pr»des impuretés de la metformine chlorhydrate dans la

kt calculée a 1’aide de la formule suivante:

P; : la teneur de chaque impureté de la metformine chlorhydrate.

Critéres d’acceptab

lité :

La teneur de I'impurg¢té A n’est pas supérieure a 0,02%.

La teneur de chaque i

mpureté (B, D, E) n’est pas supérieure a 0,1%.

La teneur totale des impuretés ne dépasse pas 0,5%.
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MICROBIOLOGIQUE DU PRODUIT FINI :

La qualité microbio

logique des produits pharmaceutiques, constitue un élément

déterminant dans 1’acceptabilité ou non d’un produit, compte tenu de 1’absence, de la

présence, du nombre

(1994).[25]

du certains microorganismes et/ou de la qualité de leur toxines.

La présence de certains microorganismes dans des préparations non stériles peut réduire

voir annuler 1’ activité

santé¢ du patient. Les

thérapeutique du produit, et constitue un danger potentiel pour la

fabricants sont donc tenus d’assurer une faible charge microbienne

dans les formes pharmaceutiques finis, par la mise en ceuvre des textes en vigueur sur

les bonnes pratiques

de fabrication, de la conservation et de la distribution des

préparations pharmaceutiques. [28]

Le tableau suivant

pharmaceutiques non

donne des critéres d’acceptation applicables aux produits

stériles sur la base du dénombrement des germes aérobies totaux

(DGAT) et du dénombrement des moisissures / levures totales (DMLT). [28]

Ces critéres d’accep

plusieurs dénombrem

tation reposent sur des résultats moyens lorsque l'on effectue

ents (réplicas). [28]

Tableau N°11: Critéres d’acceptation de la qualité microbiologique des formes

pharmaceutiques non stériles.
Voie ‘ DGAT ' DMLT ' Microorganismes
d’administration | (UFC/g ou UFC/ml) | (UFC/g ou UFC/ml)  Spécifiés
Voie orale : Absence
préparations non | 10° 10 - d’Escherichia coli
aqueuses (1goulml)

Afin d’apprécier la qualité microbiologique de la metformine chlorhydrate : un contrdle

microbiologique est effectué sur le produit fini.
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“

Le contrdle microbiologique a porter sur la recherche des germes suivants :

e Dénombrement des germes viables totaux :

* But:Le dénombrement des germes viables totaux sert a évaluer le nombre

de microgrganismes contaminant.

* Principe:

Le dénombrement est réalisé sur le milieu Trypticase Soja Agar (TSA) qui permet le
développement de toutes les bactéries qui peuvent se multiplier dans un intervalle de

température de 30-35 PC.

Le dénombrement des levures et moisissures est effectués sur un milieu sélectif qui
permet seulement le développement des levures et moisissures a une température de 20-
25°C par I’inhibition |des bactéries sous I’action de I’antibiotique (Chloramphénicol) :
Milieu Gélose Sabouraud Chloramphénicol (SCA).

* Mode opgratoire :

+ Préparations des échantillons :

+ L’échantillon 1|: (dilution 10"

Dans 90 ml du mili¢u eau peptonnée tamponnée, introduire 10g de 1’échantillon a

contrdler (Glucophagg500 mg exactement pesée).

+ L’échantillon 2|: (dilution 10?)

Dans un tube a essai ¢contient 9ml du milieu eau peptonnée tamponnée, ajouter 1 ml de

I’échantillon 1 (dilutign 10™).

+ L’échantillon 3|: (dilution 10)

Ajouter 1 ml de I’échantillon 2 (dilution 10%) 4 9ml du milieu eau peptonnéetamponnée

contenu dans un tube a essai.

- 76 -




b R |

- B R - R R

ETUDE EXPERIMENTALE

W

+ Recherche des germes aérobies viables totaux :

Utiliser deux boites de

Pétri par milieu dans chaque dilution.

Prélever 1ml de chaque dilution préparé, introduire pour chaque dilution dans 4 boites

de Pétri.

Rajouter 15-20 ml du milieu gélosé TSA adapté a la recherche des bactéries pour

2 boites de pétri pour chaque dilution et le milieu SCA pour le dénombrement des

levures et moisissures pour les 2 boites restantes pour chaque dilution.

Les milieux gélosé sont déja liquéfies et refroidis a 45°C.

Laisser les boites se so

lidifier a température ambiante.

Incuber les boites du milieu 784 a 30-35°C pendant 3 jours et les boites du milieu SCA

a20-25 °C pendant 5 j

* Lecture:

Le dénombrement des

X/2 = Le nombre 1
\% = Volume en

d = Dilution (1

ours.

bactéries, levures et moisissures se fait par la formule suivante :

N° d'UFC = X

<[k
ol =

2

noyen de colonies compter dans la boite 1 et 2.
semencés 1ml.

1107, 107).
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germes specifiés :

+ RECHEI

Prélever 10 ml de 1

liquide 7.SB, homogén

Agiter le récipient en|

milieu liquide Mac-Cq

Incuber a 43-45 °C pe

Effectuer des subcultu

18-72 h.

e Lecture:
La croissance de colon

A confirmer par des te

nkey.

ndant 18-24 h.

ETUDE EXPERIMENTALE

RCHE D’ESCHERICHIA COLI

ies indique une présence possible d’Escherichia Coli.

sts biochimiques appropriés dans le tableau suivant :

a derniére dilution préparée, introduire dans 100 ml du milieu

1éiser et incuber & 35-37 °C pendant 18-48 h.

suite transférer 1 ml de son contenu pour ensemencer 100 ml du

ires sur milieu gélose Mac-Conkey, incuber a 35-37 °C pendant

Germe Aspect Aspect Caractéres
macroscopique microscopique biochimiques

Escherichia coli Colonies rouge Bacille Gram négatif Oxydase —

non mocoides Catalase +
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RESULTATS ET DISCUSSION

L IDENTIFICATION ET CONTROLE DE LA MATIERE PREMIERE :

I.1. CARACTERES DE LA MATIERE PREMIERE :

I.1.1.Caractéres organoleptiques :

Nous avons observé une poudre cristalline blanche qui est inodore.

Cet aspect est conforme a 13 pharmacopée européenne 7°"° édition.

I.1.2.Solubilité :

Notre matiére premiére examinée est facilement soluble dans I’eau, peu soluble dans I’ éthanol

et le méthanol, pratiquement| insoluble dans I’acétone.

Ces caractéres sont conformes 4 la pharmacopée européenne 7°™ édition.

I.1.3.Mesure de pH :

LepH de la solution aqueuse & /% de metformine mesuré a température égale & 25°Cest de

6.59. Ce résultat obtenu est conforme avec les données présentées dans la pharmacopée

européenne.

1.2. IDENTIFICATION DE LA MATIERE PREMIERE :

1.2.1.Point de fusion :

Le point de fusion obtenu est de223.6°C. 1l est conforme aux normes qui se situent, selon la

pharmacopée européenne 7°"° édition, entre 222 et 226°C.
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1.2.2. Caractérisation par des méthodes Spectroscopiques :

> Spectrométrie Infrarouge (IR) :

La spectrophotométrie d’

absorption dans D’infrarouge correspond en position et en
P

démentions relatives a ceux du spectre de référence dont les principales liaisons caractérisant

la metformine sont :

* Les bandes a 3369.7

1

3 em?! et 3292.14 cm™ correspondent a la vibration d’élongation

de laliaison N- H de I’amine primaire.

e Labande 23172.68
+ La bande 1583.07 ¢
I’amine secondaire.

+ Labande 1060.30 cn

Les spectres IR sont représe

_ L’analyse par infrarouge
différents éléments constif

- caractéristiques aux nombre

em™! correspond 4 la vibration d’¢élongation de la liaison C- H.

m™ correspond 2 la vibration d’¢longation de la liaison N- H de

nh”' correspond 4 la vibration de valence de la liaison C-N.

ntés sur les figures N°14et15.

de la mati¢re premicre a permis de donner grossiérement les
utifs de cette molécule a travers les vibrations des liaisons

s d’ondes correspondants.
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Figure N° 14 : Spectre infrarouge de référence.
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Fig-ure N° 16: Superposition du spectre IR de référence et le spectre réalisé de la

metformine.

1.2.3. Réactions des chlorures :

Nous avons observé un précipité blanc caillebotté ; qui se dissout facilement aprés 1’ajout de

1.5 ml d’ammoniaque R.

** La metformine répond a la réaction des chlorures, ce qui est tout a fait logique puisque elle

se trouve se forme chlorhydrate.
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I.3.LES ESSAIS LIMITES DE LA MATIERE PREMIERE:

|
1.3.1.Les métaux lourds:
|
La solution de référence donne une couleur légérement brune par rapport a la solution blanc.

La solution S & examiner egt transparente comme celle de la solution blanc; donc la solution

satisfait a I’essai limite A des métaux lourds.

1.3.2.Les cendres sulfuriques :

Les résultats de manipulations et de calculs sont présentés dans le tableau suivant :

Poids de creuset remplis (g) 17.7320
Poids decreuset vide (g) 17.7314
Prise d’essai (g) 1.0276

Cendres sulfuriques (%) 0.058
Norme <0.1%

D’aprés la formule déja citée|:

P creuset remplis — P creuset vide
PE

Cendres sulfuriques (%) =

x 100

17.7320 - 17.7314
Cendres sulfuriques (%)= 10276 x 100

;
Cendres sulfuriques (%)= #.058%
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Le résultat obtenu de pourcentage des cendres sulfurique est dans la norme décrite dans la

pharmacopée européenne 7°T¢ édition (< 0.1%).

1.3.3.Perte a la dessiccation :

Le tableau suivant présente les résultats de la manipulation effectuée :

(Plateau vide |+ ECH) avant la dessiccation Sg
(Plateau vide + ECH) apres la dessiccation 4.98¢g
. Prise d’essai S5g
La perte a la dessiccation 0.4%
Norme <0.5%

D’aprés la formule déja citéeg :

| VV - VA
Perte a la dessiccation (%) = g X 100

5 - 4098
Perte a la dessiccation (%)=——— X 100

Perte a la dessiccation (%)= 0.4%

Le résultat obtenu aprés la dessiccation de la matiére premiére est inférieur a 0.5%, ce qui

confirme que notre substancd active est conforme a la production.
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I.4. DETERMINATION DU TITRE DE LA METFORMINE PAR
POTENTIOMETRIE :

Le volume versé de 1’acide perchlorique 0.1 M estde 2.67 ml qui permet d’atteindre le point

d’équivalence. Et selon I’équation, nous avons fait le calcul suivant :

Formule de calcul ;

Vt X T X Eeq
X(%) = PE x 100

2.67 x 1 x 8.28
X(%) = 01 x 100

HXZO

X(%) = 99.32%

Résultat :

Le chlorhydrate de metformine analysé contient donc 99.32% de chlorhydrate de
1.1-diméthylbiguanide, calculé par rapport a la substance desséchée.

Le résultat obtenu répond gux normes de la pharmacopée européenne d’aprés les critéres

d’acceptabilité qui se situent| entre 98.5% et 101%.
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W
II. CONTROLE PHYSICO-CHIMIOQUE DU PRODUIT FINI :

II.1Caractéres organoleptiques :

Nous avons observé des
exigences prescrites dans la pharmacopée britannique 2008.

I1.2.Durete :

comprimés blancs pelliculés biconvexes, conformément aux

Comprimés | Dureté (N)
1 86.0
2 125.6
3 131.8
4 132.0
5 137.9
6 41.7
7 94.7
8 1254
9 96.3
10 110.6
moyenne 108.2
norme >50N

La dureté est de 108.2 N. Ce résultat est conforme aux normes de la pharmacopée britannique

2008 qui doit étre supérieur a 50 N.

I1.3.Masse moyenne (MM) :

La masse moyenne est de 530.7 mg. Elle est conforme aux normes qui se situent, selon la

pharmacopée britannique 2008, entre 502.6 et 555.5mg.

I1.4.Uniformité de masse:

Apres la pesée individuelle cie chacun des 20 comprimés et le calcul de la masse moyenne.
La vérification de l’homogtéité de la population se fait par 1I’équation: MMz 5% a

condition que tous les comprimés situent dans cet intervalle.
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W

Les résultats sont exprimés dans le tableau suivant :

Cp Norme Poids (g)
1 | 0.5333
2 0.5260
3 0.5362
4 0.5207
5 0.5323
6 0.5284
7 0.5238
8 w 0w 0.5268
9 < s 4 0.5313
10 g = o 0.5368
11 A E b 0.5360
12 = 5 0.5261
13 = 3 = 0.5214
14 0.5372
15 0.5307
16 0.5416
17 0.5328
18 0.5326
19 0.5332
20 0.5268

Moyenne 0.5307
Min 0.5207
Max 0,5416

L’écart de la masse moyenne

** Caleul :

530.7x5
100

= 26.535mg

530.7 -26.535 = 504.165mg

530.7+ 26.535=557.235mg

Ces résultats sont conforme

laboratoire.

de 5% : [530.7mex 26.535] <=> [504.165 mg- 557.235mg].

>s aux normes selon les exigences du dossier technique du
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IL.5.Temps de désagr_e’egation: (ou délitement):

RESULTATS ET DISCUSSION

Le produit est conforme can les 6 unités sont désagrégées. Les comprimés sont désagrégés
dans un temps limite de 6 minutes, qui est inférieur a la limite supérieure 20 minutes décrite
selon la pharmacopée britami;lique 2008. Les résultats sont exprimés dans le tableau suivant :

Cp Cpi ﬁsz Cps Cps Cps Cps résultat
t (min) 5,45 3,50 5,58 6,02 6,10 6,14 6,00
Norme { ‘{ 0-20 (min)
IL6. Dissolution in vitrp:
N° | Abs Ech | AbsStd | PStd(mg) | Pureté | Dis %
1 0,2824 0,2789 250,60 100 101,5
2 0,2741 0,2789 250,60 100 98,5
3 0,2885 0,2789 250,60 100 103,7
4 0,2945 0,2789 250,60 100 105,8
5 0,2817 0,2?89 250,60 100 101,2
6 0,2815 0,2789 250,60 100 101,2
Moyenne E275% (Q) 102,0
Max ‘ 105,8
Min 98,5
LOTS STDO || DO Std
STD1 0,2782
STD2 0,2782
STD3 . 0,2790
STD4 - 0,2800
Moyenne . 0,2789
Ecart type 0,0009
RSD % <2 0,31
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Exemple de calcul:

V de bol x dilution

. . AEch :
% dissolution = X P StdX

A Std ; V std dosage
. ) 2824 | 1000 _ 100
% dissolution m X 250.60 X -50—0- X ga)-

% dissolution =101.49%

Ces résultats sont conformes a la pharmacopée européenne 7 “* édition ou le % dissolution

doit étre > (Q + 5%).

I1.7. Identification et D(ilsaﬁge de la metformine dans le produit fini :

I1.7.1. Identification pani spectrophotométrie IR :
\

La spectrophotométrie d’absorption dans I’infrarouge correspond en position et en

démentions relatives a ceux dp spectre de référence. (FigureN°® 17et 18)

I1.7.2. Dosage de la me&ltforminedansle produit finipar spectrophotomeétre

UV. Visible :

Les résultats sont exprimés dafps le tableau suivant :

Essais | DO Pesée MM

(8
Essai1 |0.7699 |0.101 |530.70

Essai2 | 0.7734 | 0.101 530.70
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W

Calcul :

0.7699+0.7734
2

Moyenne « DO » =

Moyenne « DO » =0.7716

DO essai .
‘ DO spec MM Puretc
Met (mg] P essai x dilution 100 100

0.7716/.0a L 5307 998

X
00T 10 10 7 100 ~ 100
100 100 100

Met (mg) =

|

Met (mg)= 507.05mg/compri;‘mé.

Répond aux normes de la phaﬁrnacopée britannique 2008d’apreés les criteres d’acceptabilité :

(475 — 525)mg/comprimés. .
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I1.8. Dosage des sulptances apparentées :

Chro%natogramme de la solution blanc :

L]

v 3, =
" —— :
- 3
o *3
PO
" =
¢ w3
-3 —]
=
10—]
=3 T - o
— T - ———t
— 1

2 4 - 8 10 12 13 16 18 20 2z 24 28 28
Time fmin)

‘impurete Glucophage

Component Pic Temps urface Adjusted
Name # [min] pV's]  Amount
cyanoguanidine - 3540 | 000 0Opo0oo
Melamine - 5271 ‘ 000 00000
Monomethylbeguanide - 7.328 ! 000 00000
Guanylmélamine - 8,653 . 0,00 0,0000
Metformine HCI 2 17,358 11?53,48 00118
|
00118
N°de pic Temps de rétention Surface de pic
(min) uV.s)
1 3,540 0,00
2 5,271 0,00
3 7,328 0,00
4 8,653 0,00
5 . 17,358 11553,48
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|

{ Chromatogramme de la metformine chlorhydrate (solution témoin) :

1

|

Rewpoose o

s

R T ARY— .
o
M()l\(&d—m t‘ )

impuretes Glucophage

Cornponent P Temps Suface Adisted

Name #  [mund {uvs] Armdunt
cyanoguanidine 3,525 35849521 00311
Meiamine 036 3879%,12 0,0208

3.

€771 10313433 0,1031
7718 3372W02 00210
14 882 BY27106 00883

Guanyimélamine

1
2
Monomethylbeguanide 3
4
Metformine HCi 5

0.2853
Té?nps de Surface de pic
Nedepic | rétention (min) (uV. s)
: 3,525 358496,21
2 5,036 381956,12
3 6,771 103134,33
4 7,718 337914,02
5 14,682 89271,06
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Chromatogramme de la metformine chlorhydrate (solution a examiner) :

Injectionl :Injection 2 :

Resit File D AnavsesiGuccnage SCPRECHT ¢ Sicoonage 30297 Gt
Seauence Fie : CianalsenseguanceiGusamnage S0PFF seq

[

ool

N

o % T m&gm%retes Glucophage o ’impuretes Glucophage
—= - oo ‘:‘i‘l‘ P”n"‘“ Vo o
0% ; ag
Injection 1 Injection 2 Moyenne de
N° de | - - surface de
pic Temps de Syrface de pic temps de Surface de pic ic
rétention(min) W) rétention(min) wv.s) p
1 3,527 1209751 3,526 11880,08 11988,79
2 5,068 T1‘4487,54 5,065 4458,53 4473,04
3 6,740 665,38 6,516 338,23 501,81
4 7,800 t1}7924,36 7,805 7657,72 7791,04
5 11,505 2,93e +08 11,485 2,94e +08 2,93e+08
|

i

La moyenne de surface de pic iest calculée par la formule suivante :

SEch1+SEch2

SEch(M) = >
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Le chromatogramme obtenu avec la solution & examiner présente cinq pics principaux

correspondant a : l’impureté A, impureté D, I'impureté E, I’'impureté B, la metformine HCI

respectivement.

*  Calcul de la teneur de clpaqge impureté :

i

Sachant que P Ech= 530mg ?t PStd=20 mg

- Calcul de la teneur en impureté 4 :

D’aprés la formule déja citée{:

SEch(M) _PStd MM
X X 0,5 X
S Std P Ech - dosage

A=

11988,79 20 530.7
X X :

5X———

A789271,06 530 500
Pa= 0,0027%

-Calcul de la teneur en l’impujgté D :

SEch(M) _ PStd . MM
= X X 0, 1X
SStd PEch dosage

4473,04 20 530.7
= X X0
89271,06 530 500

D

Pp=0,0002%

-Calcul de la teneur de l’imvurgté E:

501,81 20 530.7
= X X0,] X——
89271,06 530 500

Pg

Pr=0,00002%

-Calcul de la teneur en imgureﬁéB :

7791,04 20 530.7
X X0, 1 X
500

8789271,06 530

Pg=0, 0003%
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*  Calcul de la teneur tota!e des impuretés:
Pr= Z P; |

Pr=0,0027+0,0002+0,00002+0,0003

P1=0,0032%

La teneur de chaque impureté et des totales des impuretés répond aux normes

pharmacopée britannique 2008 d’apres les critéres d’acceptabilité :
La teneur de I’'impureté A n’fest pas supérieure a 0,02%.
La teneur de chaque impuret¢ (B, D, E) n’est pas supérieure 4 0,1%.

La teneur totale des impuretés ne dépasse pas 0,5%.

- 96 -

de la



RESULTATS ET DISCUSSION

INII.CONTROLE MICBOBIOLOGIQUE DU PRODUIT FINI:

Les résultats de 1’analyse microbiologique de chlorhydrate de Metformine représentés par le

tableau suivantindiquent que ce dernier est exempt des bactéries aérobies viables totales, de

levures, de moisissures et d’Escherichia coli.

Le produit fini est donc conforme aux normes exigées par la pharmacopée, ce qui traduit sa

bonne qualité microbiologiqpe.

Echantillon
nalysé Echantillon Normes Résultats
Germes N “de lot
recherchés o
DBAT
Dénombrement des ;
bactéries aérobies 280 147 10° 940 <10’
viables totaux 3
(UEC/g)
DMLT :
Dénombrement des . 280 147 10 0
levures et moisissures ‘
(UFC/g)
Absence Absence de pousse
FEscherichia coli - 280147 d’Escherichia coli sur gélose
1 (1goul ml) Mac-Conkey

Tableau N°12: Résultats d’gnalyse microbiologique de produit fini de MetformineHCI 500
‘ mg (Glucophage).

NB :

Le dénombrement de bactéries aérobies viables totales (UFC/g) est fait sur les boites de

dilution 107 et le calcul sefait selon I’équation déja décrite :

Boite 1 : 92 colonies.
Boite 2 : 96 colonies.
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‘ CONCLUSION
L

La metformine, qui est un antidiabétique oral de la famille desbiguanides, constitue un
traitement du diabéte type 2, en particulier en cas de surcharge pondérale, lorsque le régime

alimentaire et I’exercice physique ne sont pas suffisants pour rétablir I’équilibre glycémique.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés & l’analyse physico-chimique de Ia
metforminematiére premiére et de son dosage dans le produit fini ainsi que de ses substances

apparentees.

Son identification a été réalisée par des méthodes physico-chimiques classiques telles que la
mesure de point de fusion, la réaction des chlorures et par comparaison des spectres IR avec

ceux de monographie officielle.

La metformine a été dosé dans le produit fini par la méthode d’absorbance spécifique dans le

domaine UV-Visible, ce qui# conclu a un résultat conforme la pharmacopée britannique 2008.

L’analyse par chromatographie liquide haute performance du produit fini a mis en évidence
les principales substances apparentées qui a conclu a un résultat conforme aux normes en

vigueur.

Les résultats de 1’analyse mi?robiologique du produit fini ont montré que ce dernier est exempt

de germes aérobies viables toFaux, de levures,de moisissures et d’Escherichia coli.

Le produit fini est donc conf?rme aux normes exigées par la pharmacopée, ce qui traduit sa

bonne qualité microbiologique.
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Metformine

Figure N° 19
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Figure N°20 : Solubilité dans]l’eau et I’éthanol.

chlorhydrate, matiére premiere.
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Figure N° 19 : Metformine ichlorhydrate, matiére premiere.
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Figure N° 23 : Balance analytique FigureN°24 :
Marque : SARTORIUS.

Bain ultrason.
Marque : WVR.
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FigureN°26 : Appareil de point de fusion au tube capillaire.
Marque : BuchiMelting Point B. 545.

FigureN°27: pH-metre. |
Marque : SAVEN EASY. 1
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Figure N° 28: Balance dessiccateur. FigureN°29 : Four a moufle.
Marque: CAS.Marque:NABERTHERM.
More than HEAT 30-3000°C

Figure N°30: Potentiométre. Marque : Tatrino Plus 848.
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Figure N° 32 : La pastille de matiére

premiére.
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Figure N° 31 : Pastilleuse. Marque : SPECAC

m,
S
~ e : S : S e
e S Wm@vﬁm‘«%&mw 3 o
bl e AR A O

Figure N°33 : Spectrophotométre IR.
Marque : PERKIN ELMER  Spectrum 100.
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Figure N°34: Spectrophotometre UV-VIS.

Marque : PERKIN ELMER Lambda 25.

Figure N°35: HPLC.
Marque : Perkin Elmer série 200.
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Figure N°36: Dissolu test. |

Marque : ELECTROLAB. |

Figure N°37:D¢éli- test.

Marque : ELECTROLAB. |
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ANNEXE

Figure N°38 :Les boites de pétri ensemencées par profondeurs se gélifient
a température ambiante (miﬁeu TSA et SCA).

Figure N°39 :Milieu SCA aprirés culture  Figure N°40 : Milieu TSA aprés culture
a 20-25°C pendant 5 jours. ~ a 30-35°C pendant 3 jours.
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Figure N°43 : Milieu Mac-coni(ey avant
1

‘ . .
ensemencement. ensemenqement et incubation.
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Figure N°44 : Milieu Mac-conkey aprés




ANNEXE

La compojition de milieux de cultures utilisés

* Milieu liquide aux piptones de caséine et de soja (TSB) :

Peptone pancréatique de caséine 17.0g
Peptone papaique de soja 3.0g
Chlorure de sodium § 5.0g

Phosphate dipotassique2.5g
Glucose monohydraté2.5g
Eau purifiée QSP 1000 ml

*  Milieu gélosé aux pebtones de caséine et de soja (TSA) :

Peptone pancréatique de caséine 15.0g
Peptone papaique de soja 5.0g

Chlorure de sodium f 5.0g

Gélose 1 15.0g

Eau purifiée QSP 1000 ml

* Milieu Sabouraud glucosé gélosé avec antibiotique :

Peptone de viande et de caséine 10.0g
Glucose monohydraté40.0g

Gélose 15.0g

Eau distillée | QSP 1000 ml

Ajouter 0.10g de benzyl pénigi:illine sodique et 0.10g de tétracycline par litre de solution stérile. Ces
antibiotiques peuvent étre reni@placés par chloramphénicol a raison de 50mg par

Litre de milieu. Le chloramphénicol est ajouté avant la stérilisation.

*  Milieu gélosé de Mac-conkey :

Hydrolysa pancréatique de gélatine 17.0g
Peptone de viande et de caséine3.0g

Lactose monohydrate10.0g |

Chlorure de sodium5.0g

Sels biliairel.5g

Gélose13.5¢g

Rouge neutre 30mg

Violet cristallisé 1 mg

Eau distilléQSP 1000 ml
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RESUME

Un médicament antidiabétique est un médicament utilisé pour traiter le diabéte sucré. Les
antidiabétiques agissent en général en abaissant la glycémie. Les antidiabétiques oraux ne
sont utilisés que dans le diabéte de type 2 oil ils peuvent étre parfois prescrits en association

avec linsuline.

La metformine est un antidiabétique oral de [a famille des biguanides. If est le médicament
de premiere ligne de choix pour le traitement de diabete de type 2, en particulier en cas de
surcharge pondérale, lorsque le régime alimentaire et exercice physique me sont pas

suffisants pour rétablir Céquilibre ghycémique.

Notre travail a été devisé en deux parties :
La premiére partie consiste en un recueil bibliograpfiique sur la molécule étudiée.
Dans la deuxieme partie, nous proposons une identification et un controle de la

matigrepremiére ainsi qu'un contrdle du produit fini,

L'analyse par chromatograpfige liquide Raute performance du produit fini a mis en évidence
les principales substances apparentées qui a conclu & un résultat conforme aux normes en

vigueur.

La qualité microbiologique constitue un élément déterminant dans [acceptabilité ou non
dun produit, compte tenu de [ absence ou la présence, du nombre du certains

microorganismes et/ou de la qualité de leur toxines.
|
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