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Résume :

Un médicament est. un produit pas comme les autres dont sa composition posséede des
propriétés curatives et préventives a l’égard des maladies, il doit répondre a cing exigences
fondamentales: qualité, efficacité, pureté, identité et siireté; Il ne peut étre mis en circulation
qu’a l’issue de controles de la qualité portant sur toute la chaine de production. Les risques
médicamenteux constituent un probleme majeur de santé publique tant sur le plan clinique

que sur celui des cotits. Notre travail compose de quatres chapitres

Mots clés: SALBUTAMOL, Malva sylvestris, HPLC, DPPH.
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Abstract

Chemical structures of medicines are not the same as other structures. They contain
the therapeutic and preventive properties of the majority of viruses. They meet specific
criteria: quality, efficiency, purity and warranty.

1t can be put into circulation only after quality control on the entire production line.

Drugs are a major public health problem in terms of climate and cost. Salbutamol and
Malva sylvestris are used in the symptomatic treatment of asthma and other reversible
bronchopneumopathies in children and infants, one represents modern medicine, and the
other represents traditional medicine (herbal medicine).

Keywords: SALBUTAMOL, Malva sylvestris, HPLC, DPPH.
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Introduction générale

Introduction générale

Le secteur de santé en Algérie a connu une amélioration de tous les parameétres de santé
quantifiables. Des progres ont été réalisés, surtout depuis le début des années 2000, grace a une
priorité redonnée a 1’acces a la santé et une part croissante du budget de 1’état consacrée a la
santé. La dépense courante de santé en Algérie représente pour 2014, 12,1 % du produit
intérieur brut, soit 60 milliards de DA de budget annuel sectoriel. La santé est ainsi le quatriéme

poste de dépense avec 366 milliards de DA a dépenser en 2014.

L’industrie pharmaceutique, joue le réle d’un pilier trés essentiel dans le secteur de
la santé, quel que soit recherche, développement fabrication controle et commercialisation des

médicaments au service de la santé humaine.

La phytothérapie est la médecine par les plantes, selon I’O.M.S (organisation mondial

de la sant¢) la phytothérapie est considérée comme médecine alternative.

L’objectif de réalisation de ce travail est de suivre la fabrication d’un médicament
sous forme d’un sirop qui est Salbutamol -SAIDAL® 2 MG/5 ML, il est classé comme un

Bronchodilatateur et Antiasthmatique.

Le 2éme objectif est de faire une recherche bibliographique sur la plante Malva
sylvestris, populairement comme sous le nom "Khobeiza” avec quelques manipulations pour se

familiariser avec les pratiques du laboratoire.

Salbutamol et Malva sylvestris sont utilisés dans le traitement symptomatique de
I’asthme et des autres bronchopneumopathies réversibles de 1’enfant et du nourrisson, I’une
représente la médecine moderne, et 1’autre représente la médecine traditionnelle

(phytothérapie).
Ce travail s’organise donc autour de quatre chapitres :
Chapitre I : Synthése Bibliographique
Chapitre II : Fabrication et contréle de qualité¢ de Salbutamol ®2mg/5mL
Chapitre III : Apercu sur la plante Malva sylvestris & Protocole expérimental

Chapitre IV : Résultats



Partie théeorique



Chapitre 1
Synthese Bibliographique



Chapitre I : Etude bibliographique

I.1 Généralités sur le groupe « SAIDAL »
I.1.1. Présentation du site de travail « SAIDAL »

SAIDAL est une société par actions, au capital de 2.5 milliards dinars algériens, dont
I’objectif primordial est d’accroitre, de créer et de distribuer des produits pharmaceutiques a
usage humain.

Sa vision demeure dans son habilite de voir le futur et garantir la position d’un
laboratoire leader aux niveaux national et régional tout en pergant le marché international [1].

Implanté en Algérie, BIOTIC est une des trois filiales du leader de I’industrie
pharmaceutique en Algérie, le groupe SAIDAL. Avec un capital de 590.000.000 DA,

BIOTIC a pour principale mission la production et la commercialisation de médicaments
génériques
I.1.2. Historique du Groupe SAIDAL

Implanté en Algérie, BIOTIC est des trois filiales du leader de I’industrie pharmaceutique en
Algérie, Le groupe SAIDAL et I'unité de Gué de Constantine est considérée comme 1’unité la
plus ancienne des unités de biotic. Cette unité existe depuis 1958, avec une surface de
stockage de 3800 m et un potentiel humain de 595 employés. Elle est spécialisée dans la
fabrication et la commercialisation des comprimés, suppositoires, gélules, ampoules buvables

et solutés massifs.



Chapitre I : Etude bibliographique

Tableau 1.1 : Historique de SAIDAL.

Création de la pharmacie centrale algérienne(PCA) par un décret présidentiel, et

1969 | ayant pour mission de garantir I’exclusivité de I’état sur I’importation, la
conception et la distribution des produits pharmaceutiques a usage humain.
Réalisation de I'unité de production d’El Harrach et rachetée en deux périodes

e (1971 puis 1975) les unités Biotic et Pharmal par PCA.

Réorganisation de la PCA et la création de I’entreprise nationale de production

1982 pharmaceutique.

Le nom de I’entreprise national de production pharmaceutique change pour devint

1983 SAIDAL.

1988 | Intégration du complexe antibiotique de Médéa qui appartenait alors a la SNIC.

1989 | SAIDAL devint une entreprise publique économique (EPE)

La transformation de SAIDAL en groupe industriel le 02/02/1998 aux quelle sont

1997 conciliées trois filiales Pharmal, Biotic, Antibiotical.

2014 SAIDAL adopte une nouvelle organisation par la fusion par voie d’absorption des

filiales Antibiotical, Pharmal, Biotic détenues a 100%
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I.1.4. Site de production Gué de Constantine GDC

Il se compose de deux parties distinctes : une pour la fabrication des formes galéniques
(suppositoires, ampoules, gélule et comprimés), 1’autre dotée d’une technologie trés récente
spécialisée dans la production des solutés massifs (poches et flacons). Cette usine dispose d’un
laboratoire de contrdle de qualité.

Ce site dispose de quatre ateliers de production :

» Atelier des suppositoires ;

>  Atelier des solutés massifs flacons ;

» Atelier des ampoules buvables ;
>

Atelier des gélules et comprimés.

Camtras iy [ ifwgrbie

l Sl jhr P i

Figure I.1: Groupe SAIDAL.
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1.2. Généralités sur les médicaments

1.2.1. Définition d’un médicament

Un médicament est une substance possédant des propriétés curatives ou préventives
destinées a guérir, soulager ou prévenir les maladies. Il contient a la fois la notion de guérison
et de prévention.
1.2.2. Définition d’un médicament antitussif

Médicament antitussif est un médicament censé arréter la toux. Le type d'antitussif adéquat

dépend de la nature de la toux.

1.2.3. Voies d’administration d’un médicament

Voies
d'administration

Voie orale Voie cutanée

Voie transmugueuse Voie mnjectable

Voie nasale
Voie auriculaire
Voie oculaire
Voie respiratoire

Figure 1.2: Voies d'administration d’un médicament.
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1.2.4. Composition des médicaments

Un médicament est constitué¢ d’un ou plusieurs principes actifs d’origine animale, végétale,
minérale ou chimique, responsables de son effet clinique, et d’excipients nécessaires a la
fabrication du produit.
1.2.4.1. Définition d’un principe actif

Principe actif désigne la substance chimique qui, dans un médicament, posséde un effet
thérapeutique. Ou bien c’est la substance qui exerce une action pharmacologique ou un autre
effet direct en rapport avec le diagnostic, le traitement ou la prévention d’une maladie, ou a agir
sur la structure ou les fonctions de I’organisme humain

ou animal par des moyens pharmacologiques [2].

I. 2.4.2. Définition d’un excipient

Tout composant, autre que le(s) principe(s) actif(s), qui est présent dans un médicament ou
utilisé pour sa fabrication. La fonction d’un excipient est de servir de vecteur (véhicule ou base)
au principe actif, ou d’entrer dans la composition du vecteur, contribuant ainsi a certaines
propriétés du produit tel que la stabilité, le profile biopharmaceutique, I’aspect et 1’acceptabilité
pour le patient, la facilité¢ de fabrication.

La formulation d’un médicament comprend généralement plusieurs excipients [3]
1.3.2.1 Véhicule

Dans la préparation liquide, vecteur du principe actif, composé d’un ou de plusieurs
excipients
1.3.2.2 Base

Dans les préparations solides ou semi solides, vecteur du principe actif, composé d’un ou
plusieurs excipients

Auméme titre que le P.A, les excipients jouent un role capital dans le médicament a plusieurs
niveaux :

Conception

Fabrication

Conservation et

Administration du médicament [4].

1.2.5. Définition de la médecine traditionnelle

La médecine traditionnelle (MT) : Selon ’OMS la MT est « I’ensemble de toutes les

connaissances et de toutes les pratiques, explicables ou non, transmises de génération en
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génération, oralement ou par écrit, utilisées dans une société humaine pour diagnostiquer,

prévenir ou €liminer un déséquilibre du bienétre physique, mental, social, moral et spirituel»[5].

1.2.6. Définition des plantes médicinales

On qualifie une plante médicinale toute plante possédant des propriétés agissant sur
I'organisme humain ou animal de facon bénéfique. Les plantes médicinales sont utilisées en
médecine naturelle. Généralement, seule une partie de la plante est utilisée, que ce soit le bulbe,
les racines, les feuilles, les graines, les fruits ou les fleurs. La branche de la médecine qui utilise

des plantes médicinales est appelée phytothérapie [6].

1.2.7.Définition de la phytothérapie
Le mot phytothérapie provient de 2 mots grecs qui signifient essentiellement « soigner avec
les plantes ». La phytothérapie désigne la médecine basée sur les extraits de plantes et les

principes actifs naturels.

1.2.8. Principes actifs naturels
Le principe actif naturel, ou la substance active est fait dans le laboratoire mais parfois on

le trouve dans la nature pour I’incorporé dans le médicament.

I.3. Procédés de fabrication du sirop

Les médicaments sous forme liquide (sirop) sont produits dans 1’industrie pharmaceutique par
trois (03) principaux modes de fabrication :

a. Pesée

b. Filtration

C. Stockage

1.3.1.Procédés d’extractions du PA de la plante
Seule une partie de la plante est utilisée, que ce soit le bulbe, les racines, les feuilles, les
graines, les fruits ou les fleurs. Ces dernier contient un ou plusieurs PA, on peut I’extraire avec
plusieurs méthodes : [7]
1.3.1.1. Extraction liquide solide
L'extraction solide-liquide est un procédé¢ d'extraction d'un soluté liquide ou solide a partir
d'un solide en utilisant un liquide comme solvant d'extraction. Ce procéd¢ fait partie avec

I’extraction liquide-liquide.[8]
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Figure 1.3: Extraction de la molécule actif dans une plante (extraction solide-liquide).

1.3.1.2. Extraction liquide-liquide

C’est une technique brevetée de la société DIONEX qui utilise les solvants conventionnels a
des températures (50 — 200 °C) et des pressions (100 — 150 bar) élevées. La pression est
maintenue assez €levée pour maintenir le solvant a 1’état liquide a température élevée. Le
solvant reste toujours en dessous de ses conditions critiques [9]. Les avantages de cette
technique devant les techniques conventionnelles sont les suivants : on évite les échauffements
locaux et on consomme de plus petites quantités de solvant en comparaison a 1’extraction par
Soxhlet et par Batch avec agitation. Ses inconvénients sont liés & son non sélectivité, ce qui

impose des procédures supplémentaires de nettoyage des extraits. Les températures opératoires

v <)
L @

¢levées peuvent mener a une dégradation des solutés thermolabiles [10].

Figure 1.4: Extraction liquide-liquide.
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I.4. Conditionnement

Toutes les opérations, y compris le remplissage et I’étiquetage, que doit subir un produit en
vrac en vue d’obtenir un produit fini.

La machine du type « IMA »
1.4.1. Types de conditionnement

e Conditionnement primaire
C'est « le récipient ou tout autre forme de conditionnement avec lequel le médicament se
trouve en contact direct». Cette phase de conditionnement primaire, ou le produit semi ouvré
est placé dans son enveloppe de protection, est délicate puisqu'il est encore en contact avec le
milieu extérieur. Les comprimés sont conditionnés en blisters, ce sont des emballages composés
d'aluminium PVC (polychlorure de vinyle) le plus fréquemment, qui sont thermoformés (PVC)

et thermo soudés sur la ligne de conditionnement a partir de rouleaux pré-imprimés.

e Conditionnement secondaire
I1 est représenté en général par 1'étui. Ce type de conditionnement n'est pas en contact direct
avec le médicament mais il le protége. Il peut comporter plusieurs conditionnements primaires
(blisters) ainsi qu'une notice. Le papier et le carton sont trés utilisés pour cet emballage

extérieur. Ces matériaux sont légers et peu chers.

I.5. Controle de qualité (CQ)

L.5.1. Définition du Controle de qualité
Le controle qualité des médicaments est un ensemble de mesures qui permet de savoir si les
médicaments fabriqués ou vendus par une entreprise sont conformes.
* Aux exigences du marché ;
* A la demande du client ;
» Aux législations en vigueur ;

* Au cahier des charges de 1'entreprise [11].
L.5.2. Types de Controéle de qualité

1.5.2.1. Controle physico-chimique
Sert a vérifier la structure de la molécule et d’établir les propriétés physiques et chimiques.

Il permet ainsi de vérifier et de s’assurer du bon usage de la substance annoncée [12].

10
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v Test de friabilité
Le test de friabilit¢ permet de s’assurer que les, présentent une résistance mécanique
suffisante, pour que leurs surfaces ne soit pas endommagées ou ne présentent pas des signes
d’abrasion ou de rupture, sous l’effet de toutes les manipulations (chocs mécaniques,

frottements, attrition) qu’ils vont subir jusqu’au moment de leur utilisation [13].

v Test de désagrégation
Est destiné a déterminer leur plus ou moins grande aptitude a se désagréger, en milieu liquide,
dans un temps prescrit et dans des conditions expérimentales bien définies [14].
v Test de dureté
Consiste a exercer une pression sur le comprimé jusqu’a son point de rupture [15].
v" Chromatographie liquide haute performance(HPLC)

Technique d’analyse pour séparer les constituants d’un mélange en phase liquide. Les
molécules a séparer sont entrainées par un fluide (liquide) = phase mobile. Elles interagissent
(ou pas) avec un support fixe (solide) = phase stationnaire [16].
1.5.2.2. Controle microbiologique

C’est des méthodes utilisées pour la détection ou le dénombrement des microorganismes
[17].

Le controle microbiologique du PF d’un médicament sous forme d’un sirop comporte les

tests suivants :

Controle

microbiclogique

Le dénombrement des germes La recherche des micro-organismes
agérobies viables totaux spécifiques

Recherche des :

Recherche des : -Entérobactéries
=-Bacteries viables totales e -Escherichia Coli
-Levures et moisissures -Staphylococcus aureus
-Salmonelles

Figure L5 : Tests Microbiologiques.

11
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1.5.2.3. Controle toxicologique
Le contréle Toxicologique étudie les effets nocifs des substances chimiques sur les

organismes vivants [17].

1.5.3. Pharmacopée Européenne (Ph. Eur.)

Elle participe a la protection de la santé publique en ¢laborant des monographies générales
et spécifiques, ainsi que d’autres textes réglementaires. Ces derniers permettent de réglementer
la fabrication des produits de santé et d’assurer leur contrdle de qualité. Ils sont applicables sur
le territoire des pays membres. Ils répondent aux besoins des autorités réglementaires, des
fabricants de matieres premicres et de médicaments, et des services chargés des controles de

qualité des médicaments et de leurs constituants [18].

1.5.4. L’Organisation mondiale de la santé (OMYS)
Depuis 1991, ’OMS a élaboré et publi¢ une série de guides techniques dont les Lignes

directrices concernant 1’évaluation des médicaments a base de plantes, les Lignes directrices de
la recherche pour I’évaluation de I’innocuité et de I’efficacité des médicaments a base de plantes
et les Lignes directrices pour la recherche clinique concernant I’acupuncture. Ils ne suffisent
cependant pas a couvrir les nombreux aspects de la recherche et de 1’évaluation relative a la

médecine traditionnelle [19].

12
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Chapitre II : Fabrication et controle de qualité de SALBUTAMOL ®2mg/5mL

Notre travail a été réalisé au niveau du site de production Gué de Constantine du groupe

SAIDAL durant la période mars- juin de I’année 2019.

I1.1. Identification du médicament

Le produit choisi pour notre stage est un sirop :

Nom Commercial : SALBUTAMOL SAIDAL

Dosage : 2MG/5ML**

Forme : SOL. BUV.

Laboratoire : SAIDAL GROUPE

Classe thérapeutique : PNEUMOLOGIE

Classe pharmacologique : BRONCHODILATATEURS & ANTI-ASTHMATIQUES
Conditionnement : FL/150ML

Commercialisation : OUI

Remboursable : OUI

Figure II.1 : SALBUTAMOL Sirop.

13



Chapitre II : Fabrication et controle de qualité de SALBUTAMOL ®2mg/5mL

I1.2. Mode et voie d’administration

Voie orale, SALBUTAMOL 2mg/5ml Sirop bouteille 150 mL

I1.3. Effets thérapeutiques de SALBUTAMOL
C’est un bronchodilatateur (il augmente le calibre des bronches) a action retardée et de courte
durée qui s’administre par voie orale. Il est indiqué en traitement de la maladie asthmatique et

de certaines maladies respiratoires chez I’enfant et le nourrisson.

I1.4. Principe actif de SALBUTAMOL

11.4.1. Définition
Le principe actif du SALBUTAMOL est sulfate de SALBUTAMOL Ces spécialités sont des
bronchodilatateurs de la classe des béta-2 agonistes a action rapide et de courte durée, utilisé en

inhalation par nébulisation. [Haute autorité de la sant¢ HAS, 22juin 2005]

11.4.2. Structure chimique

Formule brute : C13H21NO3
Masse molaire : 239,3107 = 0,013 g/mol

Nom UICPA : (RS)-4-[2-(tert-butylamino)-1- hydroxyethyl]-2-(hydroxymethyl) phénol

oM
H... H

Figure I1.2 : Structure chimique de SALBUTAMOL sulfate.

14



Chapitre II : Fabrication et controle de qualité de SALBUTAMOL ®2mg/5SmL

IL5. Les excipients de SALBUTAMOL
I1.5.1. Ethanol (C2H40)

Dans la Pharmacopée, figurent 1'alcool officinal qui est l'alcool éthylique a 95° et 1'alcool
absolu. IIs sont utilisés comme solvants, seuls ou associés a d'autres solvants miscibles, pour la
préparation de solutés destinés a I'usage externe ou interne.

Dans les solutés pour usage externe, l'alcool ajoute a ses qualités de solvant ses propriétés
personnelles d'antiseptique. Dans les préparations pour usage interne, il favorise la

conservation, en empéchant le développement des micro-organismes

Figure I1.3 : Formule de I’éthanol.

I1.5.2. Ethylparaben
Le 4-hydroxybenzoate d'éthyle est un conservateur de la famille des parabenes Il est utilisé
dans les cosmétiques, les médicaments et les aliments, pour ses propriétés antibactériennes et

antifongiques.

Formule : CoH (O3

Masse molaire : 166,17 g/mol
Formule brute : CoH;(O5

I1.5.3. Méthylparabéne

Le méthylparabéne est utilisé comme agent de conservation dans I’industrie pharmaceutique
depuis plus de 50 ans. La formule chimique du méthylparabene sodique est CgH7NaOs. 1l peut
également se retrouver naturellement dans les fruits comme les myrtilles ou il exerce une
activité antimicrobienne. Le méthylparabéne sodique est la forme de sel de sodium du

méthylparabene.
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O @
= T CHy

OoH

Figure I1.4 : Formule Méthylparabene.

I1.5.4. Saccharose
Le sucre blanc est tres utilisé dans de nombreuses formes galéniques comme diluant (malgré
son inconvénient d'étre hygroscopique) et comme édulcorant dans diverses formes solides et

liquides destinées a la voie orale.

I1.6. Controéle de qualité
Avant de commercialiser un médicament sous la forme d’un sirop, il faut s’assurer de sa
qualité. Divers tests sont nécessaires afin d’effectuer le contrdle de la qualité d’un médicament.

Il faut s’assurer que le médicament respecte les normes de fabrication.

Toutes les méthodes d’analyses utilisées au cours de notre travail sont décrites par la

Pharmacopée européenne 2014.

I1.6.1. Controle physico-chimique
L’analyse physico-chimique d’un médicament nécessite 1’utilisation de plusieurs techniques
et la mise en ceuvre des différents tests spécifiques sur le principe actif, les excipients et le

produit fini.

11.6.2. Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC)
11.6.2.1. Définition

La chromatographie liquide a haute performance est une forme moderne des méthodes
chromatographiques, dont les intitulés sont rassemblés sous le vocable général de
chromatographie liquide sur colonne, qui, quel que soit le phénoméne physique invoqué
(adsorption, partage, échanges d’ions...). L’HPLC a la possibilité de séparer et d’identifier les
composés qui sont présents dans tout échantillon qui peuvent étre dissous dans un liquide en
concentrations infimes de 1’ordre de parties par millier. Cette versatilit¢ permet d’utiliser

I’HPLC dans une variété d’applications industrielles et scientifiques comme, les produits

16
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pharmaceutiques, I’environnement, la médecine légale et les produits chimiques

Figure I1.5: HPLC waters alliance 2695

11.6.3. Spectroscopie Infrarouge (IR)
11.6.3.1. Définition

La spectroscopie d’absorption infrarouge, étudie les vibrations et les rotations des molécules,
lorsqu’elles sont irradiées par une onde électromagnétique de fréquence comprise dans le
domaine d’IR. La spectroscopie IR est une technique d’analyse qualitative d’une molécule, en
déterminant la nature des fonctions chimiques présentes dans la molécule.

11.6.3.2. Principe actif (SALBUTAMOL sulfate)

Pour faire I’analyse ou bien le contréle primaire du PA (SALBUTAMOL Sulfate) il faut
passer par deux méthode, spectrophotométrie d’adsorption dans I’infrarouge et par Ultras vis

(UV). La différence entre les deux méthodes est :
UV : Identification et dosage.
L.R : Identification et quantité.

11.6.4 Dosage du Principe actif
Dosage du Principe actif (SALBUTAMOL SULFATE)

Réalisé par : HPLC (chromatographie a haute pression) :
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Solution Standard :

Peser 4.8 mg (SALBUTAMOL Sulfate) de 4mg SALBUTAMOL base) dans une fiole jaugée

de 100mL et on compléte le volume avec la phase mobile A
C’est quoi la phase mobile A ?
Elle contient :
Acide acitoamonuim
Acide acétique glacial
Avec : propan-2-ol
UV/VIS :
STD : 0.8054
STD : 0.8053 moyenne = 0.8054

STD : 0.8054

S010519: 1.2018

S010519 : 1.2003 moyenne = 1.2008
S010519 : 1.2004

La teneur en PA (SALBUTAMOL sulfate) g/100 mL

Formule :

_ Aessai PEstd

= — % 0.04 « TITREstd
Astd PEessai

Aessai : aire di pic correspondant au SALBUTAMOL sulfate dans la solution a examiner.
Astp : aire du pic correspendant au SALBUTAMOL sulfate dans la solution standard.
PEstp : prise d’essai reelle du standard.

PEcssai : prise d’essai théorique du standard.
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Calcule :

D’apres Figure 11.6 et Figure 11.7 :

_ Aessai PEstd

T = -% 0.04 * TITREstd
Astd PEessai

314969 48

T=———*—%x0.04+1.00036
341100.5 4.8

T =0.0369

La norme : [0.0360, 0.0420]
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Peak Summary Report

ooy
0oz
oo

Qo

SALBUTARMOL 11788~

ALl

(=Ba na ]

a0 1000 1260 14.00 1800 am 2000 = 2400
Birmdes
Sampla Mama. S010518 Jate Acguifed. 30-May-19 5:47:27 PM CET, Vial 2; Injection. 1
Sample Name: 5010518, Oate Acguired: 30-May-19 6:43:52 PM CET,. Vial 2; Injecton 1
Sarr-p-‘e Mame 5010519, Date Acguired a0 h’la-,--“";' 74015 PM CET Viall &, Injection 1

Peak Summary with Statistics

MName: SALBUTAMOL
[y | MeOn MEhme Mamo .'-!mm:u' Ama | % Avea | Helgre
fuil T {rmieil | |
| 2600 SALBUTAMOL | 11,788 | 313851 10000 | 1EE
| 00 I SALBUTAMOL 1178 [ S17a0d I 100.00 . 1ATs
: 2000 [sasuTamod | T | hmea | 1'.'I.I'J'_': ¥l
.. [ | 1|-"-"L§r3'--tsﬁé|:l
T ‘l_ I —1 |
! T _ N _|
Repored by User. Tahar (DERBAL) Project Name! SALBUTAMOL SIROP
Report Method: Peak Summary Report Date Frinted
Report Method Il 9325 10-Jun-18
Paga 1 of1 . 2:24:50 PM AfncalAlgiers

Figure 11.6 : Aire du pic correspondant au SALBUTAMOL sulfate dans la solution

a examiner
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gt e Peak Summary Report
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Figure I1.7 : Aire du pic correspondant au SALBUTAMOL sulfate dans la solution standard.
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I1.3.2. Parahyroxybenzoate d’Ethyl :

Essai de sensibilité : 0.2 mL de solution de vert de bromocrésol ajouter en 100 mL d’eau de
dioxyde d’eau base R. L’indicateur ne nécessite pas plus de 0.2mL d’acide chlorohuxique

0.002M

pH = 3.6 — (jaune)
pH = 5.2 _— (bleu)
I1.3.3. Dosage Conservateurs par UV/VIS

(Para hydroxy benzoatendenmethyle)

(Para hydroxy benzoate d’éthyle)

Figure I1.8: Spectrometre UV-VIS.

abs(essati)

dosage conservateur = ——————— * (Pessai cons1 * T + P essai cons2 * T)
abs(std)

8
% (14.9 * 1.0055 + 85.2 * 0.993)

dosage conservateur = —
0.8054

dosage conservateur = 128,3 mg

Lanorme [125,5, 147.5]
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I1.6.5.Controle qualité microbiologique
Les préparations pharmaceutiques devraient satisfaire aux essais spécifiés de la pharmacopée

européenne.
« A : Préparations pour administration par voie orale ou rectale »
Dans ce cas il faut faire les tests microbiologiques suivants :

+» Dénombrement des germes aérobies viables totaux (Au maximum 103 bactéries et 102
moisissures et levures).

+» Absence d’Escherichia coli (1 g ou 1 ml).
Elle comprend :

% Les formes pharmaceutiques destinées a la voir rectale (les suppositoires, suspensions et
solutions a usage rectales).

% Les formes pharmaceutiques destinées a la voie orale :

Les formes solides : poudres orales, formes obtenues par répartition des poudres dans des
enveloppes (les sachets, les gélules ou capsules dures), formes obtenues par traitement des

poudres (comprimés, granulés) et les capsules molles.
Les formes liquides : sirops, liquides pour admission orale.

« B : Préparations pour administration orale contenant des mati¢res premieres d’origine

naturelle (animale, végétale ou minérale) ».

Lorsqu’un prétraitement antimicrobien est impossible et que 1’autorité compétente admet une
contamination microbienne des maticres premiéres supérieure a 103 micro-organismes viables

par gramme ou par millilitre.

% Catégories 4 « Médicaments a base de plantes exclusivement composés d’une ou

plusieurs drogues végétales (entiere, en fragments ou en poudre) »

Elle comprend les médicaments a base de plantes exclusivement composés d’une ou plusieurs

drogues végétales (entiere, en fragments ou en poudre).

Dans notre cas, Le sirop «SALBUTAMOL » on va suivre cette méthode. Donc, pour son

analyse microbiologique, il faut prendre 5 flacons de chaque lot.
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On prend de chaque flacon une quantité que 1’on introduit dans un bécher et on obtient un
volume moyen. On prend 1ml de ce dernier, on le met dans le milieu d’enrichissement TSB

(Bouillon Tryptone Soja), puis on I’incube a 30-35°C pendant 24h.

On prend 10 ml de volume moyen puis on rajoute 90 ml de la solution tampon pH=7. On préleve
quelques gouttes a 1’aide d’une pipette pasteur, on les ensemence dans les boites de pétri, en
faisant des stries serrées dans le milieu TSA (gélose trypto-caséine soja), et des stries éloignées
dans le milieu Sabouraud. On incube les boites a 30-35°C pour le milieu de culture TSA et 20-

25°C pour le milieu Sabouraud pendant 5 jours.

Apres I’incubation du milieu TSB, on prend 1 ml et on le met dans le bouillon de Mac Conckey,
on I’incube a 40-45°C pendant 24-48h. Apres I’incubation on prend quelques gouttes pour

I’ensemencement dans le milieu Mac Conckey gélosé, on I’incube pendant 48- 72h a 30-35°C.
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Chapitre 111 : Apercu sur la plante Malva sylvestris & Protocole expérimental

II1.1. Présentation et description botanique de la plante Malva
sylvestris

ITL.1.1. Famille des malvacées

Les Malvacées sont des plantes dicotylédones, dialypétales thalamiflores, méristémones [1].

C’est une famille cosmopolite mais présente surtout dans les régions chaudes des tropiques,
bien qu’on trouve aussi des représentants des Malvacées dans les régions tempérées [2]. Ainsi
le nombre de Malvacées diminue graduellement a mesure que 1’on va +9vers le Nord [3].

Les Malvacées peuvent étre des herbes (c’est le cas du genre Malva) ou des arbustes (comme
les hibiscus). Les Malvacées constituent la seule famille des Malvales qui ne contient pas
d’arbre.

La fleur des Malvacées est hermaphrodite, réguliere, pentamere et de grande taille. Leurs
pétales au nombre de cing sont libres ou légerement soudés a la base, avec une préfloraison
tordue. Les fleurs sont solitaires ou regroupées en grappes de cymes [4].

Les Malvacées ont des feuilles alternes, simples, stipulées, lobées, palmati-découpées ou
composées-palmées. Le plus souvent les feuilles sont palmatilobées. Le pétiole est souvent
renflé aux extrémités et posseéde des poils pluricellulaires souvent étoilés tres caractéristiques

chez les Malva [1].
II1.1.2. Le genre Malva

Les mauves ont donné leur nom a la famille des Malvacées et a ’ordre des Malvales. Elles
se ressemblent étroitement par leurs caracteéres anatomiques comme par leurs propriétés.

Les mauves sont des plantes herbacées robustes. Elles ont un aspect extérieur tres
polymorphe. Elles mesurent de 10 cm a 2 m de haut, peuvent étre dressées ou bien étalées.
Cependant leur tige est toujours ramifi¢e. Certaines especes sont recouvertes de poils, d’autres
non [5][6][7].

Les mauves sont vivaces, bisannuelles ou annuelles selon 1’espéce. La floraison des
différentes especes de Malvas échelonne entre avril et octobre [5].

De nombreuses mauves ne supportent pas I’altitude et seules certaines arrivent a pousser au-

dessus de 1500 metres.

I11.1.3. Espéce Malva sylvestris

La Malva sylvestris est devenue une espece trés commune que 1'on rencontre facilement a
I'état sauvage, dans les champs, le long des chemins et des routes, et méme dans certains lieux

inhospitaliers comme les terrains vagues. Peu exigeante, a condition qu'elle ait du soleil, cette
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plante bisannuelle de 30 a 100 cm de hauteur porte de grandes feuilles dentelées vert foncé et,
de juin a octobre, des fleurs d'un beau mauve rosé, rehaussé de stries violettes, qui
s'épanouissent en 5 pétales [8].
II1.1.3.1 Les fleurs de Malva sylvestris

Les fleurs de la mauve sylvestre sont rose pourpré. Elles sont portées par de courts pédicelles
et regroupées en bouquet de deux ou plus. Soit a Iaisselle des feuilles supérieures (fascicules
axillaires), soit a I’extrémité des rameaux [6][9][10].

Ces inflorescences sont des cimes laches de 2 a 5 fleurs [10][11].

Figure II1.1 : Fleur de Malva sylvestris.
I11.1.3.2. Feuilles de Malva sylvestris

Les feuilles de la mauve sylvestre mesurent jusqu’a 12 cm de longueur et 15 cm de largeur.
Les feuilles de Malva sylvestris sont palmatilobées. Les lobes sont disposés en éventail et ont

un bord denté. La plupart des feuilles ont 5 lobes mais le nombre de lobes peut varier de 3 a 7

par feuilles [9][10].

Figure I11.2: Feuille de Malva sylvestris.
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Les feuilles inférieures ont une forme ronde, les lobes sont peu profonds et nombreux (5 a 7
par feuilles), elles sont suborbiculaires, alors que les supérieures ont des lobes plus profonds et
au nombre de 3 a 5, ce sont des feuilles palmatifides [6] [11] [12]. Les feuilles sont de couleur
vert foncé mais elles se colorent souvent de pourpre a la base [2]. Les nervures principales de
la face supérieure de la feuille et du pétiole peuvent aussi étre violettes. Les feuilles de Malva
sylvestris sont grandes, velues et longuement pétiolées [13] [14]. Le pétiole est généralement
plus long que le limbe et peut mesurer jusqu’a 2 mm de large. Il est arrondi, l1égérement aplati

et présente de discrets sillons longitudinaux verts ou brun-vert.

I11.1.3.3. Tige de Malva sylvestris
La mauve sauvage a une tige ronde et velue. Cette tige est rameuse et ligneuse a la base [2].

Elle peut faire de 2 a 70 cm de long [9].

Figure I11.3 : Tige de Malva sylvestris.

111.1.3.4. Racine de Malva sylvestris
La mauve sylvestre a une racine pivotante. La racine principale est fusiforme, de couleur

blanche, forte et riche en mucilage. Les autres racines ne sont que de discrétes radicelles [2]
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Figure II1.4 : Racine de Malva sylvestris.
II1.1.3.5. Le fruit de Malva sylvestris

Ce fruit a la forme d’une meule de fromage en part, ¢’est ce qui a donné le nom populaire de
fromageon ou de fromage, a la mauve sylvestre. Il est souvent consommé par les enfants [2].
A maturité le fruit est incomplétement enveloppé par le calice 1égérement accrescent [14] et les

pédoncules fructiféres restent dressés [6].

Figure IIL.5: Fruit de Malva sylvestris.
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IT1.1.4. Systématique [16]

Tableau III.1 : Systématique du malva sylvestris.

Regne Vegetal

Famille Malvacees

Genre Malva

Espéce Malva sylvestris

Classe DicotylédonesouMapnoliopsida
Sous-classe DillentidaecuDhalypetales
Embranchement Spermaphytes

Sous Embranchement Anziospermesoudlagnohiophyvta
Ordre Malvales

II1.1.5. Utilisations des mauves

Elles ont plusieurs utilisations :

I11.1.5.1. Usages thérapeutiques

Les mauves sont toujours utilisées un peu partout a travers le monde. Ainsi I’étude de Kiiltiir
en 2007 a recensé 19 usages différents de Malva sylvestris dans la province de Kirklareli en
Turquie. Depuis les oreillons, en passant par les calculs rénaux, les plaies, les problémes
gynécologiques et les bronchites [17].

L’¢tude de Cakilcioglu et Turkoglu (2010) a démontré que Malva neglecta était utilisée
couramment par les populations locales de Sivrice (Anatolie orientale, Turquie) comme plante
alimentaire et médicinale [18].

Dans le centre de I’Italie, une étude réalisée par Guarrera (2005), a montré que sur 100
villages interrogés, 70 utilisaient encore la mauve sylvestre comme plante thérapeutique.

Dans les campagnes francaises la mauve a toujours €t€¢ un remede trés apprécié, employé a

défaut de guimauve [19].

I11.1.5.2. Propriétés pharmacologiques

On peut citer les propriétés suivantes :

II1.1.5.2.1. Action anti-inflammatoire
L’action anti-inflammatoire de Malva sylvestrisa ét¢ démontrée. Ce sont les mucilages qui

sont responsables de cette action [20].
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La mauve est donc utilisée dans les inflammations des muqueuses, qu’elles soient respiratoires,

urinaires, intestinales, buccales, vaginales.

II1.1.5.2.2. Action cicatrisante
I a été démontré que la racine de mauve sylvestre en pommade accélére la cicatrisation des
brilures chez les rats. On observe ainsi au niveau des plaies traité par Malva sylvestris une
augmentation structurée des fibres de collagéne, une augmentation des fibroblastes et la
présence de seulement quelques cellules de 1’inflammation. Les plaies présentent aussi une
réduction de taille significative par rapport aux groupes témoins et une réépithélisation [21].
II1.1.5.2.3. Action anti-oxydante
La Malva sylvestris a une action anti-oxydante [22]. En particulier les feuilles de Malva
sylvestris ont révélées des propriétés anti-oxydantes tres fortes [22].
I11.1.5.2.4. Action antibactérienne
Ces dernic¢res années, plusieurs études se sont efforcées de démontrer 1’activité
antibactérienne des mauves.

II1.1.5.3 Usages culinaires

Les mauves, comme tous les membres de la famille des Malvacées, sont comestibles. Elles
sont consommeées depuis 1’ Antiquité et I’ont peut-étre méme été par les hommes préhistoriques.
Les feuilles et les fleurs se consomment crues ou cuites. Les jeunes feuilles d’un vert clair vif
sont les plus recherchées. La racine de mauve, quant a elle, n’est comestible que lorsqu’elle est
jeune car plus tard elle devient ligneuse.

Aucune toxicité de la plante n’a été prouvée, méme en cas d’utilisation prolongée. De plus,
une confusion serait sans danger car toutes les Malvacées sont potentiellement comestibles [23].
Mais plusieurs lavatories et guimauves sont assez rares et ne doivent donc pas étre cueillies.

Les mauves utilisée actuellement dans les régimes alimentaires locaux sont cueillies dans le

milieu environnant. Leur consommation est plus importante en période de pénurie [24].

II1.2. Protocol expérimental

I11.2.1. Identification et récolte
Les parties aériennes du Malva sylvestris ont été rassemblées au début de 1'étape de floraison,
en février 2016, dans la région de Bir el Ater a l'est de 1'Algérie.

L’identification de la plante a été faite par Dr. Hion du département de biologie, université

de Tébessa.
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Le poids de la matiere végétale séchée est de : 1 kg la quantité globale (fleurs, racines, tiges,

feuilles).

111.2.2. Extraction

Apres le séchage dans un endroit sec et aéré, a I’ombre, les parties aériennes sont coupées en
petits morceaux et ont subi une macération dans quatre solvants différents selon 1’ordre suivant
(I’hexane, le dichlorométhane, le méthanol et I’eau), pendant 48 heures dans chaque solvant.

Apres la filtration et I’évaporation sous vide en utilisant I’évaporateur rotatif du laboratoire
pédagogique, nous avons obtenu pour chaque extrait un produit dont la quantité et la couleur
sont différentes pour chaque cas. Pour préparer nos extraits aux différentes utilisations nous
avons ¢liminé la chlorophylle en utilisant une solution 2% d’acétate de plomb en utilisant le
protocole opératoire suivant : Les extraits obtenus et la solution 2% d’acétate de plomb ont étés
portées séparément jusqu’a 1’ébullition. La solution d’acétate de plomb est versée directement
sur chaque extrait, le mélange est coulé¢ doucement sur la silite étalée sur un papier filtre, cette
derniére capte la chlorophylle.

Durant la filtration sous vide, la chlorophylle est quasiment captée par la silice. Les solutions
obtenues (marron) ont évaporé sous vide jusqu'a 1’obtention de matieres trés concentrées sous

forme de gels.

Figure I11.6 : Schéma de 1’évaporateur rotatif.

A TI’issu de cette étape nous avons malheureusement perdu la totalité de 1’extrait de I’hexane,

les autres extraits ont subi les tests suivants :
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I11.2.3. Tests de présence des métabolites secondaires (composés

phénoliques)

Dans le but d'avoir une idée sur la nature des familles des composés présents dans la plante

de notre sujet de recherche, quelques tests de présence des métabolites secondaires ont été

effectués comme il est indiqué dans le tableau suivant

Tableau II1.2: Protocol expérimental des tests de présence des métabolites secondaires.

Composés

phénoliques

Le Protocol

expérimental

Remarque

Résultats

Tanins

Dans un tube a essai,
nous avons introduit
5 ml de solution 5 %
de chaque extrait
puis 1ml d’une
solution aqueuse de
chlorure ferrique a

1%.

Coloration verdatre

ou bleu noiratre

DCM : négatif
Meéthanol : positif
Aqueux : positif

Alcaloides

5 ml de I’extrait brut
a été ajouté a 2 ml
d’acide
chlorhydrique.

1 ml de réactif
Dragendroffa été
ajouté a ce milieu

acide.

Formation d’un
précipité orange

ou rouge

DCM : négatif
Méthanol : négatif

Aqueux : négatif

Saponosides

Ajouter a 2 ml de la
solution aqueuse un
peu d’eau et ensuite
agiter d’une maniére
forte.
Abandonner le
mélange pendant 20

min.

Mousse de 1-2 cm

Aqueux : négatif
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I11.2.4. Tests biologiques

I11.2.4.1. Test de P’activité anti oxydante par le DPPH
La mesure de I’activité anti radicalaire des trois extraits de la plante a été effectuée par le test
au 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) [27]. Selon la méthode de (Loo ; Jain ; Darah 2008).
Selon le mode opératoire suivant :
% Révélation par CCM
Il s’agit de déposer les extraits, fractions ou produits purs a tester, sur des plaques (CCM).
Apres séchage des plaques CCM, elles sont giclées avec une solution méthanolique a 2 mg/ml
de DPPH. Si on remarque la formation de spots de couleur jaune-blanc sur fond violet on
conclut que notre produit a une activité anti-radicalaire [28].
% Meéthode spectroscopique
e Principe
La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut é&tre suivie par
spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm provoquée

par la présence des extraits [29].

Le DPPH initialement violet, se décolore lorsque 1’¢électron célibataire s’apparie selon la
réaction suivante :

DPPH + AH — DPPH-H + A

Ou AH est un composé¢ capable de céder un H au radical DPPH. Cette décoloration est
représentative de la capacité des extraits a piéger ces radicaux libres, indépendamment de toutes
activités enzymatiques.

Dans ce test, le substrat est un radical stable qui, en réagissant avec une molécule antioxydant
se transforme en DPPH-H (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) avec perte de son absorbance
caractéristique a 517 nm. Les réactions ont lieu a température ambiante et en milieu
méthanolique, qui permet une bonne solubilisation de la plupart des antioxydants.

Ce test est trés utilisé car il est rapide, facile et non couteux [30].

e Mode opératoire
La méthode est réalisée par un test anti-radicalaire contre le DPPH mesuré au
spectrophotometre selon le protocole de littérature, légérement modifié. Une solution
méthanolique de 3 ml de DPPH (0,037 mg/ml) est mise dans un tube a essai sec et stérile.
Par la suite 100 ul de solutions des extraits sont ajoutés et le mélange est vigoureusement agité

pendant 30 secondes a l'aide du vortex. Apres une incubation pendant 30 mn a l'abri de la

33



Chapitre 111 : Apercu sur la plante Malva sylvestris & Protocole expérimental

lumicre et a température ambiante, les absorbances sont mesurées a 517 nm contre le blanc, qui

contient du méthanol, le contrdle contient 100 pl de méthanol et 3 ml de solution DPPH.

e Méthode de calcul
L’¢évaluation de I’activité anti-radicalaire est exprimée en pourcentage selon la relation

suivante :

. absl—abs?2
Yd'inhibition = (—————).100
absl
Abs 1 : Absorbance du controle.
Abs 2 : Absorbance de 'extrait.

Chaque test est répété trois fois, les résultats ont été présentés par la moyenne des trois essais

et I’écart type.
II1.2.5. Réduction du fer

I11.2.5.1 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

La méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe+3 présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium en Fe+2, la réaction est révélée par le virement de couleur jaune de
fer ferrique (Fe+3) en couleur bleu verte du fer ferreux (Fe+2), ’intensité de cette coloration est
mesurée par spectrophotométrie a 700 nm.

Le protocole expérimental utilisé est celui de YILDIRIM, MAVI, et KARA [31] ou :

0.5 ml de I'échantillon a différentes concentrations, est mélangé avec 1.25 ml d’une solution
tampon de phosphate a 0.2 M (pH= 6.6) et 1.25 ml d’une solution de ferricyanure de potassium
K3Fe (CN) sa 1%. Le tout est incubé a 50°C pendant 20 min, puis refroidi a la température
ambiante. 2.5 ml d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les
tubes sont centrifugés a 3000 pendant 10 min. 1.25 ml du surnageant sont ajoutés a 1.25 ml
d’eau distillée et 250 pl d’une solution de chlorure de fer (FeCl3. 6H20) a 0.1%. La lecture des

absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a 1’aide d’un spectrophotometre.
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I11.2.5.2. Résultats FRAP

Absorbance
4

(8] o2 0,4 0.6 a8 1,2

Concantration &n mg/milL

Figure II1.7 : Résultats d’absorbance de FRAP.
D’apres les résultats obtenus, les deux extraits présentent une diminution proportionnelle de
la réduction du fer par rapport aux concentrations utilisées. L’extrait aqueux (en rouge) a un
pouvoir une activité anti oxydante plus actif que I’extrait méthanolique (en bleu) en

comparaison avec 1’acide ascorbique.

I11.2.6. DPPH

Pourcentage d'inhibition%

100,000 91,13
90,00
20,00
70,00
0,00
50,00

40,00 33,04

30,00

20,00

10,00

0,00

" ag

Figure I11.8 : Histogramme représentatif du pourcentage de piégeage du radical (DPPH).

D’apres I’histogramme on remarque que 1’extrait aqueux (91.13) a ¢été I’inhibiteur le plus
intéressant, par contre I’extrait méthanoique (33.04) a présenté un pourcentage d’inhibition

moins intéressant, en comparaison avec 1’acide ascorbique.
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Chapitre IV : Résultats

IV.1. Principe actif : (SALBUTAMOL sulfate)
IV.1.1. Spectre IR
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Figure III.1 : Spectre IR de I’ SALBUTAMOL sulfate.
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On remarque que les deux spectres : standard SALBUTAMOL sulfate et SALBUTAMOL
sulfate échantillon sont superposables. Le produit analysé (PA : SALBUTAMOL sulfate) est

conforme.

IV.1.2. Dosage par HPLC

Tk

Shl

H 0 {eRds

Figure IV.2 : Chromatogramme SALBUTAMOL sulfate.
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Figure IV.3 : Chromatogramme SALBUTAMOL sulfate le standard.
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Résultats

IV.2. Controle qualité microbiologique

IV.2.1. Controle microbiologique du produit fini
Tableau IV.1 : Résultats du test microbiologique du sirop «SSALBUTAMOL »

Reésultat

Absence d’E.coli

On peut dire que le produit fini, le sirop «SSALBUTAMOL » est stérile et ne contient pas de

contaminations microbiologiques. Cela signifie que ce produit est conforme et de bonne

qualité hygiénique.

Résultats et norme

Tableau IV.2 : Résultats et norme.

Constituants : Norme Conformité
Principe actif =0.0369 g [0.0360, 0.0042] conforme
Conservateur = 129.3 mg [125.5, 147.5] Conforme
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Conclusion

Ce rapport de stage a pour objectif de répondre a la question d’étude, ’comment fabriquer un

médicament sirop et quel est le contrdle effectué pour I’assurance de sa qualité ?

Les résultats du contrdle physico-chimique sont conformes aux normes décrites par la

Pharmacopée Européenne 2014. Ceci confirme la bonne qualité des produits.

L’ensemble des résultats obtenus ont montré la conformité du produit fabriqué aux normes

exigées, ce qui explique la bonne qualité de médicament.

Aussi, En conclusion on peut dire qu’on a atteint aussi important (recherche bibliographique)

sur la plante malva sylvestris. malgré que les moyens matériels et le temps accordé a ce travail

ne permettent pas d’obtenir des résultats conséquents, ce travail doit avoir une suite pour étudier

le reste des activités biologiques des différents extraits.
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