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ABREVIATIONS

atm : Atmosphére.

B.P.C.: bonded Phase Chromatographie (Chromatographie sur phase greffée).
C’ : vitesse de lumiére.

C : concentration d’une solution.

°C.: Degré Celsius.

°C/ mn : Degré Par Minute.

C.C.M. : Chromatographie sur couche mince.
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CH,Cl : Dichlorofrme.

C,HsOH : Ethanol.

CH,COOH : Acide »cétique glacial.

CH;0H : méthanol.

CI": Chlorures.

CLHP : Chromatographie liquide a haute performance,
C LG Chromatographie liquid. ‘gel.

C.1b s Chromatographic liquide Tiquide.

ot Centunetre.

Crn s Chromatographie sur papier. concentration du soluté dans la phase
mobile.

comp : Comprimé.

4 2

C.P.G. : Chromatiographie en phase gazeuse.

C.P.L.: Chromatographie en phase liquide,

Cs : concentration du soluté dans la phase stationnaire. D.C.1. -
DO : Densité optique

I© - Etalon. ‘

ey Electron volt.

g - gramme.

H “hautenr

b heure.

[ hvdrogene.

HCt acide chlorhvdngue

H O s ean.

HASO, acide sullurique.

HL1PO; - acide phosphorique.

[ I'intensité a la sortie d’une solution.

[ Pmtensité a entrée d une solution.

W nfiarouge.

N voctlicient de partage.
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K’: facteur de capacité.

K" : ion de Potassium .

KBr : Bromure de Potassium..
K;CO;: Carbonates de potassium.
KH,PO, : tampon phosphates de potassium.
L.D. : limite de détection.

Log : logarithme décimal

M : molaire. |

Mg™" : magnésium.

mg : milligramme.

mg/l : milligramme par litre.
mg/ml : milligramme par millilitre.
ml/min : millilitre par minute.
Na": ion de Sodium.

NaCl : chiorure de sodium.

NaCH : hydroxyde de sodium.
NH; : ammoniaque.

NH', : ion d’ammonium.
NH,COOCH; : acétates d’ammonium.
p.a : principe actif.

pH : potentiel en hydrogéne.

ppm : particule par million.

Réf : référence.
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T : tolérance

Ty . temps mort.
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T° : température.
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pg/ml : micro gramme par millilitre.
ul : micro litre.



INTRODUCTION

La "Pseudoephedrine, HCI’ est un principe actif qui fait partie a la
classe des alcaicid-s, il est trés utilisé en temps qu’agent dopant et dans
pas mal de préparations pharmaceutiques comme ingrédient et vu son
importance thérapeutique, CRD SAIDAL a entamer Tout un axe de
recherche «fin de développer des méthodes de séparations et
d’identifications de ces principes actifs.

(C’est davs - axe rue m’a été proposé le présent sujet qui porte
pour théme ‘Mise au point d’une méthode d’identitication et de dosage de
la Pseudoephedrine, HCI dans le milieu biologique (urine)’.

Comme méthode de séparation on a opté pour la CLHP qui permet
de séparer des mélanges complexes en un temps trés court avec un
systeme de détection trés sensible et fiable.

Le plan de notre travail est composé d’une partie théorique qui
crefobe toutes i@ saformations néeéssaires récentes sur notre sujet et une
pariie pranque dans laquelle on a résumé I'ensemble des résultats trouvés
amsi que les interprétations adéquates.

En i une conclusion générale résume le travail demandé.
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I-LLES MEDICAMENTS

1-Définition :
un médicament d’une fagon trés large, comme toute substance qui
aftecté les processus de la vie.
- L’Organisation  Mondiale de¢  la Santé(O.M.S.) donne une
définition plus stricte « le terme médicament s’entend a toute substance
ou produit utilisé vue de modiftier ou d’¢tudier un systéme physiologie, ou

on ctait pathologie dans Fintérét de sujet au quel il administre[12].
2- RAPPEL DE PHARMACOLOGIE GENERALE

ORIGINE DE MEDICAMENTS

- Nagurellos : Minéraie, Amimale. Végétale  Arlilicielles : svnthése

CATEGORIES DES MEDICAMENTS

- Produit officinaus @ Drogues (origine naturelle) 6]

% - Produwits chimaques puars
Préparations galémiquesta partie de plusicars
drogues)
- Préparation magistrale © personnalisées pour une maladic
- specialité pharmaceutique - dénomination scientilique (Normalisation
Jde [. TUPAC)
Dénomination commune ( nom simple utilisable ¢n tous pays )

i

. : el S
dénomination coadnneiciale



VOIE D’ADMINISTRATION

ORALES
Solides
Cachets
Comprimés
Dragées

divers
enrobages

Pilules
Capsules
arachi-
Gelules

Granulés
épidurale
Sachets

TRANSMEQUEUSES
Rectale

Bucco-lingatile
ocuaires

Trachio bronchique
urinares

s

solutés

hquides
SIrop
potions
gouttes

aqueux

Alcooliqug

LS

PARENTERALE

- Sous cutane
- intramusculaire
- Intraveineuse

- intra arténielle

- intracardiaque

- intrachidienTe - SOus

dienne

LOCALES

Application sur la peau

Application sur
les muqueuses  génito-
Injection :

- Intra pleurale

- Intra articulaires



Lartic théorigre 1
e Pseudephedrine

II- PSEUDOEPHEDRINE

1- INTRODUCTION :[11]

Les éphédras sont des sous arbrisseaux dioique, leurs espéces renferment des

quantités notables d’alcaloides, sont pour la plupart asiatiques.

Si I’on a identifié dans la drogue des flavonoides et des pranthocyanidols, ce
sont surtout les substances azotées ce sont des dérivés de types phénéthylamine.

Le coastituant majoritaire est presque toujours la (-) éphédrine
(configuration 1R,2S) qui présente 40 #90% des alcaloides totaux, et compagnie de

(+) .g§gu§ioephedﬁne de configuration(1S, 2S)ainsi que des dérivés nor et N,N

diméthyl corres.

2-CARACTERES ET EFFZTS THERAPEUTIQUES:

» -Indication:|15]

Traitement symptomatique de la congestion nasale au cours des affections

aigués rhino-pharynges.

o Posologic =t mode d’administration:|15]

{
-Par voie orale.

-Comprimé contient : 60mg de « Pseudoephédrine, HCl ».

e Contr? indication:[15]
-Risque de glaucome par fermeture de 'angle.

-Risqu:» de rétention urinaire lice notamment a des troubles

urétroprostatiques.

_IIs sont & éviter chez les femmes enceinte ou qui allaite.
e Précautions d’emplois:[15]
Comme tous les sympathomimétiques, la « Pseudoephedrine, HCI » doit étre

utilisée avec prudence, chez les sujets hypertendus diabétiques, ages ou cas des
psychose.

11






II1. LES METHODES D’ANALYSES UTILISEES:

1- SPECTROPHOTOMETRIE ULTRAT VIOLET ET VISIBLE:
1-1. Principe de la méthode :

Une analyse UV- Visible revient & déterminer les possibilités

d’adsorption électriques d’une molécule et a tracer de bonde

correspondant(
Les transitions électroniques UV-Visible sont dues a ’absorption de

quantum d’énergie lumineuse par un électron qui passe d’une orbitale

liante & une orbitale antiliante. [10]

Les énergies mise en jeu varient en fonction de la longueur d’onde,

et est données par la relation développé par Planck :
E=H*c¢c/A
E : énergie d’un quantum lumineuse ( E en k cal / mol, ou
ev. )
H : constante de Planck
C : vitesse de lumiére
A: longueur d’onde (m)
Les groupements chimiques susceptibles de conduire a une
absorption de la lumiére dans I"UV-Visible (200 Nm<A<800mm ) sont
appelées les chromophormes (C=C ; C=C ). Ces derniers se définissent

par des transitions exploitables dans I'U.V. proche a partir de 200nm.

I existe d’autre groupement incapables a eux seuls de provoquer

I’absorption.

1-2.Loi de Béer - Lambert:[7]

= {3



Supposant qu’un faisceau de lumiére monochromatique traverser
une solution d’un corps absorbant, soit I° Iintensité du faisceau
lumineuse a I’entrée de la solution et I son intensité a la sortie, soit ¢ la
concentration du corps absorbant.

[7]

la loi de Béer et celle de Lambert peuvent exprimer en une relation
unique: [7]

LogI°/I=L.&.C

I°: I'intensité lumineuse a 1’entrée de la solution

I : I'intensité lumineuse a la sortie de la solution

L : épaisseur de flacon d’analyse de I’échantillon (en
cm)

& : coefficient d’adsorption molaire

C: la concentration de la solution de substance 3

analyser

La transition « T » est définit comme le rapport des deux intensités

lumineuse : [7]
T=1/I° (onlexprime souvent en % )

La densité optique « Do» ( ou absorbance) est le logarithme

inverse du rapport inverse 7]

Do=1logI°/I=Ab

- 14-



2- SPECTROPHOTOMETRE DANS L’INFRA-

ROUGE :
2-1. Principe:

La spectrophotométrie IR a pour base I’absorption de I'énergie de
photons (hv) donnant naissance 4 des vibrations moléculaires. [9]

Les photons d’une lumiére monochromatique peuvent également
entrer en collision élastique avec certains domaines moléculaires. [9]

Ce procédé d’identification c’est trés largement développé au cours
des derniéres années, comme dans le cas précédent c’est la propriété des
molécules d’absorber certaines radiations lumineuses qui va étre mise &
profit. [1]

Toute fois, I’absorption aura lieu ici a des longueurs d’ondes
utilisées en pratique de 200 4 4000 cm™.

Les fréquences des bondes d’absorption seront en fonction des
masses atomiques du vibrateur, de la force de liaisons, et de la symétrie
de la molécule. [1]

Le spectre IR d’une molécule organique est infiniment plus
complexe que le spectre UV-Visible, 11 comporte un trés grand nombre de

‘bandes exprimées en nm on parle plutét des fréquences de vibrations

celles-ci sont exprimées en cm™ [10]

-15-



3. NOTIONS DE LA CHROMATOGRAPHIE

3-1.Définition:

C’est une méthode d’analyse immédiate par percolation d’un
liquide, ou d’un gaz sur une matiére poreuse, ou divisée, Il se produit
alors des échanges répétés entre une phase fixe, qui est appelée phase
stationnaire, et les constituant de la phase mobile. Se sépare, par suite de

la différences de leurs vitesse de migration. .[1]

3-2.Classification :

On peut classer les méthodes chromatographies de trois maniéres
différentes :

2-2-1. Selon la nature des phases:

La phase fixe (ou phase stationnaire ) peut étre, soit un liquide
solide ayant des propriétés adsorbants, soit un liquide qui imprégne un
solide, un liquide qui solvate un solide, et on fait intégrante(on parle,
alors, de « gel »), soit, en fin, un solide a la surface du quel on a greffé
des molécules appropriés. La phase mobile soit un liquide, Ou un gaz
vecteur on distingue[17]

Ainsi:

chromatographie liquide — solide

[\ T

chromatographie liquide - liquide

chromatographie gaz — solide

Lo

o

chromatographie gaz liquide
3-2-2. Selon la nature des phénoménes mise en jeu dans la
séparation :

On distingue :

T



3-2-2-a. La chromatographie d’adsorption :

Lorsque la phase stationnaire est un solide doué de propriétés
adsorbantes. [8]

Pour obtenir des séparations reproductibles il faut, donc maintenir
constante la teneur en eau de I’adsorbant. [17]
3-2-2-b. La chromatographie de partage:

La séparation repose sur la différence de solubilité de la molécule
dans les deux phases (liquides) pratiquement, non miscibles. Ou des
différences interactions des solutés avec les motifs organiques. [16]

Actuellement, on utilise, pratiquement, plus que les phases
greffées, et nous nous limitons. A cette forme de la chromatographie de
partage qui est nommé:

chromatographie de partage sur phase stationnaire greffée « Bonded

Phase Chromatograph » B.P.C, On distingue deux types : [9]

La chromatographie de partage de phase normal, Ou la phase
stationnaire est polaire, et les phases mobiles sont peu polaires.

Ou, la chromatographie a polarité de phase inversée ou la phase
stationnaire étant apolaire (plus souvent, les motifs greffés sont des

chaines carbonyles), la phase mobile est polaire.
3-2-2-c. La chromatographie par échange d’ions:

La phase stationnaire est formée de macromoléculaires (résines)
portant des groupements fonctionnels acides ou basiques qui permettent

I'échange de certains de leurs ions avec des ions de méme signe du

mélange a chromatographie. [8]
3-2-2-d. La chromatographie d’exclusion diffusion:

On désigne un processus au cours duquel, par passage des

molécules a travers un gel de structure poreuse et en raison d’un effet de

- VI



tamis. Sous le terme de permutation sur gel [Y)
3-2-3.Classification d’a pres le procedé utilise :

On desipne ainsi
3-2-3-a. La chromatopraphic sur suitace
~La Chromatographic sur papicr ¢ CF p 1o phase stalionnaire ese any
hguide mamtenu sur an appodt de cellulose |16]
-La  chromatographic  sur  couche mince (C.CAND Lo phoase
stationnatre dans ce cas esl retenue sur une surface plance Verre matiere
plastique. ou feaille d"aluminium, quit est recouverte d une couche mince
(depaisseur :0.5 mm) de gel de sihce. ou alumine. |8]

Elle est basée sur Ueflet capllaie de la phase mobile a travers la
phase stationnaire. |9}
3-2-2.b. La chromatographie sur colonne:
[i4 phase st:tionnaire est une colonne cylindrique ¢n verre ou en métal.
Sclon les modalités de migration de la phase mobile on visage (8]

-I.a chromatoeraphie par développement |

-La chromatographie par élution.

- 18-



4- CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE A HAUTE
PELRFORMANCE C.L.H.P:

4-1. Introduction :

La lenteur des séparations de la chromatographie en phase liquide
(sur colonne ) était hée aux faibles vitesses d’élution nécessaire en raison
de Pefficacité médiocre des colonnes utilisées (0.01 a 0.001em.s™ ). [17]

Actuellement, on opére avec des vitesses linéaires de la phase
mobile de oiure we 0.1 4 1 em.s™ vitesse comparable a celle de la
chromatographie en phase gazeuse , dont elle est complémentaire[3]. On
parle ic1 de la chromatographie liquide » a grande vitesse » © « sous haute
pression », « de haute performance «; ou de perlormance »a haute

resolutione - |17]
4-2. Principe de base:

On opére pratiquement exclusivement par élution, une faible
quantité de
I’échantillon a analyser est introduite au sommet de la colonne a I’aide
d’injecteur , sous I’action de la phase mobile (éluant) qui est pressée par
une pompe a haute performance (sous haute pression). On observe 4 la

sortie du détecteur des pics symétriques, plus au moins séparées sur le

chromatogramme .
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4.3. L ’appareillage d’un systéme de C.L.HLP. :

Un appareillage C.L.H.P. [3]comprend quatre parties principales :

; Gradient device

2 S e

Une pompe ;
Une colonne ;

Un systéme d’injection ;

Un détecteur ,avec un systéme d’analyse.

Sample injector

Solvent reservoir’s

Column

Detector

baTa

Fig. n°l : Schéma @’ appareillage de C.L.H.P

- 20-
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4-4.  caractéristiques correspondants Les différents
grandeurs :

4-4-1. Grandeurs de rétentions:

Temps de rétention tg (min) : C’est le temps d’élution au maximum du
pic mesuré a partir de I'injection. d’autre part, on peut définir le temps de
rétention relatif tg’, qui est la différence entre le temps de rétention t et
tro - [8]

tro test le temps qui mise la phase mobile pour parcourir la
colonne.
tr’ = tr — tro

¢ On utilise, pour caractériser la rétention d’un composé le facteur de

capacité k’ qui est défini par la relation :[8]
K =Ce. Vs / C. V=K. Vg / Vy

Cs : concentration de soluté & 1’équilibre dans la phase mobile.

Cw : concentration de soluté a I’équilibre dans la phase stationnaire

Cs/Cy = K : coefficient de partage .

Vs : le volume de la phase stationnaire.

Vu :le volume de la phase éluente contenu dans la colonne.

K’ peut étre déterminer expérimentalement au moyen des relations

suivantes: [17]

K'= (Vg =V / Vi =(tg —tre) / tro

Tab n°1: Les valeurs de K’ indique que : [17]

K 0 <1 1 10
Non Peu Trop
Composé Retenu
Retenu Retenu retenu
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4-4-2.Efficacité de la colonne :

Le nombre de plateaux théorique constitué une mesure de la
capacité d’une colonne de séparation, On peut le calculé par les relations
suivantes : [9]

N = 16(tr / w)’ = 8.Log 2.(tr/5)

w : largeur de pic a la base

d : largeur de pic 2 mi —hauteur

Pour  pouvoir comparer entre deux  colonnes  de diflérentes
longueurs, on définit la Hauteur Equivalente a un Plateau
Théorique(H.E.P.T. , ou ). [17]

H=1L/N
4-4-3.La sélectivité:

Pour caractériser la distzace séparant les sommets de deux pics
consécutif 1 et 2, On utilise la sélectivité (ou rétention relative) définie
par les relations: [17]
0= (tgy = try) Mtga-tge) = K, / K4
4-4-4. La réscrution: La resolution Rg entre deux pics est définit par la
relation: [17), [9]

Rﬁ, = Z(tk_z-'tlgl)lr (“‘ 1“*'“]}



5- LA VALIDATION D’UNE METHODE D’ANALYSE :
S-1. Introduction:

La validation d’une méthode est une opération destinée a
déterminer que toute procédure utilisée pour ’analyse d’un produit
conduisant éffictivement au bon résultat. [13]

En bioanalyse, la validation a pour objectif de démontrer et les
performances de la procédure de dosage et de prouver que les résultats
[S]obtenus sont dans les limites bien définies. [5]

Ces critéres sont les suivants :[13]

-Critéres fonctionnels

Sélectivité ;

Spécificité ;

Sensibilité.
= -Critéres statistiques :
- linéarité ;
- Fidélité ( répétabilité, reproductibilité).
Paramétres garantissent Iaptitude de la méthode a donner des résultats

exacts et constants dans les conditions opératoires fixés par le laboratoire
de mise au point : [1]

S-2. Définitions:
5-2-1.Spécificité :

Est une méthode d’analyse lorsqu’elle permet de vérifier le non-
interférence le signal de la substance & analyser avec les constituants

prévenus a la formation ou des produits de dégradation [S]
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5-2-2. Sélectivité :
La sélectivité d’une procédure analytique est sa capacité a établir de

maniére univoque l’existence de la substance & analyser en présence

d’autres composants potentiellement présents. [5]

3-2-3. Linéarité :

La linéarité d’une procédure d’analyse est sa capacité a I'intérieur
d’un certain intervalle de dosage, la relation existante entre la réponse
(signal, exemple: Surface) et la concentration (quantité) en substance a

examiner dans I’échantillon. [13]

5-2-4. Fideélité :
Est exprimée [’étroitesse de I’accord entre une série de mesures

provenant de multiples d’'un méme échantillon homogéne dans des

conditions prescrites la fidélité peut étre évaluée a deux niveaux : [13]

-Répétabilité.
-Reproductibilité.
5-2-4-a. Répétabilité:

Est une expression quantitative de la précision, lorsque le méme
opérateur applique la méme méthode sur le méme échantillon, dans le
méme laboratoire, avec les mémes appareils et les méme réactifs au cours
de la méme série d’analyse. [4]

5-2-4-b. Reproductibilité : Les variations typiques a étudier sont
les effets jour, opérateurs, équipements,...etc.

L’utilisation ne doit pas étre étudier individuellement, 1’utilisation

d’un plan d’expériences est encouragée. [S]
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5-2-5.Seuil de détection :

Le seuil de détection d’une procédure est la plus petite quantité a
examiner dans un échantillon, pouvant étre détectée mais non quantifiée

comme une valeur exacte. [4]

5-2-6.Seuil de quantification :

Le seuil de quantification est définie comme la plus petite quantité de
produit qu’il est possible de quantifier dans les conditions satisfaisantes

de précision, ¢’est a dire avec une justesse et une fidélité acceptable. (1]

S-3. Critéres statistiques pour évaluer une méthode:

Quand on répéte n fois une mesure expérimentale sur un méme
¢chantillon (en sens chimique) pour estimer le bon résultat, la pratique

consiste d’évaluer les critéres suivants: [10]

1- La valeur centrale (valeur moyenne arithmétique des valeurs

individuelles):
X=xi+u+t... Fx)n

2-. L’écart type d’un ensemble des résultats :
5=y > (xi - x)*/(n-1)

3- Coefficient de variation( I’écart- type relatif ) :

Cv= (8/x’).100 ( exprimé en % )

- 8
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Partie pratique controle de qualité de « Pseudoephedrine, HCI »

Tab n°2:résultats des essais de controle de qualité du

pseudoephedrine , HCl :

Paramétres testés Normes Résultats
Aspests Poudre cristalline blanche s

ou sensiblement blanche

Solubilité:

Trés soluble
Tres soluble Conforme
Tres soluble
Peu soluble

Eau (H,O)
Alcool (EthOH, 96%)
Acétonitrile (CH;CN)
Chloroforme (CHCls;)

Point de fusion / /
Spectre échantillon
Spectrophotométrie IR identique au spectre de Conforme
référence
Présente trois
, maximum 4 :
speetrophotomeme UV- | 5oy riney  (.:696 Ab Conforme
VISt 257.1 nm 0.876 Ab
262.8 nm 0.708 Ab

Réaction chimique

~ Perte de dessiccation(%)
Cendres sulfuriques

D’apreés les résultats obtenus, « le Pseudoephedrine, HCl » est conforme aux

spécification de la (BP.1993, USP.1995, Clark’s)..



Partie pratique mise au point de la méthode

II- MISE AU PIONT D’UNE METHODE DE DOSAGE

PSEUDUEPHEDRINE, HCI PAR C.L.H.P:

1-Méthode et matériels:

1-1-.Matériels et réactifs:

*Réactifs

« Pseudoephedrine ,HC1 » }(Eta.lon)

Eau ultra pure (pour HP.L.C))

Acétonitrile MERC pour HP.L.C..

Tampon acétate d’ammonium pour H.P.L..C.

Tampon diiydrogéno phosphate de potassium FLUKA (T=920%)
Méthanol CHROMANORM pour H.P.L.C. (T=99.9%)

*Appareillages:

Etuve MEMERT.

Balance analytique de précision SARTORIUS
Millépore pour filtration HV- 0.45um

Ultra-son ANNE MASSE S.A.
Chromatographie liquide de type SCHIMADZU:

Une pompe L.C.-10 AD SCHIMADZU
- Un détecteur SPD — M10 AV.DAD( Diode .Array .Détecter.)
[SIL — 10 AD] Auto injecteur.

Colonne de type : Symmétry Shield. RP C-jg, 5 um, 3.9 x 150 mm
(WATERS); Pré colonne C- 3.



Partie pratique mise au point de la méthode

1-2. Méthodes:

124 Optimisation des conditions opératoires:

La recherche des conditions optimales de « Pseudoephedrine ,HCl » dans un
milieux biologique est réalisée en mesurant les paramétres classiques de rétention

pour augmenter la sensibilité et la spécificité du la méthode chromatographie.

1-2-1-1. Choix de la phase stationnaire :

Nos travaux ont été effectué sur un seul types de colonne C-j5 sous les

mémes conditions de phase mobile, de longueur d’onde (voir fig. n°3).

Fig. n°3: Choix de la phase stationnaire

e =4
s — =

g

il

0

\ | G R e e s R
2 - o - - - - 1 eacie - - - o i - =

1-2-1-2. Choix de la phase mobile :

Nous avons procédé aux choix de la phase mobile, trois systémes proposés
par la bibliographie. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau n°3 ,vu les
résultats obtenus, nous avons opté pour le systéme n°3 soit Acétonitrile / tampon

KH,PO4
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Tab n°3 : choix de la phase mobile

tR de
pseudoephedrine,
Phase mobile proportion Remarque
HC1
tr court.
Methanol /Tampon Pic large avec
70-30 3.185
KH,PO, un trainer
Pic faible avec un tg
Methanol/Tampon
court
CH;COONH,4 89-11 4.503 :
La phase mobile
Acetonitrile/tampon i Un pics symétrie
KH,PO, 92-8 ' Avec un tg suffisant.

Fig. n°4 :Choix de la phase mobile

»

L L

! ;

l\{ghanoveau

Phase mobile n°1

: Phase mobile n°2:

d’ammonium

Methanol/tampon acétare

Phasemobile n°3 :
acétonitrilel/ tampon

KH,PO4
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Partie pratigue mise au point de la méthode

1-2-1-3.Choix de la longueur d’onde :

Le balayage d’une solution de « pseudoephedrine, HCl » dans la phase

mobile entre 210-270 nm, présente un maximum d’adsorption a 210 nm. (voir

Fig n’5)

Fig. n5: Choix de la longueur d’onde

: Libs
il 250 ; (@5 25w
- 10
;
hd 2l Ché 254nm
1 10
.
i ¥
L "
£ < 5 ‘f‘
. 0 :
1 Chi 230nm Ch7 260nm
10
5 L]
3 ;
. ; :
ki 246 0 —
Chb 200me
10
§
H 0 vl & ,— - i3
; ) § § § :
aln 0 : win

1-2-1-4.Influence de Ia polarité de la phase mobile :

A fin d’améliorer la résolution du « Pseudoephedrine, HCl » , Nous avons

fait varier la proportion du tampon KH,O4 80% - 96% .Les résultats obtenus sont

résumés dans le tableau n°4:
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Partie pratiqgue

mise au point de la méthode

Tab n°4 : influences de 1a polarité de la phase mobile.

% Tampon KH,PO, | % Acetonitrile | tg d’étalon (min)
80 20 4.050
85 15 4.655
90 10 3817
92 08 8.195
o4 06 9.565
96 = 04 12.700

tg est en relation avec la polarité de la phase mobile. Nous avons remarqué, d’apres
la courbe de la fig. n 8 que le temps de rétention augmente avec la polarité
croissante de la phase mobile donc avec un pourcentage du tampon de KH,PO, -
Pour une polarit¢ de 92% on obtient un temps de rétention optimale qui
permet:
- Une analyse spécifique pour le « pseudoephedrine, HCl » que celles de
composés d’urine.
- Une analyse courte et suffisante pour le dosage de « Pseudoephedrine

HCl ».

1-2-1-5.Influence du pH de la phase mobile:

Nous  préparons  six  solutions  contenants 60 ug/ml  de
« Pseudoephedrine, HC1 » |, le pH de ces solutions varie entre 3 et 8. |
Tab n’5. Influence de pH de la phase mobile sur tr
PH - 3.5 4 5 6 8
tg (min) | 7.282 7.389 7.526 8.197 8236 11.435

On observe que le tg augmente quand on augmente le pH, pH = 5 c¢’est le

plus adéquat pour donner un tg suffisant pour notre analyse.



80% Tampon KH,POj,

85% Tampon KH,PO,
1

90% Hmﬂﬂﬁob HAENHUO#

94% Tampon KH,PO,

96% Tampon KH,PO,

Fig n° 6: L’influence de polarité de la phase mobile.

J

)

J
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PH=03

PH=03.5

PH=04

PH=06

PH=08

Fig n°7 : Influence de pH de la phase mobile sur tg
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Fig n°9:Variation de tR en fonction de pH de la phase mobile

35



Partie pratique , mise au point de la méthode

Les résultats retenus les conditions chromatographies optimales suivantes

CONDITIONS CHROMATOGRAPHIQUES

COLONNE : SYMETRY SHILD RP-j DI 15um, 3.9x150mm
PHASE MOBILE : 1-TAMPON KH,PO, 92%

2-ACETONITRILE 8%
2- LONGUEUR D’ONDE  210mm

DEBIT Iml/min

SOLUTION INJECTEE L’ETALON INTERNE
DANS LA PHASE MOBILE

VOLUME INJECTE 20pul

pH AJUSTE 4.9
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Partie pratique validation de la méthode

2.VALIDATION DE LA METHODE :

Les conditions chromatographiques optimales étant retenues, nous nous

sommes attelés a étudier les critéres de fiabilité de la méthode.
2-1. Spécificité :
Nous avons procédé a l’injection d’une solution contenant les urines sans

-« Pseudoephedrine ,HCl ». La fig n°10 montre I’absence de tout pic au temps de

rétention correspond au « Pseudoephedrine, HCI ».

Fig n'10: Etude de la spécificité.

A

Gz

et i ST SUSCY SR PRGOS 2§
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Partie pratique validation de la méthode

2-2.Sélectivité :
Nous avons procédé a I’injection d’une solution contenant les urines et le
« Pseudoephedrine ,HCl», la fig n’11 montre la sélectivité de pic de

« Pseudoephedrine ,HCI » que celle des composés de 1’urine.

fig. n’'11: Etude de la sélectivité

Chl 210w
150 g

]

.
Gz
=

5

x
o B T

%4; - TS
i9. @ns
A o TEEY R

gt

nx

2-3.Linéarité : la linéarit¢é de la wvariation du surfaces des pics du
« Pseudoephedrine ,HCl » en fonction de la concentration de « Pseudoephedrine
JHCI » a été étudier.

2-3-1.Linéarité de I’étalon :

Dans ce cas, cinq solutions de concentrations différentes de « Pseudoephedrine,

HCI » ont été préparées suivant le schéma décrit par la fig n°22.

Les résultats expérimentaux nous ont permis d’établir le tableau n°6 montre les

chromatogrammes correspondants obtenus.
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Puartie pratique

validation de la méthode

[’¢quation de la droite de la forme y = Ax + B est calculée a partir des valeurs du

tableau n°6.

Tab n°6 :Etude de linéarité de I’étalon :

Concentration de

« Pseudoephedrine, 20 40 60 80 100
HCI »(pg/ml)
Surfaces des pics de
753988 | 1529333 | 2308293 | 3179245 | 3915346

I’étalon

Les valeurs expérimentales portant en abscisse les concentrations du

« Pseudoephedrine,HCI » et en ordonnée les surfaces sont portées sur la fig n°12.

L’¢quation de la droite de régression est Y= 39803.14. X -54547.4. et le

coefficient de corrélation de 0.99974montre la trés bonne linéarité de la méthode.

2-3-2.Linéarité de Péchantillon

Cinq solutions d’échantillon de « Pseudoephedrine,HCIl » de concentrations

varient de 20 a 100 pg/ml (dans 'urine). ont été préparées suivant le schéma décrit

par la fig n°23.

Les résultats obtenus & partir des chromatogrammes présentés dans la fig

n°13, sont apportés dans le tableau n°7, et a partir desquels on a pu calculer

l

“équation de la droite.

Tab n°7: Etude de L.’échantillon:

pseudoephedrine(pg/ml)

Concentration de

20

40

60

80

100

Surface de pic de

I’étalon

698487

1567859

2345327

3113408

3853453




20pg/ml

40pg/ml

60pg/ml

80pg/ml

Fig n°12
_ _

: Etude de la linearité de I’ étalon

J

*

_

|

|

|
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20pg/ml

40ug/ml

60ug/ml

80ug/ml

100pg/ml

Fig n°13 : Etude de la linearité de I’ échantillon
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Partie pratique validation de la méthode

Les valeurs expérimentales portées sur la fig n° 13 nous en permis de tracer
la droite de régression de la forme Y=-38124 X - 813769 et coefficient de
corrélation 0.9994.

2-4. Fidélité : Ce paramétre comprend la répétabilité et la reproductibilite de la
méthode.

2-4-1- Répétabilité :une solution contenant I’étalon 60pg de « Pseudoephedrine,-
HCl» a été injectée dix fois dans le chromatographe, les chromatogrammes
obtenus sont rapportées sur la fig n°16.

Les surfaces des pics sont résumées dans le tableau n°8, Nous avons calculé

A partir de ces valeurs la moyenne, I’écart type et le coefficient de variation.

Tab n°8: Etude de la répétabilité du « Pseudoephedrine, HCl »

N x (1) Surface de pic de I’étalon

1 2345679

2336748

2349159

12337383

2
3
4
5
6 2329907
i
8
9

10 2340685

X=2337028.8.
3 =15683.873
Cy=0.49 %
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Partie pratique validation de la méthode

2-4-2.Reproductibilité:

Pour ¢valuer la reproductibilité nous préparons pendant cinq jours une

solution contenant 60 pg de « Pseudoephedrine, HCI » .

Les résultats obtenus a partir des chromatogrammes reportés sur la fig n°:17

Sont présent¢s dans le tableau n°9.

Tableau n°Y: Etude de la reproductibilité du « Pseudoephedrine, HCI » .

Jours 1 - 3 4 5

Surfaces
2314561 | 2326463 | 2362508 | 2378029 | 2308293

du pics

X=2337970.8
6 =30691.8
‘(‘V =1.31%

Les coeflicients de variation qui restent trés faibles aussi bien dans 1’étude
de la répétabilit¢ que dans celle de la reproductibilité montrent une excellente

précision de notre méthode.
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Partie pratigue validation de la méthode

2-5.Limite de détection :

La détermination de la limite de détection permet d’évaluer la sensibilité
de la méthode, nous I’avons estimé en effectuant des dilutions successives d’une
solution de 107 mg de « Pseudoephedrine, HCl », nous avons déterminés la
concentration de plus petite pic détectable coﬁespondant au rapport de surface
(bruit de fond supérieur ou égale a deux).

(voir chromatogramme fig. n°18).

La plus petite concentration est égale a: 0.01 pg / ml.
fig. n'18 : Etude de la limite de détection.

L ERES
i % -
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2-6.La limite de quantification :

De méme maniere, nous I’avons estimé, en effectuant, aussi, des dilutions
successives d’une solution de concentration 10”mg /ml de « Pseudoephedrine,
HCl ».

Nous avons déterminé la concentration minimale ou la méthode est non

linéaire(est égale a 8ug/ml).
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Partie pratique application de la méthode

IIL.L application de la méthode de dosage «Pseudoephedr-
ine, HCI » dans I’Urine :
I.Administration :

Nous avons étudiée la molécule de « Pseudoephedrine, HCl », aprés 24

heures de son administration chez un sujet ( humain).

Tab n'10: mode d’administration.

) Heure Heure de Volume éliminé
Sujet| Sexe dge
d’administration |récupération apres 24 heure
1 | féminin | 23 ans 0.00 heure 24 heure 1025 ml

2.Préparations des solutions a injecter dans la C.L.H.P :

Etalon : Echantillon :
Solution meére Solution mere
200mg de I'l: / 100ml d’eau I’Echantillon
Imi/ 10ml Iml/ 10ml
dans la phase dans la phase
mobile mobile

: '

4ml/ 10ml Volume final : 10ml
dans la phase

mobile De concentration : x

v

Volume final : 10ml

De concentration : 80 pg/ml
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Partie pratique application de la méthode

Tab n°11: Les résultats obtenus apreés Papplication de la méthode

du dosage « pseudoephédrine , HCI » dans les urines.

Quantité absorbée de

la pseudoephedrine,

Concentration Surface

HCI aprés une

comprimé de 180 mg

Etalon 200/100 . 4/10 . 1/10 = 180mg (100%)

3294227
80ug/ml
X=2993565/3294227x
Echantillon |[200/100 x 1/10 x 4/10 x 10 2993565 /

x 100

Calcul :

X=2993565/3294227 x 200/100 x 1/10 x 4/10 x 10 x 100

X=72.69%

3.Interprétation & Conclusion :

D’apres la pharmacologique clinique, les normes de la quantité

¢himmée de « Pseudoephedrine, HCI » inchangée dans les urines varie de 70% a

90% par apport a la quantité absorbée.

Les résultats obtenus permettent (Fig n'19 ) de constater chez les sujet que

la quantité éliminée du médicament dans les urines aprés 24h d’administration

est dans la norme .
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Par conséquence notre méthode est validée, car elle répond a tous les critéres de

validation.

=
5 o
1504 : :
504
£ e
6 2 4 & =
7 d
échantillon
2001 chh 210nm ™
150
A0y
o o o N O R e B S
G 2 4 6 g
min

Etalons

Fig.n°19 application de dosage du « Pseudoepheine, HCI » dans les urines .
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Conclusion

CONCLUSION GENERALE

La chromatographie apporte une contribution particuliérement importante
Pour répondre aux problémes d’identifications et de dosages dans le cadre du
I’¢tude de la bioequivalance de notre substance, la « Pseudoephedrine, HCI ».

On a procédé a une recherche analytique trés poussée afin de mettre au
point une méthode de dosage de « Pseudoephedrine, HC1 ».par CLHP.

La validation de cette méthode obtenue aprés exploitation statistique des
résultats démontre sa fiabilité.

Elle donne de bonne résultats du faite qu’elle présente une limite de
détection assez basse (10mg/ml) et confirmé par la trés bonne linéarité avec un
coefficient de corrélation de 0.99974 et des coefficients de variations
faibles(0.49% pour la répetabilité, et 1.31% pour la reproductibilité).

Ainsi la tres linéarité de la méthode sur I’échantillon |, ou le coefficient de
corrélation est perfectionné (coefficient de corrélation est égale a 0.9994).

Elle permet d’appliqué cette méthode pour doser, et identifier la

« Pseudoephedrine, HCI ».dans le milieu biologique « urine ».
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Fig. n° 21 : Spectrophotometrie d’absorption dans PIR
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Fig n°22: Présentation de la gamme d’étalonnage de I’étalon :

Pseudoephédrine, HCI
200mg

l

Diluer dans 100ml
de la phase mobile

l

Pipetter Sml

l

Diluer dans 50 ml

De la phase mobile

v v v v v
Iml 2ml 3ml 4ml S5ml
Ajuster avec la
phase mobile
10ml] 10ml 10ml 10ml 10ml
20ug/ml 40pug/ml 60pg/ml 80ug/ml 100pg/ml
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fig. 23 : Préparation de gamme d’étalonnage de I’échantillon :

Pseudoephédrine, HCI
200mg

i

Diluer dans 100ml
de la phase mobile

l

Pipetter 5ml

l

Diluer dans 50 ml

de ’urine
\ 4 v v v v
1ml 2ml 3ml 4ml Sml
Ajuster avec la
phase mobile
\ 4
10ml 10ml 10ml 10ml 10ml
20ug/ml 40pg/ml 60pg/ml 80ug/ml 100pg/ml
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STEREO-ISOMERIE DU 2-(METHYLAMINO)-1-PHENYLPROPAN-1-OL

0Ll

6 5

NH-Cl1y

NH~Clly

(0181

1 C-HIN L
Qb HC-HIN b ANHCH,
“ (/ < I ~,
CIl 5 0
'i

NH —CHj
ol | NH-CH,

k(/'ﬁkul — 1 O K
a¥ Yop ke % il B 30 4 - ‘(
\

oIl OH

CH

C ¥
g cl Py CH,
i sl S NEH-O : L
1 N(I)[ cl ANt MG H o —NH-CH_
e O gl O
L = & Ot i
@ N
oS CI G M, CH
6 5 5 6 5
() : lévogyre ; - 42° (1) : dextrogyre ; -+ 42° (¢) = lévogyre (d) : dextrogyre
Jie, 2s 184 2R IR, 2R 1828

Lirythro

L]

phédrine

Les stéréo-isomeres (a) e

Les stéréo-isomeéres (b) e

tw— Thréo ~J

Pseudocéphédrine

t (b) ainsi que (c) et (d) sont énantioméres.
Les steréo-isomeres (a) et (c) ainsi que (a) et (d) sont diastéréo-isoméres.

t (c) ainsi que (b) et (d) sont diastéréo-isomeéres.

L'appellation thréo définit une configuration relative des deux carbones chiraux
voisins (ou non) telle que des groupes analogues ne puissent pas, par rotation,
étre superposables (mis en coincidence).

EXEMPLE :
Les stéreo-isomeres du 2-(méthylamino)-1-phénylpropan-1-ol
- (a) et (b) ou 1R, 2S et 1S, 2R sont considérés comme érythro
- (c)et(d)ou 1R, 2R et 1S, 28 sont considérés comme thréo.



Parametre majeur

Constituant mineur

Constituant en traces

Constituant

Répétabilité sur
solution témoin

<1%

<1%

<1%

Coefficient de

corrélation sur

échantillon de
référence

= 10,999

>(0.980

>0.970

Coefficient de
corrélation sur
échantillon
reconstitue

>0.998

>0.960

>0.950

Ecart type de
répétabilité sur
échantillon
manufacturé

<1.5%

<3%

<5%

Limite de détection
(en % de la
concentration
normale dosée)

=%

<1%

<5%

Limite de
quantification ( en
% de la
concentration
normale dosée)

<1%

<3%

<10%

Ecart type de
reproductibilité sur
¢chantillon
manufacturé

<2.5%

<5%

<10%

Ecart type de
fidélité

<4%

< 8%

<15%

Ecart de justesse

<2%

<4%

<10%

Tabl2 : Types d’échantillons et critéres d’acceptation




