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ABREVIATIONS

etrn : Atmosphère.
B.P.C.: bonded Phase Chromatographie (Chromatographie sur phase greffée).
C' : vitesse de lumière.
C : concentration. d'unq solution.
"C.: Degré Çelsius,
oC/ mn : Degré Par Minute. '

C.C.M. : Chromatographio sur couche minco.
Ch :Chromatographie.
CFiCl3 : Chk::ofonne.
CH2CI : Dichlarofrme.
CzHsOH : Ethanol.
C}"I.'COOH : Acidc ;,'cetique glacial.
C[]r[tri : Méthanol.
Cl- : Chlorures.
cl HP : chr*r,akrgraphie liquicle à haute perlirrrnance .

(. i .C. . Chronratographie liquid; ,gol.

L L I . Chrornatographic liquidc,l;quidc
r'nr . Ucntilnolrr:.
t'tit : L'hrtrmatographie sur papier. corrcr.:ntruti'rr tlu soluté dans la phase
Illcrtrilc.
Çoltlp : Clornprirné"
Cl) 1'

(1.P.ô. ; Chromatographie en phase gazeuse.
C.l).1.. : Chronlar()graphie en phase liqui«lc.
Cs : c,rrcentration du,soluté dans la phase statir''aire. I).c.1. :

IXj : Densité oprique
Ir : Iitalon
qr,',: électnru voll
g gl'i.ltltH't(:

lr rruiri'e

I I' . hr.h'ogcrre .

i lt'l rtiil* chlorhr.dr.rrlrr,;
lttt filr.r . ii

ll,St), . acide rultirrique
IIrl)().j : acide phosphorique.
L I'irrterrsité à Ia sortie d'une solution.
I I'itrtcrrsité à l'errtrée d'utre soluti«rn.
i il i ir lil* ,ugc.

F,, r-rrçlllicient d'.: partage.
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K': facteur de capacité.
K* : ion de Potassium .

KBr : Bromure de Potassium..
KzCOg: Carbonates de potassium.
KHzPO+ :tampon phosphates de potassium.
L.D. : limite de détection.
Log : logarithme déoimal
M : molaire.
Mg*: magnésium.
mg : milligremme.
mdl : milligramme par litre.
mÿml : milligramnn€ par millilitre.
mllmin : millilitre par minute,
Na*: ion de Sodium.
NaCl : chlorure de sodium.- 
NaCIH : hydroxyde de sodium.
NHr : ammoniaque.
NFfo : ion d'ammonium.
NI{4COOCHT : acétates d'ammonium.
p.a : principe actif.
pH : potentiel en hydrogène.
ppm : particule par million.
Réf : réference
Rs : résolution.
T :tolérance
Tj:.temps mort.
Tr: temps de rétention.
To : température.
UV: ultra-violet.
V/ : la largeur de I a base de pios.
7o : pourcentage.
qm : nanomètre.
u : la sélectivité
§ : sélectivité.

_ l: longueurd'onde.
pr : micro

FS/ml : micro gramme par millilitre.
- pl : micro litre.



lN'l'RoDt iC'l'toN

[.a 'Pseudoephedrine, HCI'est un principe actit'qui tàit partie à la

classe des alcalcTdr,s, il est très utilisé en temps qu'agent dopant et dans

pa.s rnal de préparations pharmaceutiques comme ingrédient et vu son

importanoe thérapeutique, CRD SAIDAL à entamer Tout un axe de

recherche r:fin de développer des méthodes de séparations et

d'identifications de ces principes actifs.

C"est dars ^,:i ^îxe nue rn'a été proposé le présent sujet qui porte

pour thème 'Mise au point d'unç 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

dc séparer des mélanges complexes en un ternps trés court aves un

s1'stème cle détection trés scnsible el tîablc.

Lc plarr ,.1() uolrc travail cst conrllosi d'une partie tlréorique qui

,,'l':iLrhr: lrrult:s r.:,s inlirunrtions néoéssaires récenles sur notre sujet et une

il:ri-li* Pratiqtrc daus lacluelle on a résunré l'ensenrbls des résultats trouvés

;rinsi cpre les interprétations adéc1uates.
* 

I:ln liti lrtto cotrclusion généralc résuruc l.: trarail clsrrraldé.

ll L ï:t '- -. -t

- ll-



I-I,ES MEDICAMBNTS

I-Définifion :

un médicament d'une façon très large, §otnnle toute substance qui

atlbcté les processus de la vie.

_ L'Organisation Montliale rlc lu Sunté(O.N'I.S.) clonne une

définitit-xr plus stricte « le tenne nrédicanr«;nt s'entend à toute substance

ou glrtdttit ulilisé r'uc clr: rntditit:r ou rl'étudier urr systèrne physiokrgie, ou

()lt i:lilil 1:rirtltukrgiu cl:rris l"intérôt dc sujet arr rlrrol il adrnirristre[21.

2- ITAPPIIL DE PHARMACOLOCIE GINERA[,8

OIT IGIN Ii DE N,TI.]DICAN,IENT'S

- blÉ{iljclLJ :.}"1lrtd::rir . A;riptrle . r/egétale Artiliciolles-. sr rrtlrùse

( :. \.'l'L:(;()ltl li§ D IrS Nl li D l ( :.,\NI Ii N' l'Si

- llroduit ulTîciqrtur-: l)i'()Buûs (ol"iS,ine llltrtrr.ulle t [61

ilrrxJrri(s clrirrri,-1tres llur s.

- lirépat'ittiottr ltahinitltte s(i partir tl* lrlrt:ie rtts

tlnrgucs)

- llrtparitlion rnagistt'alc : pcrsonnalisécs l)()ur unü nrulatlic

- l"lltriirlitri rllrlrmaceutiquc_: <lénorninatiorr scicrrlrlicluc (Norrrralisatiorr

.li' L "IIJPAC)

I)crt,rrttittalion Çr)tllrnunc ( nrur sinrple utilisal:lc e n tour l)uvs )
't:'..,i ,r!l ,': l' -,î ) r

.lé,If ,i t tit iiri ruii wt)ti l r rr -r r..iIill€

-9-



VOIE D'ADMINISTRATION

()1t,,\l,Es
Solides
Cachets
Comprimés
Dragées

Pilulss
CCpsules
arachi-
Gêlules

Granulés
épidurale
§achets

divers
enrobages

liquidos
sirop
potions
gouttes

solutés

TRANSMBQUEUSE§

Reotale

Bucco-lingatilo

oculaires

'l'rachio bronchique

ulinaires

t

- intracardiaque
- intrachidien4e - sous

I

I

dienne

1,,\R lifi't'tiR,\Lti
- .,r()us culatté

- intranrusculaire
- intraveineuse
- intra artérielle

LOCALES

Application sur la peau

aqueux
Alcooliqu

anntfation sur

lcs muqueuscs génito-

Injection :

- lntra pleurale

- lrrtra arliculaircs

lr,



Pseudeohedrine

II. PSEUDOEPHEDRINE

':1...t,,:t-i,,..

, 'j'ir' 1- INTRODUCTION :[1U
:"i"; 

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

quantités notableg d'alcaloïdes, sont pour la plupart asiatiques'

' Si l'on a identifié dqn§ 1a drogue des flavonoldes et des pranthooyanidols' oe

,r*nrrf tas s,rhsrnn nt des dérivés de types phénéthylarrine.
sont surtout les substanoes azotée§ ce §o:

Le co-astituant majoritaire est presque toujours la G) éphédrine

(configuration lR,2S) qui présente 40 àgo%des alcaloides totaux, et compagnie de

(+) p,?f,,1$oephedrin: d: configuration(lS' 2S)ainsi que des dérivé§ nor et N'bI

diméthYl corres.

2.CARACTERES ET EFFETS THERAPEUTIQUES:

'Iraitement symptomatique de la congestion nasale au cours des affections

ai gues rhino-PharYngés'

o 
,Fosologie 

et 'node d'administration:Il5l

-Par voie orale.

-Comprimécontient:60mgde«Pseudoephédrine,HCl».

. Contrr indication:[151

-Risqtre dc glatlcome par femrcttrrc de l'angle'

-R.isqr,: de rétention tlrinaire liée notamtnent à des troubles

urétrr:Prostal iqucs.

-lls sont à éviter chez les femmes enceinte ou qui allaite'
û.

. Précautions d'emPlois:It5l

Comme tous les sympathomimétiques, la « Pseudoephedrine, L{Cl » doit être

utilisée avec prudence, chez les sujets hypertendus diabétiques' âgés ou cas des

psycltose.
'1. I

ll



I Purtie théorique 'Pseudcohedtine

Sportifs:

Substance interdite (Journal officiel du 7 mars 2000.).- Une Concentrations

strpérieure à l0pg/ml d'urine est considérée comme un résultat positif .

l

l2



III. LE§ METHODES D'ANALYSES UTITISEE§:

1. SPECTROPHOTOMETRIE ULTRAT VIOLET ET YISIBLE:
1-1. Principe de Ia méthode :

. Une analyse UV- Visible revient à déterminer les possibilités

d'adsorption électriques d'une molécule et à tracer de bonde

correspondantO

Les transitions électroniques ÏJV-Visible sont dues à l'absorption de

quantum d'énergie lumineuse pâr un électron qui passe d,une orbitale

liante à une orbitale antiliante. t10l

es énergios mise en jeu varient en fonction de la longueur d'onde,

et est données par la reration développé par planck 
:

E=H*c/1,
E : énergie d'un quantum lumineuse ( E en k cal I mol, ou

C : vitesse de lumière

l": longueur d'onde (qm)

Les groupements chimiques susceptibles de conduire à un§

absorption de la lumière dans l'UV-Visible (200 4m<À<B00qm ) sont

appelées les chromophormes (C=C; C=C ). Ces derniers se définissent

il existe d'autre groupement incapables à eux seuls de provoquer

I'absorption.

l-2.Loi de Béer - Lambert: [Tl

- 13-
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Supposant qu'un faisceau de lumière monochromatique traverser
une solution d'un corps absorbanl soit Jo l'intensité du faisceau
lumineuse à l'entrée de la solution et I son intensité à la sortie, soit c la
concentration du sûrps absorbant.

I7t

la loi de Béer et celle de Lambert peuvent exprimer en une relation
unique: [71

Log Io/ I = L. r.C

Io: l'intensité lumineuse à l,entrée de la solution

I : l'intensité lumineuse à la sortie de la solution

L: épaisseur dc flacon d'analyse de l'échantillon (en

cm)

e : coefficient d'adsorption molaire

c: la concentration de la solution de substance à

analyser

La transition << T » est définit somme le rapport des deux intensités
lumineuse: [71

T: f / fo ( on l'exprime souvent en 7o )

La densité optique « Do r, ( ou absorbance) est le logarithme
inverse du rapport inverse : [?l

Do=IogIo/I:Ab

- 14-



2. SPECTROPHOTOMETRE DANS L'INFRA-
ROUGE:

2-1. Principe:

La spectrophotométrie IR a pour base l,absorption de l,énergie de
photons (hv) donnant naissance à des vibrations moléculaires. [g]

Les photons d'une lumière monochromatique peuvent également
entrer en collision élastique avsc certains domaines moléoulaires. [gl

ce procédé d'identification c'est très rargement déveroppé au çours
des dernières années, cûmme dans le cas précédent c,est la propriété des
molécules d'absorber certaines radiations lumineuses qui va être mise à
profit [Il

Toute fois, l'absorption aura lieu ici à des longueurs d,ondes
utilisées en pratique de 200 à 4000 cm-r.

Les fréquences des bondes d'absorption seront en fonction des
masses atomiques du vibrateur, de la force de riaisons, et de la symétrie
de la molécule. [lJ

Le spectre IR d'une molécule organique est infiniment prus
complexe que le spectre uv-visibre, II comporte un très grand nombre de
bandes exprimées en qm on parle plutôt des fréquences de vibrations
celles-ci sont exprimées en cm-,. 1lû1

- 15-



3. NOTIONS DE LACHROMATOGRAPHIE

3-l.Définition:

C'est une méthode d'analyse immédiate par percolation d'un

liquide, ou d'un gaz sur une matière 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, p&r suite de

la différences de leurs vitesse de migration. .[11

3-2.Classi{ication :

On peut classer les méthodes chromatographies de trois manières

diffirentes:

2-2-1. §elon Ia nature des phases:

La phase fixo (ou phase stationnaire ) peut être, soit un liquide

solide ayant des propriétés adsorbants, soit un liquide qui imprègne un

solide, un liquide qui solvate un solids, et on fait intégrante(on parle,

alors, de « gel »), soit, en fin, un solide à la surface du quel on a greffe

des molécules appropriés. La phase mobile soit un liquide, Ou un gaz

vecteur on distingue[I 7l

Ainsi:

1. chromatographie liquide - solide

2. chromatographie liquide - liquide

3. chromatographie gü- solide

4. chromatographie gu liquide

3-2,-2. §elon la nature des phéncmènes mise en jen dans Ia

séparation:

On distingue : 
i.

- 16-



3-2a-r. La chromatographie d' adsorption :

Lorsquo la phase stationnaire est un solide doué de propriétés

adsorbantes.[81

Pour obtenir des séparations reproductibles il faut donc maintenir

oonstante la teneur en oau de l'adsorbant. [171

3-2a-A. La chromatographie de partage:

La séparation repose sur la diffirence de solubilité de la molécule

dans les deux phases (liquides) pratiquement, non miscibles. ou des

diffirences interactions des solutés avec les motifs organiques. [161

Actuellement, on utilise, pratiquement, plus que les phases

greffies, et nous nous limitons. A cette forme de la chromatographie de

partage qui est nommé:

chromatographie de parüage sur phase stationnaire greffée « Bonded

Phase Chromatograph » B.P.C, On distingue deux types : [91

La chromatographie de partage de phase normal, Ou la phase

stationnaire est polaire, et les phases mobiles sont peu polaires.

Ou, la chromatographie à polarité de phase inversée ou la phase

stationnaire étant apolaire (plus souven! les motifs greffis sont des

chaînes carbonyles), la phase mobile est polaire.

3-2a-*. La chromatographie par échange d'ions:

La phase stationnaire est formée de macromoléculaires (résines)

portant des groupements fonctionnels acides ou basiques qui permettent

l'échange de certains de leurs ions avec des ions de même signe du

mélange à chromatographie. [8]

3 -lA-A. La chromatographie d' exclusion dilfusion:

On désigne un prosessus au cours drquul, par passage des

molécules à travers un gel de structure poreuse et en raison d'un effet de
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tamis. Sous le tentro de pernrulatiorr sur.gcl.lgl

3-2-s.ffassification d'après le pnx:érlé urilisi. :

( )n <lcsturrc lrn:,i

J-2--t-,r. Lir chromr:rtogruJllrir sur' .,ul l';rct.

-1,;r ( lltroluatogrllllrir,,slu' l)itllicl' ( { l' i ' i;i g,irâS€:,tirlit,nnilne eSt-rtn

litpritle ntantlclrrr :iut ul) ;ul)lrur I rlu cellulose I I r,l

-l,;t chrolttatogra;lhie sut' c«rrrclr* nrirrcc (t .( . \l) : l .r l,lr.r,c

statronuaire datrs cr; cas esl rolctruc sur urrc 6rrrFace plirnc r"i'r" rllilltcre

plrrslit;ttc. otr l'ctrillc d'altrlrrirritutr. tlui c:t turrrrl\tt'tt.tl rinr.r(,ltr.llù rrrirrec

(tl'e;raisseur :0.5 mm) dc gcl tJe sifice. orr irlurrrinc. ltll
Elle est basée sttr l'eflèt crapillunc dc lr lrlursu'rrrt,lrrle ri tlrrrers lrr

phase slalionnaire. [91

S-Z-Z,lt. La chrolnatographio sur. cokxurt:

I.u phase stutionnaire est une ccllonnc cvlirrtJr"irluc cn v$rrc ou cn nrital.

serlon les modalités de niigration de la phasc nrobilc orr visagc ;l8l

-[.a chromat*a.raphie par développenrent ;

-La chromatographie pâr élution.

t

.,,., !:) ..,
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4- TItROMATOGRAP$ItE LtQI rt DIi A HAI rTE

PE:RF'ORNEANCE C.L.H.P :

4-1. Introduction :

La lenteur des séparations de la chronratogmphie en phase liquide

(sirr colonnc ) était liée aux tàibles vitesses cl'élution nécessaire en raison

de l'olTicacité médiocro des colonnes utilisées (0^01 à ().00lcm.s-r ). ItTl
Actuellement, on opère avec des vitesses linéaires de la piiase

rulrbile cio l'orurc ".c 0.1 à I cnr.s-l,vitesse corrrparablo à celle dc la
chromatographie en phase gazeuse . dont elle est conrplémentaire[31. On

parle ici de la chromatographie liquide » à grande vitcsse r» : (( s()trs haute

pttltisiott )); «.le ltattte perli:rmanr,o ((, ou de pcl'lbrrnanco »à ltautc

lcsolrrtrouu . Il.7l

4-2. Prineipe de nurl,

On opère pratiquement exclusivement par élution, une tàible

quantité de

l'échantilloa à analyser est introduite au sommçt de la colonne à l'aide

d'injecteur ! ,sous l'action de la phase mobile (éluant) qui ost pressée par

une pompe à haute performance (sous haute pression). On observe à la

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

chromatogramme.

- 19-
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4*§. Ltappamflhge dtrm tyrtème de C.L.fLp. :

Un npparçdlago C.L.H.P. [Sfcomprend quatre parries principales :

- Une pompÊ ; '

' - IJno oolonne ;

[In système d'injection ;

- Un détecteur,avcc un système d'analyse.

F'ig. nCIl : §chéma d'appareillage rle C.L.H.P

d
i

)A'I'A
)rocesso

Sarnple injector

Colurrrrr

- 20-



4-4. caractéristiques correspondants Les différents

grandeurs :

4-4-1. Grandeurs de rétentions:

Temps de rétention tR (min) : C'est le temps d'élution au maximum du

pic mesuré à partir de I'injection. d'autre par! on pout définir le temps de

rétention relatif tp', qui est la diffirence entre le temps de rétention ts et

tno . [81

tps :est le temps qui mise la phase mobile pour parcourir la

colonne.

tR'=tn-tno
. On utilise, pour caractériser la rétention d'un composé le facteur de

capacité k' qui est défini par la relation :[8]

Kt = Cs.Ys / Cy.Yna = I(. Ys I Yru

cs : Gon§'entration de soluté à l'équilibre dans la phase mobile.

C11 : coilcentration de soluté à l'équilibre dans la phase stationnaire

Cs/Cu: K : coefficient de partage .

Ys : le volume de la phaso stationnaire.

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

K' peut être déterminer expérimentalement au mo_yen des relations

suivantes: [I7l
K'= (V* - Yoo I Ypr =( ts - tnr ) / tno

1

Tab nol": Les valeurs de K, indique que : [l7l
Kt 0 <l I l0

Composé
Non

Retenu

Peu

Retenu
Retenu

Trop

retenu

- 21-



i" ,

,.1' 4-4-2.Emcacité de tn colonne :',.i ;

',,-i'

Le nombre de plateaux théorique constitué une mesure de la
capacité d'une colonne de séparation, On peut le calculé par les relaüons

sulvantes : [91

N = 16(tr I w)2 = $.Log 2.(trl6)2

w : largeur de pic à la base

ô : largeur de pic à mi -hauteur
- Pour pottvoir oonrparor crttr<.: dcux r;olonrrcs tl«: dillër-entes

longueurs, rr détînit la l{auteur Equivalente à un plateau
"l'héorique(II.[.P.T. 

, ou ff). llTl
H.,, tr, / N

-l -{-J, t,a sélectiyité:

Pour caractériser la dista:rce séparant les sornrnets de deux pics

cottsécutif I et 2, On utilise la sélectivité (ou rétentiou relative) 6étinie
par les relations: [l7l
tx = (tp2 - tnr) /(tru-tpo) : K'r / K,,

4-1-1. La rés«;hution: La résolution R5 crrtre deur pics cst détinit par la

rcl.llirrrr: lI71, l9l

Fls = z(t*:-tRr)/ (u;-r-u,r )

,i

tu

)-)



5- tA YALIDATIOIY D'UNE METHODE D'ANALY§E :

5-1. Introduction:

La validation d'une méthode est une opération destinée à
déterminer que toute procédure utilisée pour l,analyse d,un produit
conduisant éffictivement au bon résultat. [l3l

En bioanalyse, la validation â pour objectif de démontrer et les
performances de la procédure de dosage et de prouver que les résultats
[Slobtenus sont dans les limites bien définies. [SJ

Ces critères sont les suivants :[l3f
-Critères fonctionnels :

- Sélectivité ;

- Spécificité;

- Sensibilité.

- -Critères statistiques :

- Iinéarité ;

- Fidéliré ( répétabilité, reproducribiliré).

Paramètres garantissent I'aptitude de la méthode à donner des résultats
exacts et constants dans les conditions opératoires fixés par le laboratoire
de mise au point: [IJ
5-2. Définitions:

5-2-t.spécificiré :

Est une méthode d'anaryse lorsqu'elle permet de vérifier le non_
interference le signal de la substance à analyser avec les constifuants
prévenus à la formation ou des produits de dégradation[sJ

'LJ-



5-2-2. §électivité:

La séleotivité d'une procédure analytique est sa capacité à établir de

manière univoque l'existence de la substance à analyser en présence

d'autres §omposânts potentiellement présents. [51

5-2-3. Linéarité :

La linéarité d'une procédure d'analyse est sa capacité à I'intérieur

d'un certain intervalle de dosage, la relation oxistante entre [a réponse

(signal, oxemple: Surthce) et la concentration (quantité) en substance à

examiner dans l'échantillon. [131

5-2-*. Fidétiré :

Est exprimée l'étroitesse de I'accord entre une série de mesures

provenant de multiples d'un même échantillon homogène dans des

conditions prescrites la fidélité peut être évaluée à deux niveaux : [131

-Répétabilité.

-Reproductibilité.

5 -2 -t- a,. Répérabilité :

Est une expression quantitative de la précision, lorsque le même

opérateur applique la même méthode sur le même échantillon, dans le

même laboratoire, âvec les mêmes appareils et les même réactifs au cours

de la même série d'analyse. [4]

5-2-4-b. Reproductibitité : Les variations typiques à étudier sont

les effets jour, opérateurs, équipements,... etc.

L'utilisation ne doit pas être étudier individuellement, l'utilisation

d'un plan d'expériences est encouragée. [51

-24-



S-2-S.Seuit de détection :

Le seuil de détection d'une procédure est la plus petite quantité à

examiner dans un échantillon, pouvant être détectée mais non quantifiée

romme une valeur oxacte. [41

S-2-e.Seuit de quantifrcation :

Le seuil de quantification est définie comme la plus petite quantité de

produit qu'il ost possible de quantifier dans les conditions satisfaisantes

de précision, c'est à dire aves une justesse et une fidélité acceptable. [U

5-3. Critères statistiques pour évaluer rme méthode:

Quand on répète n fois une mesure expérimentale sur un même

échantillon (en sens chimique) pour estimer [e bon résultat, la pratique

consiste d'évaluer les critères suivants: [10]

1- La valeur centrale (valeur moyenne arithmétique des valeurs

individuelles):

x = (xr -t- x2 * ,.. * x j/ n

2-.L'écarttype d'un ensemble des résultats :
l-

ô : l/ X(xi - x;2t1n-t1

3- Coefficient de variation( l'écart- §pe relatif ) :

Cv= (ô/x'). 100 (oxpriméen%)

-25-
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Partie pratiuue contLôlgle quulité ùe « Pseudaeohedrine, HCI »

'f,ab no2:résultats des essais tle contrôle de qualité du

pse udoephedrine , IICI :

Paramètres testés l{ormes Résultats

Aspects
Poudre cristalline blanche
ou serrsiblement btranche

Conforrne

Solubilité:

Eau (HzO)
Alcool (EthOH, 96%)
Acétonitrile (cH3cN)
Chloroforme (CHCh)

Très soluble
Très soluble
Très soluble
Peu soluble

Corübrme

Point de ftision

Spectrophotométrie IR
Spectre échantillon

identique au spectre de
référence

Confonne

Specffophotométrie UV-
üsible

Présente tror.s

rnaximurn à :

251.4 qm 0.696 Ab
257.1 qrn 0.876 Ab
262.8 rm 0.708 At)

Conforme

Réaction chimique
Pcr"te de dessiccation(%

Cendres sulfuriques

D'après les résultats obtenus, << le Pseudoephedrine, HCI » est conforme aLx

spécification de la (8P.1993, USP.1995, Clark's)..
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Partie pratioue mise au ooint de la méthode

II- MISE AU T}IONT D'UNE ME,THODE DE DOSAGE

PSEUE{.JEPHE,DRII\I8, HCI PAR C.L.H.F:

tr-Méthode et matériels:

1-l-.nnatériels et réactifs :

*R.éactifs :

- « Pseudoephedrine ,HCl » (Etalon)

- Eau ultra pure (pour H.P.L.C.)

- Acétonitrile MERC pour H.P.L.C..

- Tampon acétate d'ammonium pour H.P.L.C.

- Tampon drhydrogéno phosphate de potassium FLUKA (T--90%)

- Méthanol CHROMANORM pour H.P.L.C. (T:999%)

*Appareillagesl

- Etuve MEMERT.

- Balance analytique de précision SARTORIUS

- Millépore pour filtration HV- 0.45pm

- Ultra-son ANNE MASSE S.A.

- Chromatographie liquide de type SCHIvIADZU:

- Une pompe L.C.-I0 AD SCI{IMADZU

- - Un détecteur SPD - Ml0 AV.DAD( Diode .Array .Détecter.)

- [SIL - 10 AD] Auto injecteuu.

- Colorure de ÿpe . Symrnétry Shield. RP C-rs,5 pm,3.9 x 150 rnm

(WATERS); Pré colonne C-rr.
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Partie pratioue mise au point de laméthode 
1,{

I-2. Méthodes:

l-2-t Optimisation tles conditions opératoiresl

La recherche des conditions optimales de « Pseudoephedrine ,HCl » dans ut

milieux biologique est réalisée en mesurant les paramètres classiques de rétention

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

l-2-t-t. Choix de la phase stationnaire :

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

^mêmes conditions de phase mobile, de longueur d'onde (voir ITg. no3).

Fig. no3: Choix de Ia phase stationnaire
s rH çÉ :æË

l-2-t-2. Choix de la phase mobile :

Nous avons procédé aux choix de la phase mobile, trois systèmes proposés
.-. par la bibliographie. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau no3 ,vu les

résultats obtenus, nous avons opté pour le système n"3 soit Acétonitrile / tampon

KHzPOq

-Ér

ffi
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Tab no3 : choix de la phase mobile

Phase mobile proportion

tn de

pseudoephedrine,

HCI
Remarque

Methanol /Tampon

KHzPO+
70-30 3.185

tn court.

Pic large avec

un traîner

MethanoVTampon

CH3COONH4 89-1 1 4 s03

Pic faible avec un tn

court

La phase mobile

Acetonitrile/tampon

KHzPO+ 92-8
8.192

Un pics symétrie

Avec un tp suffisant.

Fig. no4 :Choix de Ia phase mobile

Phase mobile n"l

MthanoUeau
u

Phase mobile no2:

MethanoUtrrmp on ac étar e

d'ammonium

Phasemobile n"3 :

acétonitrileV tampon

KHzPO+
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Purtie pratiuue mise au noint de lu m"éthode

1-2-t-S.Choix tte la longueur d'onde :

Le balayage d'une solution de « pseudoephedrine, HCI » dans la phase

mobile entre 21A-270 qm, présente un maximum d'adsorption à 210 r1m. (voir

Fig no s)

Fig. n 5: Choix de Ia longueur d'onde

v l-2-t-q.lnlluence cle la polarité de la phase mobile :

! A fin d'améliorer la résolution du « Pseudoephedrine, HCI » , Nous avons

fait varier la proportion du tampon KHzO+ 80% - 96Yo .Les résultats obtenus sont

\v résumés dans le tableau no4:

3l



1

KH2P01pon

80

"/" Tam

Partie prutique miseJru point de la ffiéthode

Tab no4 : influenccs de tra polarité de Ia phase mobile.

'2, Acetonitrile

20

8s

96

tp est en relation avec la polarité de la phase rnobile. Nous avons remarqué, d'après

la courbe de la fig. n I que le ternps de rétention augmente avec la polarité

croissante de la phase rnobile donc avec un pourcentage du tampon de KH2POa ,

Pour ture polarité de 92o/o on otrtient un temps de rétention optimale qui

permet:

- Une analyse spécifique pour le « pseudoephedrine, HCI » que celles de

composés d'urine.

- Une analyse corrte et sufllsante pour le dosage de « Pseudoephedrine

HCI ».

1-2-t-S.tnfluence du pH de la phase mobile:

Nous préparons six soltrtions contenants 60 pdml de

« Pseudoephedrine,HCll » , le pH de ces solutiorts varie entre 3 et B.

Tab n"5, trnfluence cle pH de Ia phase rnobile sur tp

On observe que le t1i augrnonte quand on augmente le pH, pH: 5 c'est le

plus adéquat pour donnor rm tp su{Tsant pour notre analyse.

08

06

ts d'étalon (min)

12 1A0

ts ( min) 11.43s
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Fig no9:Variation de tR en fonction de pH de la phase mobile
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Les résultats retenus les conditions cluomatographies optimales suivantes :

I

L
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C ONDITI ONS CHROMATOGRAPHIQUES

COLONNE : SYMETRY SHILD RP-1s DI 15pm, 3.9x150mm

PHASE MOBILE : I-TAMPON KH2PO4 92%

2.ACETOMTRILE 8%

2- LONGUETIR D'ONDE 21Oqrn

DEBIT lmVmin

SOLUTION INJECTEE L,ETALON INTERNE

DANS LA PHASE MOBILE

VOLLIME INIECTE 20pl
pH AJUSTE 4.9
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.]
Panie oratioue vgljd.ation de la méthodc

2.VALIDATION DE LA MBTHODE :

Les conditions chromatograplüques optimales étant retenues, nous nous

sommes attelés à étudier les critères de fiabilité de la méthode.

2-1. Spécificité : .

Nous avons procédé à l'injection d'wre solution contenant les urines sans

« Pseudoephedrine ,HCl ». La fig n"tO monke l'absence de tout pic au temps de

rétention coffespond au « Pseudoephedrine, HCI ».

Fig n'10: Etude de la spécificité.

t
I

i
I
I

i

I

I

t_

l

I

!

;

I

l

t_

:

L

t_
3:r



oix

I

lL

I

I

i

L-

IL

I

i

t*

lL

t_

IL

i

I

Lt
I

L

t_

l

l

t_

I

t*

l

I

l

t_

i

t*

Parti.e prdîsue vali.ddîon de lam&hode

Z-z.§électivité :

Nous avons procédé à l'injection d'une solution contenant les urines et le

« Pseudoephedrine ,HCl »», la fig noll monffe Ia sélectivité de pic de

« Pseudoephedrine,Ircl » que celle des composés de l'urine."

Iig. n'11: Etude de la séIectivité

l-s.Linéarnté: la lfuéarité de la variation du surfaces des pics du

« Pseudoçhedrine ,Ircl » en fonction de la conce,nüation de « Pseudoephedrine

,HCl >> a été étudier.

2-3-1.Linéarité de l'étalon :

Dans cs c€ls, cinq solutions de concenffations differentes de « Pszudoryhedrine,

HCI » ont été preparées suivant le schéma décrit par ld fr9n"22.

Les résultats expérimentaux nous ont permis d'étâblir le tableau no6 monffe les

chromatogrammes correspondants obtenus.
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Partie oratique ÿilidution de lu méthoile

L'équation de la droite de la forme y : Ax + B est calculée à partir des valerus du

tableau no6.

Tab no6 :Etude de linéarité de l,étalon :

Les valeurs expérimentales portant en abscisse les concentations dg

« Pseudoephedrine,HCl » et en ordomée les surfhces sont portées sur la fig n"12.

L'équation de la droite cle régression est y: 39803.14. X -54547.4. et le
coefficient de corrélation de A.99974nontre la très bonne linéarité cle la méthode.

2 -3-Z.l-néarité de I, éclatntillon :

Cinq solutions d'échantillon de « Pseudoeptrredrine,HCl » de concenhations

varient de 20 à 100 pÿlrrû (derns l'tirine). ont été préparées suivant le schérna décrit

par la fig no23.

Les réstrltats obtenus à partir dcs chrornatogrammes préscntés dans la {lg
no13, sont apportés dans le tableau no7, et à partir desquels on a pu calculer

l'équation de Ia droite.

Tatr noTt Etude de L'échantillon:

Concentration de

<< Pseudoephedrine,

HCI »(pÿml)

20 40 60 80 100

Surfaces des pics de

I'étalon
753988 1529333 2308293 3179245 391s346

Concentration de

pseudoephed rine(pÿml )

698487
Surface de pic de

I'étalon
t 5678s9 2345327 31 13408 3853453
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Y=39803.14.X -54547.4
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Fig nol4:courbe d'étalonnage de Ia linéarité de I'étalon.
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R2: 0.9994
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Fig. no15 : courbe d'étalonnage du échantillon
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Les valeurs expérirnentales portées str la fig no 13 nous en permis de tracer

corrélation 0.9994.

2-4. n'iOélité : Ce pararnètre comprend la répétabilité et la reproductibilité de la

+ méthode.

2-4-t- Répétabilité .une solution contenant l'étalon 60pg de << Pseudoephednne,-

FIC| » a été injectée dix fois dans le cluomatographe, les chromatogrammes

r obtenus sont rappofiées sttr la fig no16.

Les surfaces des pics sont résumées dans le tableau n"8, Nous avons calctrlé

Tab no8: Etude de la répétabilité du << Pseudoephedrine,Hcl »

Nx(i) Surface de pic de l'étalon

1 2345679

2 2336748

4J 2349159

4 2337383

5 2346211

6 2329907

7 2343753

I 2336672

9 2336483

10 2340685

X= 2337028.8.

ô: 15683.873

Cv = A.49'/"
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2 - 4 -Z.Wep ro tl u ctibilité :

Pour évaluer la reproductibilité nous préparons pendant cinq jours rme

solution contenant 60 pg de « Pseudoephedrine, HCI >> .

Les résultats obtenus à partir des chromatogrammes reportés sur la fig no:17

Sont présentés dans le tableau no9.

Tableau n"9: Btude de la reproductibilité du « Pseudoephetlrine, HCI >» .

I 2 a
4 5

2314561 I 2326463 2362s08 2378029 2308293

X:2337970.8

ô = 30691.8

Cv = l.3t"l'

Les coefficients de variation

de la répétabilité que dans celle

précision de notre rnétlrode.

qui restent très faibles aussi bien dans l'étude

de la reproductibilité montrent une excellente

Surfaces

du pics
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Partie pratique validation de tu méthode

Z-S.Limite de détection :

La détennination de la limite de détection permet d'évaluer la sensibilité

de la méthode, nous l'avons estimé en effectuant des dilutions successives d'une

solution de 10-r rng de « Pseudoephedrine, I{Cl », nous avons déterminés la

concenfration de plus petite pic détectable correspondant au rapport de surface

(bruit de fond supérieur ou égale à deux).

(voir chromatogramme fig. no18).

La plus petite concentration est égale à: 0.01 pg / ml.

fig. n"18 : Etude de Ia timite de détection.
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aussi, des dilutions

« Pseudoephedrine,

i

2-6.La Iimite tle quantification :

De même rnanière, nous l'avons estimé, en effectuant,

successives d'ture solirtion de concentration 10-2mg /ml de

HCI ».

Nous avorls détenniné la concentration rninimale ou

linéaire(est égale à 8pÿm1).

J9

la méthode est non



Psrtie orutiuue- .--- apolication de lo méthgde

III.L'application de Ia méthode de dosage «pseudoephedr-

ine, HCI >> dans l'Urine :

l.Administration :

Notts avons étudiée la molécule de « Pseudoephedrine, HCI », après 24

hemes de son acLninistration chez rm sujet ( hunain).

Tab n'10: mode d'administration.

age
Heure

d'administration

Heure de

récupération

Volume éIiminé

après 24 heure

23 ans 0.00 heure 24 heure 1025 rnl

Z.Préparatlons des solutions à injeater dans Ia c.L.H.p :

Etalon : Echantillon:

Volune final : 10ml

De concentration : x

Volume final . 10ml

De concentration : 80 pglml

féminin

Solulion rnère
200mg de l'E / l00rnl d'eau

1ml i lOml
dans Ia phase

rnobile

4ml I l0m1
dans la phase

mobile

Solution mère
l'llchantillon

lml / 10rrü

clans la phase
mobile

50



Purtie pratiuue apolication de la 4néth,o*e

Tab nol1: L,cs résultats obtenus après I'application de la méthode

du dosage (( pseudor:phétlrinc , IlCt »> clans les urines.

Calcul :

X:2993565/3294227 x2001100 x l/L}x4ll0 x 10 x 100

X: 72.690/o

3.Interprétation & Conclusion :

D'après la phannacologique clinique, les nonnes de la quantité

éliminée de « Pseudoephedrine, HCI » inchangée dans les urines varie de 70% à

90oÂ par appqü à la quantité absorbée.

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

la quantité élirninée du rnédicament dans les urines après 24h d'administration
J 

est dans la nomle .

5l

Concentration Surrface

Quantité absorbée de

la pseudoephedrine,

IICI après'une

comprimé de 180 mg

Etalon 200t100 .4t10 . 1/10:

80pÿml
3294227

1 80mg (100%)

Echantillon

x:299356513294227x

200/100x1/10x4/10

x 100

10 299356s
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Par conséquence notre méthode est validée, car elle repond à tous les critères de

validation.
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Fig.nol.9 application de dosage du << Pseudoepheine, HCI » dans les urines .
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Conclusion

C O F{ C I, USIOIï GENE,R.ALE

La clrrotnatographie apporte une contribution particulièrement irnportante

Pour répondre aux problèmes d'identifications et de dosages dans le cadre du

1'étude de la bioequivalance de notre substance, la ,< Pseudoephedrine, HCI ».

On a procédé à ture recherche analytique très poussée afin de mettre au

point ture méthode de dosage de « Pseudoephedrine, HCl ».par CLHP.

La validation de cette méthode obtenue après exploitation statisüque des

résultats démontre sa fiabilité.

Elle donne de bonne résultats du faite qu'elle présente ture limite de

détection assez basse (10nÿml) et confirmé par la très borure linéarité avec un

coefficient de corrélation âË' 'O.gggl + et des coefficients de variations

faibles(O.49aÂ pour la répetabilité, et l.3l% pour la reproductibilité).

Ainsi la très linéarité de la méthode stu l'échantillon , ou le coefficient de

corrélation est perfectionné (coefficient de corrélation est égale a0.9994).

Elle pennet d'appliqué cette méthode pour doser, et identifier la

« Pseudoephed.rine, HCI ».dans le milieu biologique « urine ».
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F'ig. No20 : spectre d tidentification par spectrophotométfle d I absorptiôn
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Fig no22: Présentation de Ia gamme d'étalonnage de l'étalon :
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Les stéréo-isomères (â) et (c) ainsi que (a) et (d) sont diastéréo-isomères.
Les stéréo-isomères (b) et (c) ainsi que (b) et (d) sont diastéréo-isomères.

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

11:XEIIT I'IIî :

Les stérêo-isornères clr 2-(méthylamino)- 1 -phênylpropan-1 -ol
- (a) et (b)ou 1Ê, 25 et 15, 2R sont considérés comme érÿhro
- (c) et (d) ou 1Â, 2Æ et 15, 25 sont considérés cornme thréo.

L
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TabL2: Types d'échantillons et critères d'acceptation

Paramètre maietrr Constituant mineur Constituant en haces Constituant
Répétabilité sur
solution témoin

< lo/o < lo/o < lo/o

Coeffrcient de
corrélation sur
échantillon de

référence

> 0.999 >0980 >4.970

Coefficient de

corrélation sur
échantillon
reconstitue

> 0.998 > 0.960 > 0.950

Ecart type de
répétabilité sur

échantillon
manufacturé

< I.5o/o < 30Â <5Yo

Limite de détection
(enYo de la

concentration
normale dosée)

< 0.5o/o < Io/o <5o/o

Limite de
quantification ( e,

o/o dela
concentration

nonnale dosée)

< loÂ < 30Â <1}Yo

Ecart ÿpe de
reproductibilité sur

échantillon
manufachré

< 2.50Â < 5o/o <l}Yo

Ecart type de
fidé1ité

< 4Yo < 80Â < 75o/o

Ecart de iustesse < 20Â 4 4o/o < laoÂ


