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Introduction :

L'utilisation des mddicaments peut avoir des consdquences graves en termes de sant6

publique et de sdcuritd, c'est la raison pour laquelle les conditions de commercialisation

des mddicaments different consid6rablement de celles des auhes biens de consommation.

L'assurance de la qualit6 des mddicaments regroupe toutes les mesures prises pour

garantir qu'un mddicament est str, efficace, de bonne qualit6 et acceptable pour le patient

(depuis l'6tape de sa mise au point jusqu'd son utilisation pax le patient). Ce qui ndcessite

le d6veloppement et la validation des procddures analytiques qui 6tablh que la m6thode

analytique convient pour son utilisation prdvue et par consdquent de prouver la fiabilitd des

r6sultats obtenus dans des limites bien ddfinies.

Notre objectif dans ce i'ravail vise d d6velopper et optimiser deux mdthodes analytiques

pour le dosage d'un principe actif (Glibenclamide) dans un m6dicament commercial sous

forme solide (comprim6) de la classe des antidiabdtiques oraux.

Le prdsent fravanl est divisd en trois parties dont la premidre partie est consacrt d la

recherche bibliographique autour de la pharmacologie du diabdte, les techniques de dosage

des mddicaments et les critdres de la validation d'une mdthode analytique, la deuxidme

partie comporte les protocoles exp6rimentaux suivi. La troisidme partie contient les

rdsultats de validation et d'optimisation des deux m6thodes analytiques pour le dosage de

Glibenclamide d savoir :

Mdthode de dosage par chromatographie liquide d haute performance (cLHp)

Mdthode de dosage par spectrophotomdtrie UV-Visible.

En fin une conclusion g6n6rale.
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Partie I : Recherche bibliographique

Chapitre I : Pharmacologie du diabite

I. G6n6ralit6 :

Le glucose est le substrat 6nerg6tique des cellules, il est m6tabolis6 en CO2 et H2O et i

permet la formation des mol6cules d'ATP. Le glucose sanguin a deux origines: une

origine exogdne reprdsent6e par I'apport alimentaire et une origine endogdne constitu6e

essentiellement par le glycogdne h6patique et musculaire qui est ddgradd par la voie de la

glycog6nolyse. Au niveau hdpatique, le glucose peut se former 6galement d partir des

mol6cules telles que le g1yc6rol, le lactate et les acides amin6s glucoformateurs. On parle

alors de la n6oglucogendse.

La concentration de glucose dans le sang ddfinit par la glyc6mie est environ 1gl1 (entre

0,8 gil et 1,2 dl). En cas d'une hyperglycdmie, la glyc6mie est r6gu16e par I'insuline

(hormone hypoglycdmiante s6cr6t6e par les cellules B pancr6atiques). Par contre en c€N

d'une hypoglycdmie, elle est r6gul6e par le glucagon (hormone antagoniste de I'insuline,

s6cr6t6e par les cellules o pancrdatiques) [1].

II. L'insrrline :

L'insuline est une hormone hypoglyc6miante, joue un rdle fondamental dans la

diminution du taux de sucre sanguin (glycdmie). Elle est s6cr6tde par les cellules p des ilots

de Langerhans du pancrdas qui permet au glucose de p6ndtrer dans les cellules de 
j

I'organisme of il est transform6 en dnergie [2].

II.1. L'anatomie du pancr6as :

Le pancr6as est une glande d sdcr6tion endocrine et exocrine, c'est-d-dire qu'il sdcrdte

des hormones d6vers6es dans le sang et des enzymes digestives d6vers6es dans le

duoddnum (Figure l) I3l.

-2-
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Figare 1. Reprdsentation schimaique du pancrias

Les ilots de Langerhans composdes des amas de cellules dispers6s dans tout le pancr6as.

Il y a quatre tlpes des cellules s6cr6trices d,hormone composent ces ilots :

- Les cellules u qui s6crdtent le glucagon.

- Les cellules B qui sdcrdtent l,insuline.

- Les cellules 6 qui sdcrdtent la somatostatine (hormone d,inhibition de l,hormone de
croissance).

- Les cellules F qui sdcrdtent le polypeptide qui rdgularisent la lib6ration des enzymes
digestives pancrdatiques (Figure 2) t4l.

Figure 2. Repftsentation schimatique d'an ilot de Langerhans pancriatique

-3-
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ll.Z,Lastructure de l'insuline :

L'insuline est une hormone polypeptidique comportant deux chaines distinctes A et B ;

la chaine A consist6 21 r6sidus d'acide amin6, et la chaine B en contient 30 chez les

mammifbres, les deux chaines sont li6es par des ponts disulfures entre les acides amindes

cyst6ines. Les chaines A et B isoldes n',ont pas d'activites hormonales (Figure 3) t3]'

Figure 3. Structare de la molicule d'insaline

II.3. La biosynthise de I'insuline :

La biosynthdse s'effectue uniquement au niveau des cellules B des ilots de Langerhans'

En fait, le produit initial de la traduction d'ARNro de f insuline est la pr6-pro-insuline

constitu{e d'une seule chaine peptidique' Les 25 premiers acides amin6s de |a mol{cule

sont des r.sidus hydrosolubles (on obtient la pro-insuline) qui permettent la p6n6tration

rapide du peptide en cours de synthdse dans le reticulum endoplasmique rugueux' La pro-

insuline quitte en suite le r6ticulum endoplasmique ruguerx, stockde dans des

microv6siculesetrejointl'appareildeGolgi'Puisellequittel'appareildeGolgidansdes

vesicules et subissent une acidification de leur contenu et la pro-insuline est cliv6e par des

enz-Jmespourproduirel'insulineetlepeptideC'Ellessontsdcr6t6parexocytose'ilya

alors liberation molaire de f insuline et de peptide c (ne possdde aucune fonction

physiologique) (Figure a) [5]'

-4-
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Figure 4. La biosynthdse de l'insaline

II.4. La s6cr6tion de I'insuline :

La s6cr6tion d'insuline est 6troitement contr6l6e par la cellule p' L'insuline est s6cr6t6e

en r.ponse ir 
'augmentation 

de la concenfiation plasmatique de glucose [6]. Le transfert du

glucoseauxcellulesPpardiffusionpassivefaisantintervenirletransporteurGlut2est

suivi d,une 6tape de phosphorylation du glucose en glucose-6-phosphate par I'enzyme

glucokinase.uneaugmentationduglucoseintracellulairefavoriselaproductiond'ATP

intracellulaire par phosphorylation oxydative' L'ATP bloque les canaux potassiques ATP

dependant, ce qui conduit ultimement d une depolarisation de la membrane et rdsulte

l,ouverture des canaux calciques voltage ddpendant et 1'entr6e de Ca2* d I'int6riew de la

ce'ule. L,augmentation de ra concentration intrace*ulaire en c** initialise la lib6ration

d'insuline (Figure 5) t7l'

-5-
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Figure 5. La sicrition de I'insuline par les celtutes p pancrdatiques

III. Le diabite :

Selon la ddfinition de I'Organisation Mondial de la Sant6 (OMS), le diabdte est une

afFection m6tabolique caract6risde par la prdsence d'une hyperglyc6mie chronique

r6sultant d'une ddficience de s6crdtion d'insuline, d'anomalies de I'action de I'insuline sur

les tissus cibles, ou de I'association des deux [1].

UI.l. Classification :

La classification du diabdte fut 6valu6e depuis 50 anndes. En effet, en 1980, I'OMS

consid6rait, contme la plupart des cliniciens, qu'il y a avait deux classes principales de

diabdte: diabdte de type I ou diabdte insulino-ddpendant (DID) et diabdte de type II ou

diabdte non insulino-d6pendant (DNID) tll.

m.1.1. Le diabite de type I :

IE diabdte de type I r6sulte des effets synergiques de facteurs gdndtiques,

environnementaux et immunologiques qui finissent par ddtruire les cellules s6cr6trices

d'insuline, les cellules B, des ilots de Langerhans pancrdatiques [8]. Il atteint surtout les

sujets jeunes moins de20 ans [3].

m.1.2. Le diabCte de type II :

Le diabdte de type II repr6sente 85 d 90% des diabdtiques. La maladie est souvent

diagnostiqu6e chez les zujets adultes ou 6g6s et trds souvent associde i un excds pond6ral

ou une ob6sit6 franche. La composante gdndtique y est certaine. Des dtudes ont mis en

-6n



dvidence des anomalies de f insulinosdcretion et des anomalies de la sensibilitd d I'insuline

(insulinordsistance) [9].

Le diabdte gestationnel est un type particulier de diabdte secondaire, se caract6rise par

l'apparition ou la reconnaissance de l'intol6rance au glucose observde au cours de la

grossesse [1].

III.2. Traitement du diabite :

III.2.1. Traitement de diabite de type I:

La carence en insuline est la caracteristique principale du diabdte de type I.

L'insulinoth6rapie est le principal traitement du diabdte de type I. I1 s'agit d,un traitement

substitutif par f insuline exogdne dont le but est de se rapprocher de la cowbe de s6cr6tion

physiologique d' insuline.

{ Soit par I'utilisation de bolus d,insuline ultrarapide.

'/ Soit par I'utilisation d'une pompe portable perfusant par voie sous-cutande (Figure

6) tl0l.

k
Figure 6. Injecteurs d,insuline

m.2.2. Traitement de diabite de type II :

Les hypoglycdmiants oraux sont le troisidme

insulinoddpendant, aprds la didt6tique et I'activit6

familles d'hypoglycdmiants oraux (Figure 7) :

r' Les sulfamides hypoglycdmiants ;

./ Les biguanides ;

{ Les inhibiteurs o-glucosidases ;

./ Les glinides ;

{ Les thiazolidinediones (les glitazones) [3].

volet du traitement du diabdte non

physique. I1 existe actuellement cinq
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Figure 7. Sites d'action des antidiabdtiques oraux

11I.2.2.1. Les sulfamides hypoglyc6miants :

Les sulfamides appartiennent chimiquement d la famille des sulfonylur6es [ll], ont 6t6

ddcouverts en1942 et leur utilisation a ddbutd avec le Carbutamide en 1955 [12].

Ils peuvent 6fie class6s en fonction de leur anciennetd, de leur pouvoir hypoglyc6miant

ou de leur demi-vie d :

- Les zulfarnides de premidre g6n6ration: Carbutamide, Chlorpropamide, Tolbutamide ont

une demi-vie longue, sont fortement dos6s et ont une faible activit6 (Figure S) t9l.

os./o ?
,zs\*,zc\*zc+Hr

HH

orr /o ?

,zs\*,zc\*/"ott
HH

Carbutamide Tolbutamide

os/o ?s\*.zc\ 
*,zczHt

HH

Chlorpropamide

Figure & Lcs sfructwes chimiques de quelqaes molicules de premidre giniration

ct
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- Les sulfamides de deuxidme gdndration : Glipizide, Glibenclamide et Glimepiride ont une

demi-vie brdve, sont actifs en faible dose et ont un pouvoir hypoglycdmiant plus important

(Figure 9) t9l.

oo10 ! o
oli rys\''zc\''zcr*'nAz

\' o'l Glibenclamide

.\)<*-8-*
Sllliiii

z-vc-'ru*
lllii

/ \\N-l 
Glipizide

oszo 
?

P ftrs\*'zc\*..c-,*z\./\y'
H

Glimepiride

Figure 9- Lesformules chimi4ues des quelques moMcules dc deuxiAme ginCraian

Mode d'action :

ks sulfamides hlpoglycdmiants agissent essentiellement en stimulant la s6cr6tion

d'insuline (sans influencer sa synthdse) par les cellules p des ilots de Langerhans

pancreatiques. Ils se lient d une protdine membranaire appelde SU& la liaison des

sulfonylurdes d leur recepteurs spdcifiques provoquant la femreture des canaux Kap
d€pendants au niveau de membrane cellulaire, la fermeture de ces canaux potassiques

induit une ddpolarisation de la membrane, entrainant l'ouverture des canaux calciques

voltage ddpendent qui augmente la concentration de Ca2* intacellulaire. L,afflux de C**
dans le cytoplasme des cellules B pancrdatiques induit l'exocytose des vdsicules contenant

-9n



l'insuline d'une fagon similaire d celle observde aprds stimulation par le glucose (Figure

10) [12].

Llalson au r€cepteur
des sulfonylur6es K+ | - ouverture des canaux

\ + * ", .. 
ono?l"llT.I:n d. i. catciques vottagel *i- *,r, 

" 
- 

la cellule &,, "':::::-::
--S* --;--- =-*' 

+ 
deoenden:

| 'Yrr
tnactination des canaux t t?.if 

-

potasslquee KATp 
i/ S€cr€tion

-/ ' d'insuline

iJ.'".1* ','
:f - '\-'*- 

--,

Cellules p du pancrdas

Figwe 10. Mdcanisme d'action des sulfamides hypoglycimiants

111.2.2.2 Les biguanides :

D6rivde de la biguanidine dont I'effet hypoglyc6miante a 6t6 d6couvert en 1918. I1 existe

tois ddriv6s de la biguanidine, la Phenformine, Ia Buformine et la Metformine

(dimethylbiguanide). Seule la Metforrnine a 6t6 maintenue (Figure 1 1) [9].

NH NH
iltl

NH NH
iltl(- (-

-N--\N./-\NH2
lH
I

Metformine

*,zc:.n,zt-*o
ll lijH"=
\r' Phenformine

NH NH
lttl

Buformine

Figure 11. Les structures chimiqucs dcs trois ddrivis biguanidine

Mode d'action :

La Metformine n'agit pas sur la s6crdtion d'insuline dvitant le risque d'hypoglyc6mie.

Son action n6cessite la pr6sence d'insuline. Il y a par ailleurs une augmentation de la

sensibilite des tissus pdriphdriques d f insuline. En particulier les muscles et le foie.

-10-



- Au niveau musculaire, elle favorise la consommation cellulaire du glucose. Il s'en suit

une augmentation du glycogdne par stimulation de l'action du glycogdne synthase et une

diminution de la glyc6mie post prandiale.

- Au niveau h6patique, elle diminue la production de glucose en freinant la n6oglucogendse

et en r6duisant le glycogdnolyse.

Par aillerns l'inhibition des enzymes de la chaine respiratoire au niveau des

mitochondries conduit d une inhibition de la glycolyse a6robie stimulant la glycolyse

ana6robie. Cela conduit d une augmentation de la consommation p6riphdrique du glucose

(Figure 12) 1131,

Figare 12. Micanisme d'action des higuanides

m.2.2.3. Les inhibiteurs ei-glucosidases :

ks inhibiteurs o-glucosidases tels I'Acarbose et le Migitol sont des

pseudotetrasaccharides d'origine bactdrienne [11]. Ils ont pour indication le traitement de

DNID en compldtent du r6gime alimentaire, en monothdrapie ou en association avec

d'autres antidiabetiques oraux. Ils sont hypoglycdmiants plus faible que celle des

sulfamides hypoglycemiants et des biguanides, sont surtout efficaces sur la glyc6mie

(Figure 13) [14].

|, Sl*n cm'latqu. (ArptAFl

lo
Inilbl|lor du fiur d9 L Foducfbn aL glucoaa
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Acarbose

*/\/o"

Migitol

Figure 13. Les structures chimiques de deux molicules inhibitriees a-glucosidases

Mode d'action :

Les inhibiteurs des a-glucosidases agissent par l'inhibition comp6titive et r6versible des

a-glucosidases intestinales (c'est un enzyme de la bordure en brosse des ent6rocytes qui

hydrolyse les poly-, oligo-, et disaccharides en monosaccharides absorbables tel le glucose

et le fructose) [15]. Ces inhibiteurs ralentissent le clivage enzymatique des sucres

alimentaires en mono et disaccharides qui sont alors absorb6s dans I'il6on, diminuent ainsi

la ddgradation des carbohydrates en monosaccharides absorbables et r6duit les pics

glycemiques, insuliniques ainsi que les triglyc6rides postprandial (Figure 14) [16].

Amidon
(combini aux glucoses)

I
Amylase I*

Maltose
(glucose+glucose)

Suclose
(glucose+fructose)

l**y-. *..*.** ^X--

"A" ,/
Glucose Fructose

J}
J rurr de glucose sanguin

Figure 74, Micunisme d'action des inhibiteurs a-glucosidases

Glucose Glucose

JI

I
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111.2.2.4. Les glinides :

Parmi les glinides les plus connus se retrouvent la Repaglinide et Nat6glinide [17]. Ce

sont des m6dicaments hypoglycdmiants, de hds courtes dur6es d'action, utilisds soit seules,

soit en combinaison. Ils sont diffdrents structurellement des sulfonylur6es (Figure 15) tll.

"-ot

CH"
I

I

ncn
i

o
tl

Nat69linide

Figure 75. Les structures chimiques de deux

Mode d'action :

Ce sont des s6cr6tagogues d'insuline qui agissent par

sulfonylurees [17], mais agissent sur le m6me r6ceptew

(Figure 16) Ul.

,AA*-'
lllH
\*A il

\-/

Inicttvation dcs cana ts
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Figure 16. Micanisme d'action des glinides
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1112.2,5. Les thiazoHdinediones (les glitazones) :

Les thiazolidinediones sont les m6dicaments de I'insulinor6sistance qui caractdrise le

diabdte de type II. Ils agissent en amdliorant la sensibilit6 tissulaire d f insuline.

Ils permettent de rdduire la glycdmie et la glycation des prot6ines et de conserver la

fonction s6cr6toire des ilots de Langerhans.

Sont des d6riv6s comportant le pharmacophore thiazolidine'2,4'dione et un chainon

benzylique diversement substitud pax un groupe dther. Ces d6riv6s sont employ6s sous

forme rac6mique (Pioglitazone) ou sous fonne d'6nantiomdre (Rosiglitazone) (Figure 17).

ffi'rR\oA' ,I-r"
Figure 17. Le groupe pharmacophore des dirivis thiazolidinediones

Deux d6riv6s sont utilis6s et divers compos6s sont en cours d'6valuation clinique (Figure

18) t131.

I

":Ao NH

Rosiglitazone

"ffh'
Pioglitazone

Figure 78. Les strudures chimiques de deux moWcules des glitazones

Mode d'action:

Ce sont des agonistes des rdcepteurs nucldaires PPAR1 [13]. Les PPARY, pr6sents sur

les adipocytes, exercent une action de contrdle sur la masse graisseuse. La stimulation de

ses rdcqrteurs par les glitazones provoque la destruction des grosses cellules graisseuses
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actives au plan mdtabolique et par cons6quent, diminue les taux d'acides gras libres du

sang. Amdliorant ainsi indirectement la captation du glucose et son oxydation par le

muscle. R6duisant au final l'insulinor6sistance (Figure 19) [18].

Figure 19. Micanisme d'action des glitazones
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Chapitre 2 : Techniques de dosage des m6dicaments

I. La m6thode de dosage par la spectrophotom6trie I

I.1. G6n6ralit6:

Initialement, le terme spectroscopie se r6ferait d une branche scientifique ori la lumidre

6tait d6compos6e selon des diffdrentes longueurs d'onde pour engendrer des spectres,

c'est-d-dire des graphiques d'une fonction de l'intensit6 du royennement en fonction de la

longueur d'onde.

Pour analyser un produit synth6tis6, on dispose des techniques physiques diverses telles

que la spectroscopie IR, UV-Visible et spectroscopie RMN. Ces m6thodes d'6tude

physique des compos6s organiques mettent en jeu l'interaction d'une onde

6lectromagn6tique avec la matidre. Selon le domaine d'6nergie impliqu6, diffdrents

transitions peuvent 6tre excit6es [19].

I.2. Spectrophotom6trie UV-VisibIe :

La spectroscopie d'absorption Ultraviolette et Visible est une mdthode d'analyse

quantitative. Elle est essentiellement fondde sur le phdnomdne d'absorption d'dnergie

lumineuse par une substance [20].

Le domaine llV-Visible s'6tend environ de 10 e 800 nm avec l'UV lointain entre 10 et

200 nm, le proche IJV entre 200 et 400 nm et le visible entre 400 et 800 nm. La

spectroscopie lfV-Visible prdsente un large domaine d'application. Elle est utilisde en

chimie mindrale, chimie organique, biochimie, analyses m6dicales et analyses

quantitatives. Cette large utilisation est surtout due d sa grande sensibilit6, sa prdcision, sa

rapidite et sa simplicitd d'utilisation (Figure 20) [21].

t
nm

Raym I.

102

UrS ffile

105 106

Htrenrugp (lRf - micro ondes

Figure 20. Spectre ilectromngnitique de la lumiire et domaine W-Visible
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I.2.I. Principe:

Le spectophotomdtre consiste surtout d mesurer I'absorbance dans le domaine UV-

visible. Cette absorption est due au passage d'un dlectron d'un niveau 6nerg6tique i un

niveau 6nerg6tique sup6rieur avec une modification des 6tats de vibration et de rotation.

Ainsi, 1'61ectron passe d'une orbitale moldculaire d un autre [20].

D'une manidre gdn6rale, la solution dont on ddsire dtudier son absolption est placde dans

une cuve en quartz d faces transparentes et paralldles, et qui est tavers6e par un faisceau

optique perpendiculairement d ces faces. Aprds avoir fix6 une longueur d'onde, la lumidre

monochromatique incidente d'intensit6 Is traverse la cuve contenant la solution et

l'appareil mesure l'intensit6 I de la lumidre transmise. La valeur affich6e par l'appareil est

l'absorbance i cette longueur d'onde (Figure 2I) [22].

Diaphragme

Source polychromatique
\
I

Monochromateur

Figure 2 1. Principe fonctionnement de l' W-Visible

1.2.2. Application :

L'ultraviolet est une mdthode utilis6e pour 1'6tude des 6quilibres en solution trds diludes,

le contdle de puret6 d'une substance, l'analyse quantitative (dosage). Elle sert aussi pour

la ddtermination de la constante d'acidit6, de stabilitd et le dosage du produit principaux.

En effet I'absorption des compos6s est exploitde d l'analyse quantitative par l'application

de loi de Beer-Lambert (Figure 22) 1201.

A = log Qs[): e.l.c

A

Io:

I:

t:

l:

: L'absorbance

L' intensit6 lumineuse incidente

L' intensit6 lumineuse transmise par 1' 6chantillon

Le coefEcient d'absorption molaire (L. mol-r. cm-r)

La largeur de la cuve (cm)

0,924 A
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c iLaconcentration de la solution (mol. L-t)

lr-o l1

Figure 22. Principe de la specfiophotomdtrie d'absorpfion moldculaire

II. La m6thode de dosage par la chromatographie :

II.1. G6n6ralit6 :

La chromatographie est une m6thode analytique de s6paration bas6e sur les d6ferences

d'affinitds des substances d analyser d 1'6gard de deux phases, l'une stationnaire, l'autre

mobile. Les m6thodes chromatographiques peuvent 6tre classdes en fonction de la nature

physique des phases (mobile et stationnaire). Les plus courantes sont la chromatographie

en phase gazeuse (CPG) et la chromatographie liquide (CL) 1231.

II.2. Chromatographie liquide i haute per{ormance :

Il.2.1.Principe :

La CLHP est une technique de s6paration qui implique f injection d'un petit volume

d'6chantillon liquide dans une colonne contenant de petites particules appeld phase

stationnaire. Les composants de l'6chantillon se d6placent dans la colonne avec la phase

mobile de haut en bas par la haute pression exercde par une pompe. Ces composants sont

s6pards l'un de I'autre par la colonne qui implique des indications chimiques eVou

physiques diverses ente leurs mol6cules et les particules de remplissage.

Au niveau de d6tecteur, chaque compos6 d'un m6lange sortant de la colonne est ddtect6

donnant un signal, ce dernier est enregistrd par le systdme de traitement des donn6s se

forme d'un pic. L'ensemble des pics fonne un chromatogramme (Figure 23) 1241.

t
.(+
tl
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Figure 23. Principe defonctiannement de Ia CLHP

II.2.2. Les domaines d'application de la CLHP :

Les domaines d'application de la CLHP sont nombreux mais elle est particulidrement

employ6e en cosm6tologie, en biochimie et en chimie analytique (environnement,

pollution, etc....) et organique (produits naturels, applications pharmaceutiques, etc...).

C'est une m6thode (douce)) permettant l'analyse ou la s6paration de tous les types des

substances (d grand poids moldculaire, ionis6es, etc...) [23].

II.2.3. L'appareillage de la CLHP :

L'appareillage se compose d'un r6servoir contenant la phase mobile, d'un systdme de

pompage, d'un injecteur, d'une colonne chromatogtaphique, d'un d6tecteur et d'un

systdme d'acquisition des donn6s (Figure 23) 1251.

II.2.3.1. Le r6seloir de la phase mobile :

Il contient la phase mobile en quantitd suffisante. Plusieurs flacons d'6luant (solvant de

polarit6s diff6rentes) sont disponibles pour pouvoir r6aliser des gradients d'6lution

(m6lange de plusieurs solvants d des concentrations variables) i l'aide de la pompe qui

r6alise le m6lange demandd [25].

II.2.3,2. La pompe:

Elle doit fournir la phase mobile d un d6bit constant d une certaine pression pour atteinte

la colonne. Elle permet de travailler soit :

-19-



- En mode isocratique, c'est-d-dire avec 100 % d'un m6me dluant tout au long de I'analyse.

- En mode gradient, c'est-d-dire avec une variation de la composition des constituants du

m6lange d'61uant [26].

II.2.3.3. L'injecteur :

Le type d'injecteur le plus courant consiste en une vanne i boucle d'dchantillonnage. On

introduit d'abord 1'6chantillon dans une boucle de volume connu; aprds rotation de la

vanne, la phase mobile entraine l'dchantillon en t6te de colonne. Le volume injectd est

constant, cela permet donc de travailler en 6talonnage externe pour une analyse

quantitative [23].

11.2.3.4. La colonne :

La colonne est 1'6ldment majeur de la chaine CLHP. Elle est en acier inoxydable [23].

Le choix d'une colonne CLHP est lid aux paramdtres suivants :

Le type de la phase stationnaire, la longueur, diamdtre des particules, d6bit de la phase

mobile supportable [26].

La phase stationnaire est maintenue entre deux disques fritt6s, en distingue deux types

de phase stationnaire :

r' La phase stationnaire normale :

La phase normale est constitu6e de gel de silice. Ce mat6riau est trds polaire. Il faut donc

utiliser un dluant apolaire. Ainsi lors de I'injection d'une solution, les produits polaires

sont retenus dans la colonne, contrairement aux produits apolaires qui sortent en t6te

(Figure 24).

--t- 
si- og

\ rr-o*

-*- si - oH

Figure 24. Strueture de gel de silice
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'/ La phase stationnaire inverse :

La phase inverse est majoritairement compos6e de silice greffee par des chaines lin6aires

de 8 et 18 atomes de carbones (C3 et C1s). Cette phase est apolaire et ndcessite donc un

dluant polaire tel que I'ac6tonihile, le m6thanol et l'eau. Dans ce cas, ce sont les composds

polaires qui seront 61u6s en premier. Contrairement d une phase normale, il n'y a pas

d'6volution de la phase stationnaire au temps, et la qualit6 de la s6paration est donc

maintenue constante (Figure 25) 1271.

I

-sl I

I

-sl I

I

-31I

I

-al I

I

-si I

I

-si I

\ si-o-

- *r-c-t si-creg:n
,//\sr-o/

Figure 25. Structure de gel de silice greffie

II.2.3.5. Le d6tecteur :

Le d6tecteur est reli6 d la sortie de la colonne. Les solut6s en sortie de la colonne

chromatographique sont en solution trds dilude dans une phase 6luant dont la nature et la

composition varient d'une analyse dr I'autre, de ce fait un d6tecteur est ndcessaire puis qu'il

pennet de suiwe en continu la s6paration et de mesure la concentation des solut6s. Le

choix d'un d6tecteur ddpend aux lois des caract6ristiques physiques des compos6s d

sdparer et des conditions opdratoires.

Le ddtectew suit l'apparition des analytes. Le signal obtenu est enregistrd en fonction du

temps. Il existe diftrentes types de d6tecteurs [28] :

{ Photomdtre {.IV-Visible

r' D6tecteur r6fractom6trie

{ Ddtectetrfluorimdtique
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Chapitre 3 : CritDres de validation d'une m6thode d'analyse

I. D6finition de validation:

Lavalidation d'une mdthode analytique est un outil de I'assurance qualit6. Elle permet

de vdrifier la conformitd d'une procddure par rapport d un rdfdrenti el B9} !

La validation qui est une exigence rdglementaire permet de donner aux laboratoires et i

aux autoritds compdtentes des garanties suffisantes pour que chacune de ses mesures qui

seront rdalisdes ult6rieurement en routine avec ladite m6thode et seront suffrsante proche

d6veloppement de nouvelles m6thodes analytiques dont la plus part se voient aujourd'hui

normalis6es [30].

II. Les critCres de validation :

Les 6tapes de ddveloppement et de validation des mdthodes d'analyses ddpendent du

type de proc6dd en cours de ddveloppement. Les principaux critdres de validation sont

ceux couramment utilisds dans les laboratoires d'analyses et dont la ndcessit6 de l'6tude a

fait l'object d'un large consensus. Ces critdres sont les suivants :

II.1. Le domaine de lin6arit6 :

La lin6aritd d'une proc6dure d'analyse est sa capacitd i I'intdrieur d'un certain intervalle

de dosage d'obtenir des r6sultats directement proportionnel d la qualitd (exemple:

concentration) en analyte dans 1'6chantillon [31].

IL2.LI limite de d6tection :

La limite de d6tection d'une procddure d'analyse est la plus petite quantitd de l'analyte 
i

dans un echantillon pouvant etre detect6e, mais non quantifi6e comme une valeur exacte,

dans les conditions exp6rimentales ddcrites de la procddure [31]. :

:

LD= 3J6/S

Oir: 6 : Ddviation standard de la courbe d'6talonnage

S : La pente de la droite
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II.3. La limite de quantilication :

La limite de quantification est la plus petite quantitd de l'analyte dans un dchantillon

pouvant 6tre dos6e dans les conditions exp6rimentales d6tect6es [31].

LQ=106/5

ll.4.Lajustesse :

La justesse exprime 1'6troitesse de I'accord ente la valeur moyenne obtenue i partir

d'une s6rie de rdsultats d'essais et une valeur qui est accept6e soit comme valeur

conventionnellement vrai, soit comme une valeur de rdference accept6e. La mesure de la

justesse est g6ndralement exprimde en terme de recouvrement et de biais [31].

II.5. La fid6lit6 :

La fid6lit6 d'une m6thode correspond au degr6 d'accord ente les r6sultats des meswes

obtenus par l'analyse individuelle de plusieurs prdldvements d'un m6me dchantillon

homogdne, pr6levds des conditions prescrites. La fiddlit6 peut s'dvaluer d trois niveaux :

repdtabilit6, fid61it6 interm6diaire et reproductibilit6.

- R6p6tabilit6: Conditions ori les r6sultats d'essai inddpendants sont obtenus par la

mdthode sur des dchantillons d'essai identiques dans le m6me laboratoire, par le m6me

op6rateur, utilisant le m6me dquipement et pendant un court intervalle de temps.

- X'id6lit6 interm6diaire: Conditions of les r6sultats d'essai inddpendants sont obtenus

par la m€me mdthode sur des 6chantillons d'essai identique dans le m6me laboratoire, avec

ddftrents opdratetrs et utilisation des equipements ddftrents et pendant un intervalle de

temps donn6.

- Reproductibilite : Conditions of les rdsultats d'essai sont obtenus par la m6me m6thode

sur des 6chantillons d'essais identiques dans ddf6rents laboratoires, avec ddf6rents

op6rateurs et ufilisant des dquipements d6f6rents [31].

II.6. L'exactitude :

L'exactitude exprime l'dhoitesse de l'accord enhe le r6sultat d'essai et la valeur de

r6ference acceptee.
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L'dffoitesse de I'accord ainsi observde est la rdsultante de la somme des erreurs

systdmatiques et aldatoires, en d'autres termes l'erreur totale li6 au r6sultat. Par

consdquent, l'exactitude est l'expression de la somme de la justesse et de la fiddlitd [32].

ll.7.La sp6cificit6:

La sp6cificit6 de la m6thode d'analyse mdrite une mention toute particulidre, car elle

renseigne sur le fait que la reponse mesur6e n'est pas perturbde par des espdces

physicochimiques autres que l'analyte considdr6. L'application d'une m6thode d'analyse

sp6cifique n'exigera donc pas de prendre des pr6cautions particulidres si la matoice de

d6part et par suite le milieu de mesure ont 6t6 modifids. Si la m6thode de mesure est elle-

m6me sp6cifique, il en rdsultera que l'6tape prdalable de traitement de I'dchantillon sera

trds al16g6e avec, en cons6quence, un gain de temps considdrable est une forte diminution

des causes d'erreurs [32].

II.8. La sensibilit6 :

La sensibilit6 de la m6thode qui reprdsente la pente de la droite d'6talonnage ; si la

cowbe d'6talonnage n'est pas une droite, la sensibilitd d une concentration donnde sera

ddfinie comme la pente de la tangente d la courbe d cette concentration. I1 est claire que

plus la sensibilitd sera 61ev6e plus il sera facile de distingu6 deux 6chantillons de

concentation voisine. I1 apparait dgalement qu'une augmentation de la sensibilit6

permettra d'obtenir des limites de ddtection ou de quantification plus baisses [32].

II.9. La robustesse :

[.a robustesse de la m€thode caractdrise le fait qu'une ldgdre modification des conditions

exp€rimentales (un ou plusieus paramdhes) ne modifie que tds peu la rdponse mesur6e

[321.

-24-



"artfu 
If :

?rotocofes
//

exy€rim^entantx



Partie II : Protocoles exp6rimentaux

I.Introduction : i

Ce chapitre est consacr6e e b description des techniques exp6rimentales 
I

chromatographiques (CLHP) et spectoscopiques (W-Visible), des solvants et produits

chimiques utilis6es pour la validation des deux mdthodes de dosage d'un principe actif

utilisd comme antidiab6tique oral < Glibenclamide >.

II. Solvants et produits chimiques :

o Ac6tonitrile

o M6thanol

o Tampon KJIzPO+ (0,05M)

r TamponNazHPO+

o Eau distill6e et bidistill6e

o Principe actif Glibenclamide pur

o DIABENIL@ (5mg)

III. Mat6riels utilis6s :

Nous avons utilisd:

o Un appareil CLHP de marque Perkin Elmer.

o Un appareil spectrophotomdtre UV-Visible de marque SECOMAM-IIVILINE 9400.

o Un PH-mdte de marque inolab Ph720 pour I'ajustement de PH de la phase mobile.

o Un bain d ultrasons de marque Elasonic-P7OH.

o Une balance de type Pioneer-PA2l4.

IV. M6thodes d'ana$se:

w.l. Etude chromatographique par CLI{P :

w.l.f. Appareillage:

I
I
I

-25-



Le dosage de Glibenclamide a 6td rdalis6 sur un systdme RP-HPLC Perkin Elmer

6quipde d'une colonne Cl8 de 15 cm de longueur,4.6 mm de diamdtre inteme et de 5 pm

de diamdtre de particules, d'une pompe < Model Flexar LC D, aux quels sont connect6s d

un injecteur manuel et un ddtecteur UV-visible < Model Photo Diode-LC20Oa-PDA >. Le

volume de solution 6talon ou de solution test inject6 est 20 pl. Toutes les analyses ont 6t6

trait6es par le logiciel < Chromera > (Figure 26).

rQ

Figure 26, Appareil CLHP Perkin Elmer

IV.1.2. Recherche des conditions optimales :

Parmi les paramdtres de rdussite d'une m6thode chromatographique de dosage :

- Le choix de la phase mobile

- Le choix de la longueur d'onde

,/ Choix de la phase mobile :

Une quantitd (0,01 g) de principe actif de Glibenclamide a 6td dissoute dans

l'ac6tonitrile pour obtenir une solution de lmg/ml.201,t"1de cette demidre a 6te njectd dans

differentes pourcentage de la phase mobile suivante :

Eau/Ac6tonitrile

Ear-r/Ac6tonitrile/Tampon KH2PO4 (0,05M)

Eau/Acdtonitrile/Tampon NazHPO+

&*-
I

o

a

o
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Eau/Ac6tonitrile/NIdthanol

Acdtonitrile/Tampon KHzPO+ (0,05M)

Selon les chromatogrammes obtenus (Figure 27), nous avons choisis la phase mobile

d'acdtonitrile/tampon phosphate (0,05M) (60140) itPH:4,2 pour effectuer la validation de

la m6thode car elle a donnd de meilleurs r6sultats : pic fin et intense, temps de r6tention

plus raisonnable.

{
iii
r:l

i

- -.,..:e.,4.._i_,

,i 'u ,r' ,i 'l 'lr ,r n ri, (i tl r: ll i{ l; ;l )i r) ll

Figare 27. Quelques chromntogrammes obtenus par CLHP

{ Choix de la longueur d'onde dtana$se :

Le Glibenclamide est un compos6 qui absorbe dans le domaine UV-Visible. L'examen

des spectres UV-Visible montre que Glibenclamide contient deux longueurs d'onde

morimales :230 et 300 nm. Au cours de cette 6tude nous avons fix6la longueur d 230 nm.

IV.2. Etude spectrophotom6trique [IV-Visible :

Le Glibenclamide a dtd solubilis6 dans 1'ac6tonitrile, le specfe est enregistr6 i I'aide

d'un spectrophotomdte de type SECOMAM-WILINE 9400 dans le domaine UV-Visible

allant de 200 e 800 nm. On utilise des cuves en quartz de trajet optique 1 : 1 cm. Nous

avons opt6 pour un choix de la longueur d'onde de 300 nm vue la reproductibilitd des

rdsultats obtenus d ceffe longueur d'onde (Figure 28).

'l

rii,
.li:
i ir ; j
i{ ' i 

';,r;lr,
i I i '"',j:'
i i,E^v.\f.y\t/rrl' I ..

l. ,l ;. iil i
- i: ri/

" I ili

"l
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Il%
Fig ure 2 8. App areil spectroph otomdtre UV-Visible SE C OMAM

V. Pr6paration des solutions :

V.1. Pr6paration du tampon de la phase mobile :

Le tampon phosphate d'une concentration 0,05M a ete prdpar6 comme suit : en

dissolvant une masse de 3,4 g de phosphate de potassium dans 500 ml d'eau bidistill6e, le

PH de cette solution est 4.2.

V.2. Pr6paration de Ia solution mire :

La solution mdre de principe actif < Glibenclamide > d analyser, a 6td pr6par6 par la

dissolution d'une quantit6 de 0,019 dans 10 ml de I'ac6tonitrile pour obtenir une

concentration de lms/ml.

-3
3
I

t

V.3. Pr6paration de solutions filles :

La seconde phase aprds la pr6paration de la solution mdre (SM) consiste d pr6parer des

solutions frlles (SF) de concentration de 1, 5, 10, 25, 50,75, 100,150 et 200 pglml : on

prend 10 pl de la SM et on rajoute 9990p1 d'ac6tonitrile pour pr6parer 10 ml d'une

solution de concentration l pg/ml.

L,es autres solutions filles prisent de la manidre suivante (Figure 29) :

o

a

a

a

a

SF de 5 pglml :

SF de 10 pglml

SF de 25 ytglrr'l

SF de 50 pglml

SF de 75 pg/ml

50 ul de SM + 9950 ul d'ac6tonitrile

100 pl de SM + 9900 pl d'acdtonitrile

250 p,l de SM + 9750 pl d'ac6tonitrile

500 pl de SM + 9500 pl d'ac6tonitrile

750 1tl de SM + 9250 pl d'acdtonitrile

-
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o SF de 100 pglml : 1000 pl de SM + 9000 pld'ac6tonitrile

o SF de 150 pg/ml : 1500 pl de SM + 8500 pl d'ac6tonitrile

r SF de 200 pg/ml : 2000 pl de SM + 8000 pl d'acdtonitrile

Figure 29. Gamme d'dtolon de Glibenclamide (Sn

V.4. Pr6paration de l'6chantillon :

Nous avons travail16 sur un m6dicament antidiab6tique de la famille des sulfamides de

nom gdn6rique DIABENIL@ (5 mg) qui contient le principe actif < Glibenclamide >

(Plq:5,5) (Figure 30).

o

,-${A*t=1

Figure 30. Laformule chimique dc Glibenclumide

Nous avons pos6 un 6quivalent de 10 comprimds de DIABENIL@ et solubilis6 dans une

quantitd de la phase mobile dans une fiole de 50 ml. Ensuite la solution aEt6 d9gazde dans

gn bain d ultasons pendant tJ min, enfin elle a 6t6 filtd et compl6t6 d un volume de 50

ml avec laphase mobile.

VI. Proc6dure de Ia validation :

Les diffdrents pararndtres de validation d dvaluer pour valider nos mdthodes de dosage

de Glibenclamide sont:
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Vf.l. La lindaritd :

Nous avons prepard une solution du Glibenclamide dans I'acdtonitrile avec une

concentration de lmg/ml et par dilution nous avons prepard differentes concentrations

allant de 1 i 200 PglmL Trois meswes effectudes pour chaque concenfration. La courbe i

d'dtalonnage a 6td tracde avec ces concentrations d l'aide de logiciel < prism 3.0 )).

W.2.Lafid6lit6:

La prdcision de la mdthode est test6e par des injections rep6t6es de tois concentrations

differentes Q5,50 et75 p{ml).

o R6p6tabilit6:

La prdcision intra-jour consiste d effectuer I'analyse d'un m€me dchantillon dans des

conditions identiques.

o Fid6lit6 interm6diaire :

La prdcision inter-jour permet d'dvaluer la fiddlitd intermddiaire. Elle consiste i
effectuer l'analyse d'un m€me 6chantillon pendant trois jours dont le premier jour
correspond d la ddtennination de la rep6tabilit6.

VI3. L'exactitude:

Pour l'6valuation de I'exactitude de la mdthode de dosage de Glibenclamide, nous avons
prdpard dans le m6me jour, tois concentrations de 80, 100 et 120 pg/ml. Ces trois
concenfrations repr6sentent les pourcentages 80, 100 et 120 % dans la solution de

l' dchantillon de Glibenclamide prepar6.

VI.4. La robustesse:

La robustesse de la mdthode est trouvde aprds la modification volontairement des

paramdtres:

{ La variation de rapport de la phase mobile :

- Acetonitrile/Tampon phosphate (62/39)

- Acdtonitile/Tampon phosphate (5g/ 42)
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{ La variation de d6bit :

- 0,9 min/ml

- 1,1 min/ml

r' Lavaiation de pH de la phase mobile :

- 4,1

- 4r3

Nous avons utilisd une solution de concentration 50 pslml.
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Partie III : R6sultats et discussions

I. Optimisation des conditions chromatographique :

L'optimisation des conditions exp6rimentales pour f identification et la d6termination de

la quantit6 du Glibenclamide par I'CLHP sont :

o Laphase stationnaire : C18

o Laphase mobile : Ac6tonitrile/Tampon phosphate (0,05M ; PH: 4,2) (60140)

o Lacolonne : 150x4,6 mm, 5pm

o D6tecteur: UV

o l,max:230 nm

o Injection:20 pl de solution Glibenclamide

o D6bit: 1 mVmin

o Mode : isocratique

o Temp6rature : Ambiante

o Tr: 3,6 min

Figure 37. Chromatogramme d'acitonitrilc / tampon phosphate (60/40)
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IL Vatidation de la m6thode d6velopp6e:

Les deux mdthodes proposdes ont dtd validde conform6ment aux lignes directrices des
International conference en Harmonisation (IcH) pour ra rindaritd, ra fiddrit6, Ia justesse,Ia limite de ddtection, ra rimite de quantification, l,exactitude et la robustesse.

ILl. La lin6arit6 :

J;,'"T:'"".1j:*ff:: 
de rdgression rindaire et re coefficient de corr.ration sont

IL1.1. pour spectrophotomitre tlV-Visibte :

Y=O.(n5789.x+0.02160

ff = O.ggT7

zus 2SO
Concentration (pglmQ

rEu 32 hutc d'aalonnqe pou le dosage dc Glibenclamide por la spectrophotomitrie w
Ia lindarit€ a itd vdrifiee et l'equation de la courbe d,dtaronnage est :

y:0,005799.x + 0,02360et le coefficient de corrdration est : R2: 0,gg77 (gg,77yo).

Dosege de l'6chantillon :

L'absorbance de la solution de l,6chantilloa DIABENEL@ preparde auparavant ainsimesuree est 6gale d : 0,679.

A partir de l'dquation de courbe d,dtalonnage : y : 0,0057g9.x + 0,02360,1a concentrationde I'dchant'lon et l'erreur sont calculds de la fagon suivante :

(,
(,
F

EIs
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0,679 = 0,0052g9.x+ 0,02360 -+
Dans 50ml : l13,2lpg _, lml

x= (0,679 - 0,02360)/0,005Tg9 = lI3,2I pgml

Erreur = ((5,66-5)/5,66) x169 :11,66vo.

II.l.2.Pour chromatographie CLHp :

-+ 50rnl E)
x = 5,66 mg

y=2729O.x+ITI6O

Ra = O.ggg2

ct(,
rB
E
J
6
gt
!t
tt
0
R
t!
E

200 250
Goncentration (pg/mtl

Figure 33. courbe d'ctolonnagepour re dosage de Gtibenctamidepar cLHp
La lindarit. a 6te v'nfiie et |equation de la courbe d,dtalonnage est :

y :21290-x+ 
17960 et le coefficient de corr6lation est . R2= 0,ggg2 (gg,gz%).

Dosege de l'6chantillon :

Nous avons injecte h solution de I'echantiilon DIABENEL@ daos l,appareil cLHp, on
obtient nn pic correspond d un temps de rdtention 3,6 min de surface 6gale d :2277g0g.

A partir de l'6quation de la courbe d'dtalonnage : y = 21290.x + 17960, la concentration de
I'echantillon et l'errew sont calcul.s de ra fagon suivante :

2277809:21290*+ 17960 -) x: Q27780g - r7g60y2l2g0 = r06,r\.rgml.
Dans 50ml : l06,l4pg -+ lml

-) x=5,30mg? --+ 50ml
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Eneur = ((5,3-5/5,3) xl00 :5,66yo.

L'erreur ainsi obtenue par les deux mdthodes de dosage monfoe que le rdsultat d,analyse degribencramide dans 

'dchantilron 
est plus prdcis par laclHp.

U.2.Lalid6tir6:

L',exproitation de ces rdsultats consiste d calculer Ia moyenne cx), I,dcart_tlpe (6) et ra

#H:iff:l 
(sD)' afin de calculer ra ddviation standard relative (zoRSD) selon ra

o/oRSD= 
(SD/X) x 100

Il.2.l. Pour spectrophotomitre UV_Visible :

Les rdsultats du test de prdcision par l'uV-visible sont reprdsentds dans le tableau :

Tableau 1' Rcsultats du test de pricision par spectrophotomdfiie w-yisibte

1""jour r% 3e'-ffi

N
25pg/ml 50pg/ml 75pglml zswml 50pg/ml 75pglml .Jl''g/ml s{fpglml TSpglml

A1 0,137 0,317 vr+4J 0,137 0,321 0,45I
Az

u,r43 0,32t 0,4520,139 0,317 u,444 0,143 0,319 u,451 0,145 0,322Ar

G
0,140 0,467

u,3lE 0,u0 0,146 u,J 17 0,450 0"140 0,320 0,459u,l3E 0,317 0,442 0,142 0,319 u,450 0,142 a32r 0,457

{ Itrrfo€0lbifit6:

hrisqu'm a realisd frois mesures (N : 3) d'une solution de concentration x: 2s pglml,
oncalcule lamoyenne X.

X=Exi/N

A partir d'.quation de courbe d'.talonnage on a trouv. que :

xr: l%58 pgml

xz:19,76 pgml

xs:20,10 pgml
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Donc:

X= (19,58 + 19,76 +22,10) / 3= 19,81 pgln1

Pour calculer l'dcart-type (6) et la ddviation standard (SD) on utilise la formule suivante :

62=I(xi-x)z/N

6 
z: 

1119,58-19,81)2 + (19,76-19,gl)2 + (22,10-lg,gl)211 3= a,046 p{tmt2

Donc:

6: r/6 ':.,10,046:0,21 pgl.1111 r$ SD= 0, 2l pglnl

La d6viation standard relative calcule comme suite:

%RSD: (SD/x) x 100: (0,21 /25) xlgg :0,84Yo

De la m€me manidre on a calcul6 les autres concentrations qui sont r6sum6s dans le

tableau suivant:

Tahleau 2. Rdsultats du test de rCpdtabilitd par spectrophotomitrie W-Visible

Concentration 25 p,g/ml 50 pglml 75 pglmL

x 19,81 50,73 72,32

6ouSD 0,21 0,07 0,29

%RSI) 0,84 0,r4 0,37

D'aprds ces rdsultats on constate que la o/oRSD est inferieur d 5% donc la rep6tabilitd est

bien valid6.

/ Fid6lit6 interm6diaire :

Les r6sultats du test fiddliE intermddiaire sont rdsum6s dans le tableau suivant :

Tableau 3. Rdsukds du test deftd.elird intennddinire par spectrophotomitric W-Visible

Concentration 25 pghnl 50 pglml 75 pglml

x 20,22 51,02 73,92

6ouSD 0,32 0,26 1,03

%RSI) 1,28 0,52 1,37
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D'aprds ces rdsultats on constante que le % RSD appartiennent au domaine de r6f6rence

certifide donc la fid6lite intermddiaire est bien valid6e.

11.2.2. Pour chromatographie CLHP :

Pour la pr{cision de la m6thode par CLHP nous avons suivi la m6me proc6drne citde ci-

dessus par la spectrophotom6trie UV-Visible.

Les rdsultats sont rdsum6s dans le tableau suivant :

Tableaa 4. Rdsultats de lapricision par CLHP

,/ R6p6tabilit6:

Tableau 5. Rdsaltals dutest de ripCtubiliti par CLHP

Concentration 25 pg/ml 50 pglml 75 pglml

x 20,17 41,26 71,57

6 ou SI) 0,43 0,93 1,54

%RSI) 1,72 1,86 2,05

Les valeurs de la variation standard relative obtenue sont autour de2,5 o/o, on considdre

que la repdtabilitd est valid6e.

r' X'id6lit6 interm6diaire :

1"' jour 2"-" jour 3'^' jour

\€l
N

251Elml 50pg/ml 75p.g/ml 251t9/ml 50pg/ml TSpglml 25pglml 50p,g/ml TSpglml

Sr 452092 870743 158s681 485954 923743 145758r 513776 923363 r592161

Su 434328 898806 1506408 508601 966788 I441612 492465 921064 1579121

Ss 455980 901813 1533284 508092 988673 t547714 511588 94618r r580255

Smoy 447466 890454 I54r79l s00882 959734 1488302 s05943 930202 1557179
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Tableau 6. Risultats du test deftdfliti intermidiaire par CLH?

Concentration 25 pglml 50 pglml 75 pglml

x 21,92 42,69 70,97

6ouSD 1,24 1,33 1,39

%RSI) 1,76 2,66 1,84

D'aprds ces rdsultats on constante que le % RSD appartiennent au domaine de r6fdrence

certifi6e donc la fid6litd intermddiaire est bien valid6e.

II.3. La justesse :

Pour appr6cier la justesse, nous mesrrons l'erreur relative entre les trois valeurs d'essai

rdalis6es sur trois jours ceci aux trois concentrations d6ferentes (25, 50 et 75 pglml) et la

valeur de rdf6rence.

II.3.1. Pour la spectrophotom6trie UV-Visible :

,/ Intra-jour:

Tableau 7. Risultats du test d'intra-jourpar spectrophotomltric w-visible

Concentration 25 *ghnl 50 pgirnl 75 pg/ml

DoUSD 5,19 0,30 3.r4

%RSD 20,76 0,60 4,18

r' Inter-jour:

Tableau 8. RCsultats du test d'inter-jour par spectrophotomCtrie W-Visibte

Concentration 25 pg/ml 50 pg/ml 751tglrrl/.

6 ou SI) 5 0,72 2,15

%RSI) 20,36 r,45 2,86

Les rdsultats du test de justesse montent que la mdthode spectrophotomdtre est juste

(infdrieur d 5 yo), mais il y a des eneurs de manipulation pour la concentration 25 pglml.

II3.2. Pour la chromatographie CLIIp :

r' Intra-jour:

-38-



Tableau 9. Rdsuhas du test d,intra-joar par CLH?

r' Inter-jour:

Tableau 10. Risahas du test d,inter-jour par CLHp

Concentration 25 pglml 50 pglml 75 Vglml

6 ou SI) 3,31 7,43 4,25

%RSI) 13,24 14,96 5,66

D'aprds les rdsultats obtenus dans le test de lindarit6 et de fiddlitd montrent que la

mdthode chromatographique est juste, mais le test de justesse montre qu,il y a

probablement des erreurs de manipulation lors de la preparation des solutions.

I1.4. Limite de d6tection :

Pour calculer la limite de d6tection on applique la fonnule suivante :

LD= 3,36/5

II.4.1. Pour lr spectrophotom6trie tlV-Visible :

LD: (3,3x0,00005938) / 0,005789:0,03 pg/ml.

Nous pouvons conclure gue LD: 0,03 pglml c'est la plus faible concentration de

Glibenclamide qu'il est possible de ddtecter par la m6thode de dosage UV-Visibte, mais

pas necessairement quanffiee.

IL42. Pour chromatographie CLIIp :

LD: (3,3x372,1) 121290:0,05 pelml

La valeur de la limite de ddtection est 0,05 ttg/rrll, c'est la plus petite concentration de

Glibenclamide ddtectee.

Concentration 25 pglml 50 pglml 75 Pglml

6ouSD 4,84 8,79 3,76

%RSD 19,36 17,56 5,01
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[.5. Limite de quantification :

Pour calculer la limite de quantification (LQ) on applique cette formule :

LQ= 106/5

[.5.1. Pour la spectrophotom6trie tlV-Visible :

LQ: (10x0,00005938) I 0,005789:0,10 pe/ml

Nous pouvons conclure que LQ: 0,10 pglml c'est la concenfiation minimale de

Glibenclamide qui peut €tre quantifi6 la spectrophotomdtrie UV-Visible.

II.5.2. Pour chromatographie CLHP :

LQ : (10x372,1) I 21290:0,17 pg/ml

La valeur de la limite de quantification est de 0,17 pglml, c'est la concentration

minimale de Glibenclamide peut 6tre quantifi6e par chromatographie CLHP.

II.6. L'exactitude :

Nous avons ca1cu16 d chaque concentation de I'erreur relative (ER%) + le taux de

recouwement (TR%) comme suite :

ERTo= [(C.'p - Co) / Copl x 100 et TR%o= (C.,p - Ctil x 100

Une m6thode est consid6rde exacte, lorsque la valeur 100% est incluse dans l'intervalle

de confiance (IC).

II.6.1. Pour spectrophotomCtre tlV-Visible :

Tableau 11. Rdsumi des donnies d'exacfitude par spectrophotomltrique W-Visible

Ctn Cexp ER% TR%

80 82 2,43 102,5

r00 103,6 3,47 103,6

r20 124,1 3,3 103,4

Moyenne 103,1
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L'intervalle de confiance (IC) calculd est dgal it 103,1%+ 3,06, qui peut 6he 6crit sous

la forme [ 00,04-10 6,16].

Le 100 Yoproche d l'intervalle de confiance, la m6thode est donc exacte.

1I.6.2. Pour chromatographique CLIfp :

Tableau 12. RCsum{ des donnies d,exaetitude par CLHP

Ctn Cexp ER% TR%

80 71,49 I1,91 89,35

100 101,05 1,03 101,05

120 100,53 19,36 83,77

Moyenne 91,39

L'intervalle de confiance calculd est 6gal iL gl,3gyo t 10,07 , qui peut 6tre 6crit sous la

forme [81,32-101,46].

Le 100% est compris dans l'intervalle de confiance, la mdthode est donc exacte.

ndanmoins l'intervalle est large.

II.7.La robustesse:

Chaque valeur moyenne obtenue est compard d la valeur moyenne obtenue dans les

conditions optimales, ces r6sultats sont r6sum6s dans le tableau suivant :

Tableou 13. Reswn{ des rdsultats du test de robastesse par CLHp

Paramitre Variation Sur{ace 7o d6viation

Standard I r63880

Phase mobile

(ACNiTampon

KH2P04)

62/38 1067036 8,32

58t42 1247586 6r7

Debit 0r9 919208 21,02

1,1 I 185861 1,85

PH de phase

mobile

4,1 r254269 7,2

4,3 1233415 5,63
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La mdthode CLHP ainsi ddvelopp6e est considdr6e plus au moins robuste dans la limite des

conditions de travail dans le laboratoire.
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Conclusion g6n6rale

En se basant sur les difftrents critdres de validation des m6thodes analytiques d6crits

dans la littdrahne, ce travail tente de ddvelopper et d optimiser deux techniques de dosage

d'un principe actif (Glibenclamide) dans une forme pharmaceutique solide de la famille

des antidiabdtiques oraux.

Au cours de nohe fravail, nous avons prdsentd une recherche bibliographique sur la

pharmacologie du diabdte, les techniques de dosage des antidiab6tiques ora'x et les

difftrents critdres de validation des techniques de dosage.

L'ensemble des travaux prdsentds dans ce mdmoire s'articule autour de deux

dtapes cons6cutives. La premidre 6tape d6crit le ddveloppement et l'optimisation. des

conditions de dosage de Glibenclamide par Ia chromatographie liquide a haute

performance (CLHP) et par la spectrophotom6trie UV-Visible. La deuxidme 6tape consiste

d valider les critdres de dosage par ces deux m6thodes d'analyse.

Les r6sultats obtenus montrent une bonne linearit6 des deux m6thodes (R2: 0,9977 pour

la spechophotom6trie UV-Visible et R2: 0,9982 pour le CLFIP) sur un domaine de

concentation allant de I d 200 1tglml.

L'6valuation statistique des deux mdthodes proposdes ardv6l6 que toutes les valeurs des

diff6rents paramdtres mesur6s se situent dans les limites de validation.

Les deux m6thodes proposdes sont simples, rapides, sensibles, exactes, pr6cises et

specifiques. Le temps d'analyse en chromatographique de 4.5 min permet I'analyse d,un

grand nombre d'echantillons en un peu de temps. Par consdquent, ils peuvent €tre adaptds

pour I'analyse de routine de Glibenclamide sous des formes pharmaceutique solide.
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Rdsum6

Deux mdthodes simples' selectives, lindaires, prdcisos et exactes ont 6td ddveroppdes et
validee pour Ie dosage rapide oetiuenctr*id";;;, ;"" de comprimds. La premidre esr
une mfthode RP'HPLC (150xa'6im, 5 pm tuile o*, purricules) 

" errri* isocratique d un
:l*:,o11Jrf"ml 

/ min a temperature ambiante.'Lu ph** moble drair constitu*e

d*tection*,fri::t#Hi:,,::ffi1,":':':iJ,i,Jff 
# 

jl:ffin_.ffhi;
pour glibenclamide a Et6 de 3,6 min. La deuxidm, *Jhoa" est la spectrophorom.nie uv-visible n 300nm' Le pourcentag" nso pour Ia pr!.-iJl et l,exactitude des deux mdthodesa 6t€ jugde inftrieur d 5' cesL* m6thodes orrt ete vafiddes conformgment aux rignes

i,tff#n*,lf,i*J;,"#-fr "d;;;",,",*,rs pour r'*"r;;; de routine de

Mots cl6s: Glibenclamide, validation, CLHP, UV_visible.

Abstra$t

Two simple methods, selective, linear and accurate have been developed and varidatedforthe rapid deterrnination of gliuen"lamide in tablet fb;. The firsr is a Rp-FIpLc method(150x4'6mm' 5 pm particle size) using isocratic erution at a frow rate of 1.0 rnl / mn attoom temperature' The mobile phase was^acetonitrile /phosphate buffef (0.05M) (60/40) toPH = 4'2' uv detection *aut*ngtt' was 230 nm and the smpre was injecte d atz0;*1. Theretention time for gtibenclamidi wus 3.6 min. The second method is the uv-visibtespechophotomefiry.at 300 nm' The percent RSD for the precision and accuracy of the two
il:iHr-ffiff": n:"'ilY L**" 

trvo meth;;have been 
"ara*i according to

glibenclamide in tabte* 
zuccessfully applied for routine aqalysis of

Keywords: Glibenclanride, validation, fIpLC, UV_visible.
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