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INTRODUCTION



L’électrophorése capillaire (EC) est définie comiee mouvement d’ions
chargés se déplacant dans une solution d'éleatglydous l'influence d'un
champ électrique, a lintérieur d’'un tube capikailes premiers travaux sur
cette technique furent entrepris par Hjerten, e®i719ui utilisa des capillaires
en quartz de 1 a 3 mm de diametre pour sépareriffmedtes zones des
mélanges de divers composés (protéines, peptites, organiques et
inorganiques). Des lors, 'EC prit le nom d’éleghorese capillaire de zone
(ECZ) et ne devint populaire que dans les annéegr&e aux travaux de
Jorgensen et Lukacs qui améliorerent la techniquatibsant des capillaires de
75 um en silice vierge fondue. D’autre part, ils furdas premiers a clarifier la
théorie en décrivant les relations reliant les pataes opérationnels a la qualité
de la séparation. De nos jours, la séparation migytas (sous forme ionisée) en
ECZ est entreprise a l'intérieur d‘un capillaire slice vierge fondue revétue
d’'une couche protectrice externe de polyimidge capillaire est rempli
d’'un tampon de séparation (BGE) dont la contipos est trés variable
(aqueux, organique, hydro-organique), mais qui ieahttoujours un ou
plusieurs sels, lui conférant a la fois une ceddorce ionique et un pH donné.
Chacune des extrémités du capillaire est alor®pladans deux flacons remplis
du méme tampon, puis connectée a des électrolitsssra une source de haute
tension £30kV). La dimension du capillaire varie en fonoties performances
et du temps d’analyse désiré, mais également i d¢ détecteur utilisé. De
maniére générale, le diamétre interne (d.i) d’'apiltaire se situe entre 25 et
150 um et sa longueur varie entre 30 et 100 cm. L'impecse fait a partir du
flacon contenant I'échantillon par I'applicationitsd’une pression (injection
hydrodynamique), soit d’'une tension ou d'un cotiran (injection
électrocinétique). Bien que l'injection électrodigée permette un gain notoire
au niveau de la sensibilité, elle reste moins papal que Iinjection

hydrodynamique a raison de son manque de répétahie la discrimination



vis-a-vis des analytes injectés et du phénomene ddplétion sur

I’échantillon[1].

Notre objectif consistera a montrer les differemiedes d’électrophorese
capillaire que nous avons utilisé pour faire laaresi point du développement
d'une méthode d'analyse de médicaments contenantladenifédipine,

antihypertenseur appartenant a la famille des ihits calciques, par

électrophoreseapillaire.
Ce travail sera présenté en deux parties:

- Une premiére partie qui fait un rappel sur les gdités sur la nifédipine
ainsi que les différentes techniques employées Iattréphorese
capillaire;

- Une deuxiéme partie qui fait la synthése des trawri développement

d’'une méthode d’électrophorése capillaire pourdlgse de la nifédipine
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1. GENERALITES SUR LA NIFEDIPINE

1.1.Propriétés physicc-chimiques

Figure 1 : 2,6Diméthyl-4-(2-nitrophényl)-1,4-dihydro-3,5-
pyridine dicarboxylate de diméthyle

La Nifédipine est une poudre jaune de formule brC;;HgN,Og de poids
moléculaire 346,33 g/mc et de dénomination chimique selon les regle:

I'ITUPAC (International Lnion of Pure and Applied Chemistry) ou en frant

(Union internationale de chimie pure et appliqué2,e-Diméthyl-4-(2-

nitrophényl)-1,4-dihydro-3,5pyridinedicarboxylate de diméthyle ou 2,6-

diméthyl-4-(2-nitrophényl) -1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate de

diméthyle. La Nifédipine a un point de fusion compris entre -174°C, et deux
valeurs de pka : pKa 3,93 et pK, = 5,33. De plus ellest trés peisoluble dans
de l'eau: 5,9 mg/la 25°C; La Nifédipine est soluble dans les solva

organiques a 20°Gacétone (25 mg/l), éthanol (17 gyl méthanc (26 g/l).[2,

3,4 ,5].



1.2.Méthode d’obtention, pharmacocinétique et utisation

thérapeutiques de la nifedipine

1.2.1. Méthode d’obtention de la nifedipine

\

La nifédipine est synthétisée a partir du 2-Nitreiedéhyde et de

I'acétylacétate de méthyle.

On distingue 3 étapes.

1°" étape :
R0
R-CHO  + M 0 0% OR
R OR |
R

En milieu basique, chauffé, I'acétylacétylate dehyike perd un hydrogene du
méthyléne em de la fonction cétone. Il se forme un carbanianchrbanion va
attaquer la fonction la plus réactive du nitrobdalayde : c’est la fonction
aldéhyde, qui est non énolisable. Il y a formatitum B cétol qui se déshydrate
facilement par une réaction de crotonisation (dibération d’eau). Ceci donne

une cétone éthylique. Ici, l'ammoniaque joue lemd solvant basique.



2éme

étape simultanée :

L’ammoniaque joue le role de réactif nucléophile doublet libre de I'azote
attaque la fonction carbonyle d’'une deuxiéme md&aiacétylacétylate de

méthyle. On obtient une énamine.

)] )] -H,0 rMH

oOR" R R oR" = QIR
) \fo °] ° =
+
R0 HIN Y R R oo Y R MHq
= AL
H H

fg_;u | fs)
R ,_Q“;,\Il "R
H -
Tautomerism
oR" R OR
0 0 MH 4" H.0
H
OR" R OR" OR" B OR" R
HH NHS R"00C COOR"
0 | o] 3 |
o mMH + MH ' '
R [ = 4 3 R H R




3éme

étape : addition de Michaél

Cette étape correspond a l'attaque nucléophile 'éearnine (donneur de

Michaél) sur la cétone éthylénique.

Le carbone enp du composeé carbonylé insaturé formé lors de |la &éape

constitue I'accepteur de Michaél.

Remarque:

- sous l'action de la lumiere, la nifédipine se dBpose en un composeé
nitrosé dépourvu dactivité. Ceci expliqgue que Igntkese doit
obligatoirement se faire a I'abri de la lumiérelettransport dans des
flacons opaques.

- pour gu’il y ait formation de nifédipine, il fautig 'énamine et la cétone

éthylique soient en quantités équivalentes.
1.2.2. Pharmacocinétique

Les dihydropyridines exercent I'effet vasodilatatieuplus puissant. Aux doses
thérapeutiques habituelles, ces agents n'ont peatignt pas d'influence sur la
fonction des cellules myocardiaques et le systemecahduction du coeur.
L'effet hypotenseur de ces meédicaments est sougentrecarré par une
augmentation réflexe de l'activité nerveuse symghat cette derniere se
traduisant au niveau du coeur par une accélératmnia fréquence et un
accroissement de la contractilité, ceci particel@ent lors de l'instauration du
traitement[6]. Actuellement, cing dihydropyridines inhibiteurs flux calcique

sont commercialisées en France, dont quatre ekisters une forme a libération

prolongée pour leur indication dans I'hypertension.

1.2.2.1. Absorption[7]

La nifédipine est résorbée a plus de 90% par lfosgae. L'absorption est
rapide, la molécule marquée au Carbone 14 appdaia® le sérum 3 minutes
apres administration sublinguale et 20 minutessapdininistration orale. Pour

8



les deux voies, la concentration sérigue maximsi@letenue une a deux heures
apres la prisg8]. La nifédipine subit un intense métabolisme de jpeepassage
hépatique aprés administration orale. C'est pourgacbiodisponibilité ‘aprées

administration par voie orale est comprise entret307 %[9-10-11].

1.2.2.2. Biotransformation

La demi-vie d'élimination de la nifédipine est telamentibréevegde 30 minutes
a 2,8 heures apres administration par voie oralgnea jamais été observé de
phénomene d'accumulation au cours d'un traitememtinu [12-13] La
nifédipine et ses métabolites sont lieés envirol® &Baux protéines sériques. La
nifédipine non liée aux protéines diffuse rapidemeaans les organes et les
tissus. A une concentration de nifédipine den20mhgénviron 92 % de la
substance est liée aux protéines sériques chedriecet a une concentration de
0,2 ug/ml, la liaison est d'environ 98 %_aprés adstriation orale de 20 mg sous
forme de capsule. Il a été trouvé une relationeelds taux plasmatiques et la

réduction de la résistance vasculadg |

La nifédipine est presque totalement métabolisés tlarganisme puisqu'on ne
retrouve que des traces de la“substance inchammee ldirine. Le systeme
cytochrome P-450 est prebablement responsable mengtabolismgl7]. La
nifédipine se transforme en un premier métabolitst dine des deux fonctions
ester se trouve Hydrolysee pour donner un acideogglique (figure 5). Le
deuxieme métabaolite est obtenu par oxydation denletion méthyl en ortho par
rapport a la fonction acide pour donner un groupdgntg/droxymeéthyl, ce
deuxieme metabeolite est en équilibre avec son éékactonique dont les
proportions dependent du pH. On peut détecter detabolites dans les urines.
Ce sonthdes derivés de la pyridine, contrairemerd aifédipine qui est un
dérive de la dihydropyridine. Ces deux métabol#est pharmacologiquement

inactifs. L'effet de premier passage hépatiquengsbdrtant[17]



1.2.2.3. Elimination

Aprés administration d'une dose sublinguale oueod& 10 mg de nifédipine,
80% de la substance est éliminée sous forme debolié¢s par le rein. La part
non excrétée par le rein est éliminée par voie to@faire puis dans les feces
[16-19]

1.2.3. Indications thérapeutiques

Traitement symptomatique de I'angor stable chromign monothérapie ou en

association avec un traitement bétabloquant.

Traitement de tous les niveaux d’hypertension iftér

1.2.3.1. Posologie et mode d’administration
Voie orale.

Pour des effets optimaux, la posologie doit étrapéee en fonction des besoins
individuels. La dose initiale doit étre augment&egpessivement selon les

signes cliniques. La posologie recommandée chdaltaest la suivante :
- Angor stable chronique (angor d’effort)

La posologie initiale recommandée est d’'un comprdaé30 mg une fois par
jour. La dose peut étre augmentée en fonction dgaiiis individuels jusqu’a un

maximum de 90 mg une fois par jour.
- Hypertension artérielle

La posologie initiale recommandée est d’'un comprdaé30 mg une fois par
jour. Si nécessaire, la dose peut étre augmentédéoramiion des besoins
individuels jusqu’a un maximum de 90 mg une fois joar. Les comprimés
doivent étre avalés entiers sans étre croqués,aramhécrases. Les comprimes
sont de préférence administrés le matin avec urewd®eau (pas de jus de
pamplemousse ; voir également la rubrique 4.5duré&e du traitement est fixée
par le médecin traitant.

10



1.2.3.2. Contre-indications

- Hypersensibilité connue a la nifédipine ou a d'esitdihydropyridines, ou
a I'un des excipients.

- Grossesse.

- Choc cardiogénique, sténose aortique cliniguememiuvée, angor
instable ou en cas d’infarctus du myocarde datamhdins d’'un mois.

- traitement concomitant par la rifampicine.

1.2.3.3. Mises en garde spéciales et précautiongmiploi

Dans certains cas exceptionnels, l'utilisation d@&dipine peut entrainer de
graves symptomes d’angine de poitrine, probablememt raison d'une
résorption rapide et d’'une chute trop soudaineaderéssion artérielle. Dans ce
cas, le médecin traitant doit en étre immédiaterndatmé et le traitement par
nifédipine doit étre arrété. La nifédipine doiteétrtilisée avec précaution chez
les patients présentant une ischémie (menacanseflalgts et/ou orteils, étant
donné que ce phénomeéne peut s’aggraver en raisore dliminution de la
perfusion tissulaire due a une pression de perfudiminuée. Chez les patients
souffrant de diarrhée, le temps de séjour du camgpans le tractus gastro-
intestinal, et de ce fait, la durée d'action, swatluits. Des symptébmes
d’obstruction pouvant se manifester chez les petigmésentant une sténose
gastro-intestinale sévere préexistante, Nifedigdmarmamatch retard ne doit
pas étre administré a ces patients. Des symptobstdiction ont également
eté observés chez les patients ne présentant astémaese gastro-intestinale
diagnostiquée. Nifedipine Pharmamatch retard nepss non plus étre prescrit
aux patients présentant une poche de Kock (iléastosuivant une

proctocolectomie).

11



1.2.3.4. Interaction avec d’'autres médicaments ehautres formes

d’interaction

La nifédipine est métabolisée par le systeme cytooh P450 3A4 (CYP3A4),
qui est présent dans la muqueuse intestinalefetdeLes médicaments connus
pour inhiber ou induire cette enzyme peuvent adtigrer I'absorption (apres

une administration orale) ou I'élimination de |&dlipine.

- Substances induisant le CYP3A4
*Rifampicine :

La rifampicine induit fortement le systeme CYP3AEn cas de co-
administration avec la rifampicine, la biodispohibi de la nifédipine est
considérablement réduite (baisse de 95 % de I'A&t@)e ce fait, son efficacité
affaiblie. La co-administration de nifédipine avéa rifampicine est par

conséquent contre-indiquée.

*Phénytoine :
La phénytoine induit le systeme CYP3A4. En casaadministration avec la
phénytoine, la biodisponibilité de la nifédiping esduite (baisse de 70 % de
I’AUC) et de ce fait, son efficacité affaiblie. lsgjue les deux médicaments sont
administrés simultanément, la réponse clinique anif@dipine doit étre
surveillée et, si nécessaire, une augmentatioa dede de nifédipine envisagée.
Si la dose de nifédipine est augmentée pendanb-Edministration des deux
médicaments, une réduction de la dose de nifédihiiteétre envisagée lorsque

le traitement par phénytoine est interrompu.

- Substances inhibant le CYP3A4 :
*Jus de pamplemousse :

Le jus de pamplemousse inhibe le systeme CYP3Adcd-administration de

jus de pamplemousse avec la nifédipine accroitdesentrations plasmatiques

12



de nifédipine, en raison d’'une diminution du méteimee de premier passage.
Par conséquent, I'effet de la nifédipine sur laidition de la pression artérielle
peut augmenter. Apres une prise réguliere de jupaseplemousse, cet effet
peut durer au moins trois jours apres la dernigrgestion de jus de
pamplemousse. La prise de jus de pamplemousse rgendatraitement par

nifédipine est déconseillée (voir également laigue 5.2).

1.2.3.5. Grossesse et allaitement

Aucune donnée pertinente n’existe quant a 'utilisade la nifédipine chez les
femmes enceintes. Les études sur les animaux ombrdé une toxicité de la
reproduction, a savoir une embryo-toxicité et déstetératogenes a des doses

toxiques pour la mére. La nifédipine est contragnde pendant la grossesse.

1.2.3.6. Effets indésirables

Les réactions secondaires sont souvent liees &@da dt surviennent dans la
majeure partie des cas au cours des deux prensiémagnes suivant le début du

traitement.

- Troubles cardiovasculaires : cedéme périphériquelffdm congestive
(érythrose faciale).

- Troubles gastro-intestinaux : constipation, nausgtes

- Troubles des organes de reproduction et des s&narésie nocturne,
détérioration aigué réversible de la fonction rénal

- Troubles généraux et accidents liés au site d’adtraion : céphalée,
vertige, sensations ébrieuses, sensation de pnedsics la téte.

- Fréquents étourdissement, fatigue.

13



2. GENERALITES SUR L'ELECTROPHORESE CAPILLAIRE

L’électrophorése capillaire (EC) est une techniquealytique relativement
récente qui permet la séparation des especes elsamyenon a travers un
capillaire, en se fondant sur les différences dgration de ces composés
soumis a un champ électrique. Les premiéres apiplitsaont été effectuées en
électrophorése capillaire de zone (ECZ), mode piamie de séparer les

composes ionisés. Par la suite, d’'autres moddsC de développérent, dont

par exemple, la chromatographie micellaire éleatétmue (MEKC) qui

permet aussi la séparation de composés ne@i®s que d’autres modes
soient utilisés et aient chacun leur intérét, deumode d’ECZ couplé a un
détecteur UV-Vis est abordé au cours de ce tralalectrophorese capillaire
présente un grand intérét de par sa grafidacté qui se traduit par un
nombre de plateaux théoriques trés élevé *1f),des manipulations et un
appareillage simples et souvent automatisés, ddefavolumes d’échantillon
(1-20 nl) R0O] et une faible consommation de solvants organigResplus, du

fait de son mécanisme de séparation différent, I'¥eCrévéle une méthode
complémentaire (orthogonale) aux techniques chrognaphiques (CPG,
CLHP,...). Actuellement, 'EC trouve de nombreusegligations dans le

domaine pharmaceutiq(@1].
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2.1. Electrophorese capillaire de zone

2.1.1. Principe
Paroi du capillaire
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Figure 2 : Principe de séparation des molécules en électrophase capillaire
de zone libre (EC2).

Dans un capillaire de silice fondue non traitéertprésence d’'un tampon de
pH > 3 les groupements silanol de la paroi dpilleére ont une charge
négative qui attire les cations du tampon créaet double couche électrique,
dite double couche de Stern. Sous l'effet du chagetrique, les cations
excédentaires de la double couche se mettent emam@mnt en direction de la
cathode et, en entrainant I'ensemble des molécdlessolvant, donnent
naissance a un flux électro-osmotique (FEO) cargétépar une mobilité
électrophorétiqueneo. D’autre part, les molécules chargées présaides
I’échantillon ont une mobilité électrophorétignmpre pep déterminée par
leur rapport charge/taille. Une molécule charggesitivement aura une
mobilité apparente égale a la sommeu€elp etueo et se déplacera plus vite que
le FEO. Au contraire, pour une molécule chargégatiéementuep tendra a

s’opposerpeo. La vitesse de déplacement de cette molécudea sdonc
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inférieure a celle du FEO. En ce qui concerne lefaules neutres, elles ont
une valeur deiep nulle et se déplaceront toutes a la vitesseEdD &ans étre
séparéeg54]

2.1.2. Mode opératoire

longue utie {

4

| & | Sens de Mmigyalion =
] : lonquer fotale L # T
| tlectolyte:

f | WE — dlecolye U
| : 4 A

C anode i simenator| 1 'Wv| cathode
 TTTT TR TR TN TP TFATRTY H'I' T

030KV

Figure 3 : Schéma d’'un appareil d’électrophorese capillaire deone libre

(CZE).
L’'appareillage est constitué de deux récipientsimples d’'une solution
d’électrolyte tamponnée, dans laquelle trempent datrémités d'un tube
capillaire (diamétre interne entre 25 et i) ainsi que deux électrodes de
platine. || compte aussi un générateur de tensiapaldle de délivrer une
difféerence de potentiel compris entre 10 et 30 kM, systeme d’injection

hydrodynamique en général (application d’'une difféle de pression entre les

deux électrodes pendant un tempset un détecteur UV.
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2.1.2.1. Migration électrophorétique

Elle correspond au déplacement des ions sousuénfie d’'un champ électrique
(E). Comme en électrophorese traditionnelle, tout ianparticule chargée se
déplace, avec une vitesgg, qui dépend des conditions de I'expérience etade s
mobilité électrophorétique proprepef).Cette vitesseve, est donnée par
I’équation de Huckel :

Ver= QE /6mnr= peE (nep - Mobilité électrophorétique en cmz.\VA.s?)

Vep €St fonction de la charge de I'ian de son rayom, du champ électrique
appliquékE et de la viscosité du milieg La vitesse de migration est directement
proportionnelle au rapport charge /taille de I'ion.

nep= Ve E= Ve L/V OU L désigne la longueur totale du capillaire\Veta ddp
appliqguée a ses extrémités. On affecte a la mémlectrophorétique un signe
(+ ou -) selon la nature cationique anionique de I'espéce. Elle est nulle pour

une espece globalement neutre.

2.1.2.2. Flux electro-osmotique (feo)

Le second facteur qui contrble la migration desutgsl est I'écoulement de
I'électrolyte encore appelé flux électro-osmotiqgei se caractérise par sa
mobilité électro-osmotique. La vitesse de I'écoldairélectro osmotiquerfieo)
(m.s) est reliée & la densité de charge porter peapélaire £i (nf.kg>.C>.S%),

au champ électrique applique E (V.m-1), a la vigéode la solution tampon
(Pa.§) et a la constante diélectrique du tampon £NE&Em?):

vfeo=¢§ E /4= pfeo E

Ce flux résulte de la présence de charges néggimades par la matrice. Ces
charges négatives proviennent de l'ionisation desigements silanol (Si-OH)
gui tapissent l'intérieur du capillaire en silarem{Si-O) a pH superieur a 3.
Ces sites anioniques fixes attirent des cationsemté dans la solution et les
ordonnent en double couche dont I'une est collée aroi et I'autre quelque
peu mobile. Entre ces deux couches nait une difé&rele potentiel
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(Le potentiel Zeta), dont la valeur dépend de laceatration de I'électrolyte et
du pH, les cations migrent vers la cathode. Ces @ant solvatés par des
molécules d’eau, il apparait un flux d’électrolypa se dirige dans le méme sens
[55].

L’écoulement électro-osmotique dépend de la formeique et du pH de
I'électrolyte qui conditionne le degré d’ionisatides groupements silanols et la
densité de la double couche. L'ajout de certaimsitactifs comme le tétra-
akylammonium dans I'électrolyte peut inverser ldapté de la paroi, le flux

électro osmotique se dirige vers I'anode.

2.1.2.3. Mobilité apparente

Chaque ion est soumispa, et peos, il migre donc avec une mobilité apparente
Happ-

Mapp= Mep tTHeos= LI/ TV

L : longueur totale du capillaire (cm)

| : longueur du capillaire jusqu’au détecteur (cm)

t : temps de migration (min)

V : tension appliquée (V)

L’injection d’'un échantillon constitué d’espécesti@aiques, anioniques et
neutres, conduit a la migration successive versathode des cations, des

especes neutres et des anions.

18



wdddf &

Injection = oo Detection

++++++++++

ANODE CATHODE
+ oGO sz oo —
[y ]

D T s

‘\Capillaire
CATIONS a2 > - —— = Em >
Pr— EOF > 4 @S ——EM

Figure 4 : Ordre de migration des anions, des cations et despeces neutres

lors d’'une analyse en électrophorese capillaire.

(EOF : flux électro osmotique EP: migration électrophorétiqueN : espece neutre
EM : mobilité apparente.

2.1.3. Avantages et inconvénients

» Avantages
+ Faible co(t d'utilisation : faible quantité de sait organique par rapport
aux autres méthodes.
+ Faible volume injecté : 1- 10 microlitres voir m& nanolitres et ne
dépassant pas 1% du volume du capillaire.
+Durée de l'analyse: 5 — 20 minutes plus rapjde les séparations
chromatographiquef2?]
> Inconvénients
+ La répétabilité des volumes a injecter pendanahedyses.
+ Les variations du pH des solutions tampons.
+Limites de détection des détecteurs dansamange de 10-16 a 10-20
mol.

+ Difficultés de séparer les especes neutre€€H.[23]
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2.1.4. Applications

+ Analyses d'impuretés et de produits de dédimaadans les matieres
premieres

+Dosage des composés actifs sur le plan phatogque.

+ |dentification de nombreuses protéines, liptfines et acides
nucléiques|22]

2.2. Chromatographie micellaire électrocinétique gaillaire : « MEKC »

2.2.1. Principe

Paroi du capillaire

Cathode

Figure 5 : Principe de séparation des molécules en chromatogriaie

micellaire électrocinétique capillaire (MEKC).

Cercles bistres : molécules a séparer et intemagigslus ou moins avec la
micelle. Double fleche : mouvement des moléculeégarer entre la micelle et

le solvant.

Un tensio-actif ionique est ajouté dans le tampa une concentration
supérieure a sa concentration micellaire quréi Il en résulte la formation de

micelles possédant un cceur hydrophobe et wni@ce chargée. Dans le cas
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d’'un tensio-actif anionique tel que le sodium dodiésulfate, ces micelles

possedent une mobilité électrophorétique propgg(de sens inverse au
FEO et migrent vers la cathode plus lentemgué le FEO. Selon leur
degré d’hydrophobicité et donc leur coefficiertmhrtage entre le tampon et
les micelles, les molécules de I'échantillon soahsportées plus ou moins vite
vers la cathode. Les molécules les plus hydrephitestent essentiellement
dans le tampon et migrent avec le FEO alors dge molécules les plus

hydrophobes s’associent aux micelles et sont wetemplus longtemps dans le

capillaire.

2.2.2. Mode opératoire

Le sodium dodécyl sulfate (SDS), est un agent oessitif anionique
couramment utilisé. Les micelles de SDS aniorsgeant €lectrostatiquement
attirées vers l'anode. Le FEO transporte la saiuga vrac vers ['électrode
négative en raison de la charge négative surrfacgiinterne des capillaires de
silice. Mais le FEO est généralement plus fort lauaigration électrophorétique
des micelles et donc les micelles vont migrer égald vers I'électrode négative
avec une vitesse retardée. Quand un analyte nestranjecté dans la solution
micellaire, une fraction est incorporée dans laefe, tandis que la fraction
restante de l'analyte migre avec la vitesserél@smotique. Par conséquent,
les micelles diminuent de maniére sélective laratign des solutés neutres
avec lesquelles ils interagissent (par un ménamide séparation), qui tant a
migrer a la méme vitesse que le FEO. La séparai®mend de I'équilibre de
la répartition individuelle des difféerents artaely entre la phase micellaire et
la phase aqueuse. Par conséquent, les analytestquie plus grande affinité
pour les micelles présentent des vitesses de nugrplus lente par rapport aux

analytes qui sont principalement distribuésisdéa solution en vrg@5-27]
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2.2.3. Avantages et inconvénients

» Avantages:
+ La MEKC permet la séparation de composés imsget neutres.

+ La MEKC differe de [I'ECZ, car elle utilise un®lstion ionique
micellaire au lieu de la solution de sel simple tampon.

+ La MEKC est la plus flexible de toutes les tecuais de I'EC, offrant
la plus grande sélectivité a la plus large ganti® composés et peut
étre considéré comme la méthode de séparation di&x dbrs de
I'exécution d'analyse de I'EC pour les substandearmaceutiques
[28,30]

> Inconvénients :

+ L'amélioration de la reproductibilité de I'analypeantitative, y compris

le temps de la migration et de la hauteur du [3i1@]

2.2.4. Applications

+ La MEKC peut étre particulierement utile pour laetéination de la
drogue dans les échantillons ayant une teneur eéleré protéines
(échantillons cliniques, fluides biologiques).

+ La MEKC peut étre généralement appliqué a unaraéipn simultanée
a partir de mélanges complexes de substances pteutitpes ayant des
caractéristiques structurelles et physico-chimsgues similaires.

+ La MEKC peut étre utilisé pour la séparation depuretés liées a la

structure principale du médicament actif.
2.3. Electrophorese capillaire non aqueuse : « NACE
2.3.1. Principe

L’électrophorése en milieu non aqueux (NACE) estmate spécifique de 'EC

qui consiste a substituer I'eau du BGE par un saleaganique ou mélange de
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solvants organiques. En effet les solvants présedt&s constantes diélectriques
tres faibles, tels que le dioxane, le chlorofornfacétate d’éthyle, le
tétrahydrofuranne ou le chlorure de méthylene,nrgusont pas favorables a la
solubilisation d’électrolytes, ont été deélaissés mafit de solvants dont la
constante diélectriqgue est supérieure a 20. Uraioenombre de composés peu
solubles dans l'eau, telles les substances hydbmshanérite d’étre analysé en
milieu organique. Généralement les solvants orgeescabsorbent plus dans le
domaine UV que ne le fait I'eau, ce qui constitmedésavantage certain. C’est
d’ailleurs une des raisons pour lesquelles le nméthat 'acétonitrile sont les

solvants les plus utilisés en milieu non aqueux.

2.3.2. Mode opératoire

Le méthanol, I'acétonitrile et leurs mélanges semsolvants organiques les plus
freiguemment utilisés dans la NAQEL]. Les caractéristiques d'acétonitrile tels
gue la faible viscosité et modérément faible ptdda rendent particulierement
utile. L'acétonitrile a été utilisé dans la séparaties phénols, des alcools et des
acides carboxyliques a travers la formation d'loéténjugués avec les analytes
non dissociées et petits ions inorganiq({@&3]. Les solutions électrolytiques
méthanoliques avec leur relativement faible tengdensurface et une forte
volatilité ont souvent été utilisé dans spectroieate masse a ionisation, et sont
les solvants couramment utilisés dans la NA[SE], les solvants avec la
fonction amide, les alcools (propanol et le butanet les carbonates de
propyléne ont également été utilig8%-36]. Les solvants organiques sont
aptes, a condition de présenter une constantecttiglee suffisamment élevée, a
dissoudre un grand nombre de sels servant d’élgigtret assurant un courant

électrique stabl§s6].
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2.3.3. Avantages et inconvénients

» Avantages :

+

*

+

la facilité qu’elle offre de faire varier la sétivité en changeant soit
la nature du solvant, soit la nature et la eot@tion de I'électrolyte.
L’électrophorése capillaire en milieu non aquesiaffirme comme
une technique intéressante pour augmenterficBefté, réduire
'adsorption, résoudre des problemes lies adhbilité.
L’électrophorése capillaire en milieu non agueuse préte
particulierement bien a I'étude du devenir desdicaments et de

leurs métabolites, comme I'attestent différents.

» Inconvénients :

+

I'injection doit étre adaptée en fonction de lacesité du solvant ou du
mélange de solvants employés requiert la connaissaou la
détermination de cette derniére.

De plus, certains solvants organiques, comme ['AGi¢solvent la
couche protectrice de polyimide du capillaire, ag g pour effet de
réduire significativement le nombre d’analyses.

les valeurs de cut-off UV élevées de la plupart stdgants organiques
limitent le choix de la longueur d’onde optimaledeinc diminuent la
sensibilité de la méthode dans le cadre de détsctéd ou DAD [25-
27].

2.3.4. Applications

+

+

Elle permet en outre une meilleure solubil@atides composés peu
polaires ou tres peu solubles dans I'eau.
Elle est une alternative pour I'analyse des compaesaésibles a I'eau tels

gue des colorants cationiquyés].
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+ ['utilisation du déplacement des pKa qui permetg@ample de conférer
une charge a des bases tres faibles qui sontiléiffient protonables en

milieu aqueux.
2.4. Chromatographie électrocinétique en microémsion (MEEKC)
2.4.1. Principe

La Chromatographie Electrocinétique en Microénmms{MEEKC) est un
mode spécial de [I'électrophorese capillairewtitisant une microémulsion
comme support électrolyte. Les Analytes peuveat répartir entre la phase
aqueuse de la microémulsion et de ses getittel d'huile qui agissent
comme une phase pseudo-stationndigg. Le mode de séparation est
semblable a celui impliqué dans MEKC ou les moneweensio - actifs
ioniques se regroupent pour former des micelleggtsolutés interagissent avec

les micelles pour réaliser la séparatiég].

2.4.2. Mode opératoire

Le sodium dodécylsulfate (SDS) est courammentsatitomme agent tensio-
actif pour la stabilisation des gouttelettes deraiemulsion . A l'interface entre
la phase aqueuse et la phase huileuse, la chatiecyde est orientée vers
I'intérieur de la goutte d'huile, alors que le greusulfate chargé négativement
est orienté vers la phase aqueuse. Le Co-surfactahtiue le n-butanol permet
egalement de fixer a la surface des goutteleftasile avec le groupe butyle
vers la phase huileuse et le groupe alcool vephdase aqueuse. En présence de
I'agent tensio-actif anionique, les gouttelettdmiile vont acquérir un pole
négatif chargé et présenteront une mobilité telpborétique dans le sens de
I'anode. La phase aqueuse est généralementotadé® a un pH alcalin.
Dans des capillaires en silice fondue, desptms alcalins générent un flux
électro-osmotique (FEO) vers la cathode. Sousldierfce du pH suffisamment

elevé, I'amplitude du FEO est supérieure a la mébiklectrophorétique des
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gouttelettes d'huile (qui est dirigée contre le flux électro-osmotique). Par
conséquent, le FEO va balayer les gouttelettes d'huile a la cathode. La mobilité
apparente des gouttelettes d'huile est dirigée vers la cathode et a une

amplitude qui est inférieure a celle du flux électro-osmoféRie

2.4.3. Avantages et inconvénients

La MEEKC fournit une fenétre de séparation plus importante entraine une plus
grande capacité de séparation des composés insolubles dans de l'eau.
La MEEKC offre la possibilité de résoudre des mélanges complexes de

solutés ayant de tres larges gammes de polarité et de sdujlité

2.4.4. Applications

+ MEEKC permet la séparation des vitamines, des produits agrochimiques,
des hydrocarbures polycycliques, des produits naturels dérivés des
sucres, des acides aminés transformés en dérivés, les protéines, les
acides gras, les nucléosides, et des composés chiraux .

MEEKC est aussi utilisée pour la séparation et la détermination
composants majeurs de la nourriture tels[qbel6]les colorants, les
conservateurfd7], et des filtres UV dans les lotions solairé8-49

ainsi que les acides amers de houblon utilisés pour la fabrication de la
biere[50].

- MEEKC a souvent été employé comme un simple outil pour I'évaluation
de [I'nydrophobie : (Exprimé en tant que coefficient de partage octanol-
eau Po/w)51-52].

MEEKC a été développé pour la détermination simultanée de la
metformine, le gliclazide et le glibenclamide, trois antidiabétiques

oraux fréequemment utilisgs3].

Rapport- gratuit.com @
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DEUXIEME PARTIE :
TRAVAIL EXPERIMENTAL
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1. OBJECTIFS
1.1. Objectif général
Il consiste a développer une méthode rapide dyaralchimique de
médicaments a base de nifédipine par électrophoegshaire.
1.2. Objectifs spécifiques
Nous nous sommes fixés comme objectifs de

Déterminer le mode d’électrophoréese capillaire @eezadapté.
Faire le bon choix du solvant et du tampon.

S’assurer de la répétabilité des analyses.
2. CADRE DE L’ETUDE ET METHODOLOGIE

2.1. Cadre et durée de I'étude

Notre étude a été effectuée au laboratoire de E@hiAmalytique et de
Bromatologie (LCAB) de la faculté de Médecine, tiamnacie et d'odontologie
de l'université Cheikh Anta Diop de Dakar (Sénégal)

Elle s’est déroulée du 02 Mai au 30 Octobre 2016.

2.2. Méthodologie
2.2.1. Appareil d'électrophorese capillaire
L’appareil se présente comme suit :

* CAROUSSEL MANUEL : changement de flacons d’un simple geste.

 DETECTEURS: UV/VIS mono-longueur d’onde ajustable par pas de,ln
fluorescence induite par LED, ou conductivité samstact.

* INTERFACE TACTILE : Prise en main de I'appareil en 5 minutes.

* TIROIR DE RANGEMENT : permet de garder a porter de main tous les

accessoires et les consommables.

28



SECURITE : Opérations sécurisées grace a une coupure automateyla
haute tension lors de I'ouverture de la porte.

HAUTE TENSION : Le standard le plus élevé, haute tension réversi/-
30 kV

REGULATION THERMIQUE : température de la cassette du capillaire
régulée par Peltier

LOGICIEL D’ACQUISITION CLARITY:

- Enregistre les signaux du détecteur et du courant

- Multilingue (Anglais, Espagnol, Chinois, Russe,rgais, Allemand)
- Gestion Multiutilisateurs

- Calcul automatique du bruit de fond

- Intégration & étalonnage

- Import (LAIA, .TXT, .EZ) et Export (.AIA, .TXT, .CR, .XLS, .PDF)
- Rapport prédéfini ou personnalisable

29



Tableau | : Manuel de fonctionnement de I'appareild’électrophorése

capillaire

Systéme manuel d'électrophorese capillaire Wyn-CE

Injection

Pression pour
conditionnement

Tension / Courant
Carrousel manuel
Volumes échantillons et
tampons

Régulation de
Température du capillaire

Longueur de capillaire

Détecteurs

Détecteur Externe

Securité

Injection Hydrodynamigue sous vide coté cathode. Ajustable de 0 a 400
mbar. Réglages d'usine a 50 mbar,

Injection électrocinétique +/- 20 kV avec une rampe possible de 1ky/sec.
Injection possible de 0 2 99 secondes.

Pression de conditionnement sous vide coté cathode & 850 mbar.
Conditionnement possible de 0 a 99 min.

+/- 30 kV avec inversion de polarité automatique / -256 (A & +256 pA,

1 carrousel avec 16 positions, flacons 1,5 mL a I'anode/coté injection et 1
un flacon cathode fixe de 16 mL / e6té detection.

Minimum 10 pL (flacons avec insert) coté anode. 10 mL pour le flacon fixe
coté cathode.

Cassette du capillaire régulée par Peltier. 15°C & 50°C par pas de 1 °C.
Stabilité de température 0,1 °C.

Longueur minimum totale 30 cm. Longueur efficace 22 em.

*UV/VIS mono-longueur d'onde ajustable par pas de 1 nm. Gamme de
190-800 nm avec une lampe Deutérium ou Tungsténe,

*Détecteur par fluorescence induite par LED (480 nm, 450 nm, 530 nm,
640 nm).

*Détecteur par Conductimeétrie sans Contact (C4D).

Cassette spécifique pour détection externe (M5, ICP ...},

Coupure automatique de la Haute Tension lors de I'ouverture de la porte
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Figure 6 : Appareil d’électrophorese capillaire

2.2.2. Petit matériel

Pilon

Mortier

Papier aluminium

Paire de ciseau

Stylos feutre

Filtre cartouche de 0,4in

Réfrigérateur

31



- Balance de précision Sartorius

- pH-métre Metler

- Bains a ultrason

- Agitateur

- Lampe arayons UV de 210, 235, et 352 nm.

2.2.3. Verrerie

- Fioles jaugées de 10, 20, 25, 50, 100, 200 et 250m|
- Béchers

- Sabot de pesée

- Erlenmeyers

- Kit de pipette de 1 a 25ml

- Vial en verre de 1ml

- Pipettes Pasteur

2.2.4. Réactifs utilisés

- Eau ultra-pure ;

- Acide borique HBO; ;

- Hydroxyde de sodium NaOH ;

- Acide chlorhydrique 37% de qualité ;
- Méthanol (MeOH) de qualité CLHP ;
- butan-1-ol; Octane ;

- Sodium dodécylsulfate (SDS) ;

- Chlorure d’ammonium (NECI) ;

- Acétate dammonium (C¥COONH,) ;
- Acétone;

- Matiére premiére de Nifédipine

- Comprimés de 100 mg Nifédi-Denk



3. RESULTATS

La mise au point d’'une méthode de développemenpa&toujours été une
chose facile a raison de nombreux parametresaignt survenir durant les
analyses. Notre travail va consister a montres ies problemes liés a cette
mise en ceuvre tout évoquant les parametres ctéguel: Le choix du tampon a
utiliser, le type de capillaire, Le voltage, le thalu solvant et propriétés
physico-chimiques propres a la nifédipine. Noutonsl adopter la démarche

suivante.

3.1. Electrophorese capillaire de zone

+ Le tampon borate pH =9,3
Nous avons fait une préparation (Acide bariguNaOH), de concentration
10 mM. L’injection du tampon seul ou blanc a domomé& bonne ligne de base
et un courant faible d’intensité variable 4% pA. Une deuxiéme injection
a été répétee et a permis d’avoir le méme résatec une bonne ligne de

base et un courant aussi faible .

mésd
— 00000416 - UV DETECTOR
— 00000416 - CURRENT
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Figure 7 : Tampon borate pH =9,3-10mM-injection 1

En augmentant la concentration du tampon ea@tlO0 mM a 50 mM , nous

avons obtenu un courant de 45 pA durant lesysesal répétées du tampon
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seul ou Blanc et aucun pic n’est sorti traduisansida bonne préparation du

tampon Borate.

[mAu]
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— 00000426 - CURRENT

184

WW”MWMAWWWMMWWWWW

180+

Absorbance

178

176+

174

T T
8

2 4 6
Time

Figure 8 : Tampon borate pH =9,3-50mM-injection 1.
Ensuite nous avons préparé la nifédipine ae@atration C = 20 mg/ml. Et
une fois injectée le pic sortait a 0,42 min en eme avec un courant faible

aussi de 20— 35 pA. Cependant nous avons faibdeelles injections répétées

[min.]

de Nifédipine de concentrations variables ¢3®0- 200 ppm ),
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Figure 9 : Nifedipine 2-100 ppm + tampon borate 10mM-100 ppm Eau

800 ppm, injection 3 + 235 nm
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Nous avons obtenu des pics a chaque fois a desstemfativement courts
(< 1 minute). Aprés avoir refait toutes cesalgses en utilisant 10%
Acétone pour marquer le flux , tous ses pmgcédemment obtenus se
sont réveélés étre des Flux plutdt que laédigine. Nos analyses ont

permis de confirmer cela par plusieurs augssais.

[mAu]
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Figure 10 : Acétone 10% + tampon borate 10 mM + nifedipine 10ppm +
eau 800 ppm + injection 3 + 235 nm

Pour conclure nous pouvons dire que le tamporate pH =9,3 a 50 mM
présentait une bonne ligne de base et umanb stable | =45 pA. Le
marquage du flux par l'acétone a permis ndentrer qu’en réalité le pic
gui sortait ou apparaissait n’était que du fleix par conseéquent la nifédipine

ne peut étre ioniser avec ce tampon borate.

3.2. Electrophorese capillaire non aqueuse : «<ACE »

+ Le tampon chlorure d’ammonium NH4CI pH = 5,55
Le choix de ce tampon a été fait de par ces h@ssitats dans la littérature
au sujet de la « NACE ». En effet les sels d’amomonsont utilisés dans ce
cas pour favoriser la protonation de la nifédipghaon ionisation . En effet le

chlorure d’ammonium de concentration 10 mMté gréparé , et injecté . Le
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résultat a montré une bonne ligne de base awecourant a 36 pA. Apres
avoir refait toutes ses injections du tampdid,Cl le courant restait autour

de 36 —40 pA, aucun pic ne fut détecté dansampon.
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Figure 11 : Tampon NH,Cl pH =5,55 - 10mM-injection 1

[min.]

La Nifédipine préalablement dissout dans le maih#&u ajouté au mélange

mais nous n’'avons eu aucun pic.

[mAu]
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Figure 12 : Tampon NH,Cl 10mM — 500 pL + 500 pL Nifedipine+235 nm

Nous avons fait varier les longueurs d’ondes de 210- 235 nm — 354 nm,
mais rien fut obtenu. En augmentant la cotmaton de 10 mM a 50 mM

le courant passa de 36 HA a 90 — 99 pA. Nausns aussi allongé le

36



temps des analyses mais pas de pic deipifiéd Nous avons décidé de

prendre le tampon acétate d’ammonium mais fig obtenu.

En guise de résumé pour ces analyses effectuées bhien avec la « NACE »
et « ECZ» , nous avons a chaque fois chamggilierement les tampons
dans les vials , afin de s’assurer que leficdifés rencontrées n’étaient pas
dd a la machine . Par ailleurs vu la compdexde la molécule de
nifédipine nous avons eu recours a dautresdes d’électrophorese
capillaire a savoir La Chromatographie électrocinétique en
Microémulsion ( MEEKC ) et la Chromatographie micellaire
électrocinétique capillaire : (MEKC) .

3.3. La chromatographie électrocinétique en  Microdéulsion :
« MEEKC »

Cette méthode est tres adaptée pour la aé@par des composés ou
substances neutres et permet de régler tddepnes liés aux especes
difficilement ionisables. Pour ce faire noasons eu recours au tampon
borate 10 mM 89,51% , pH = 9,2; SDS = 2,33%,aBtt-ol = 7,34 % |,

Octane = 0,82 % . Nous avons fait cette prdjparapendant 30 minutes
dans un bain ultra-son puis il faut laisseposer le mélange pendant 30
minutes et filtrer ensuite . Le tampon a @tgecté seul et on a eu aucun
pic mais une bonne ligne de base avec auraat | = 35pA. Nous avons
répété cela plusieurs fois et obtenus a whafpis une bonne ligne de

base .
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Figure 13 : Micro-émulsion 3 - SDS +Acétate ammonium 10mM +Buta1-

ol + Octane + injection 3
Aprés avoir fait tout cela nous avons préparé IEdjpine de concentration
C =2 g/L dans du méthanol. Aux cours des analyseus avons obtenus un
pic de Nifédipine a t = 6 min 22 s. En poursuivdat troisieme analyse nous
n'avons obtenu aucun pic , d'ou le changemdi@ectrolyte et tampon

dans les vials.
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Figure 14 :Micro-émulsion 4 - Nifédipine 50 uL + SDS +Acétate

ammonium 10mM + Butan-1-ol + Octane + injection 5.
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Nous avons ensuite ajouté 10% acétone pour margudiux avec de la
nifédipine. Nous avons obtenu un flux at=2 rhihs et t=6 min 74 s. La
longueur d’onde utilisée était de 235 nm pdooutes ses analyses car elle

présentait un bon profil par rapport & cele 210 nm et 352 nm.
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Figure 15 : Micro-émulsion 3 - Acétone 50uL + Nifédipine 50uL 4SDS +

Acétate ammonium 10mM +Butan-1-ol + Octane + injeébn 1- 235 nm.

Au regard de tout cela nous avons consai® l'octane était volatile et

cela avait eu un impact sur la répétabities injections .

3.4. Chromatographie micellaire électrocinétiqueapillaire : (MEKC)

Cette méthode est aussi répandue dans le domaligedtrophorese capillaire
mais présente quelques particularités au niveawsalenise en oceuvre qui
s’apparente pratiguement a celle de la MEECK ensibactif utilisé ici est le
SDS ou I'électrolyte doit pénétrer a la surfacerdeelles. Par ailleurs il faut
tenir compte de la concentration micellaire crisqu« CMC » , pour pouvoir
réaliser les micelles. Ainsi les solvants utilisésaient le SDS (2,33 %) ,
tampon borate 10 mM pH = 9,3 ( 89,51%) tout respectant la « CMC » du
SDS étant de 8 mM , nous avons travaillé avee & , 61 mM et apres
avoir fait tout cela nous avons préparé tampamate + SDS pendant 15
minutes puis ajouter le n- butanol et enliinn- octane . L’ensemble était
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sous ultra — son pendant 30 minutes puis nawsns laissé reposer 30
minutes et filtré ensuite le mélange obtenu. lamd seul a été injecte, et le
courant était bon soit | = 60 WA , avec une borigeel de base mais le flux

sortait avec le pic.
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Figure 16 : Micelle + SDS + tampon borate pH = 9,2+ 235 nm+ iagtion 3
Nous avons répété cela et la ligne de lbsweeurait bien mais a chaque
fois le flux sortait avec le pic. Nous asomarqué ce flux par l'ajout de
10% Acétone.
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Figure 17 : Micelle +Acétone + SDS + tampon borate pH = 9,2235 nm+
injection 7
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Ces résultats nous ont montré qu’en réalité le diiaxt important avec I'ajout de
'acétone 10% et sortait en méme tant a partir @83 min et de maniere

significative. Nous avons décidé de faire mmuvelles analyses mais elles
toutes donnaient a chaque fois le flux . Nausns décidé de préparé la
Nifédipine dans du méthanol C=2g/L avec ce tampama® + SDS. Les

résultats étaient le suivant :
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Figure 18 : Micelle 2 +Nifedipine 100 uL+ SDS + tampon boratelg = 9,2+
235 nm+ injection 1

La figure ci-dessus montre un pic de la Nifédipae bout de 7 min 39 s.

Toutefois la répétition de ces analyses ne noussapgermis d’obtenir des

mémes résultats et nous avons conclu que dans m@paration I'Octane se

volatilisait durant les analyses d’'ou le problersaépétabilité.
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4. COMMENTAIRES

La nature neutre de certains des antagonisteslcuroaétudiés rend nécessaire
le développement d'une méthode chromatographicotr@tinétiqgue micellaire
pour leur séparation. La MEKC nécessite I'additd@ygents tensioactifs chargés,
formant des micelles, a I'électrolyte de fond a nimeau supérieur a sa
concentration micellaire critique. Les micellesnfiges ont leur propre mobilité
électrophorétique qui est differente de la phaseeasg environnante. Les
analytes peuvent se partitionner de maniere diifée entre les phases
micellaire et aqueuse en fonction de leur polafaeorisant ainsi la sélectivite.
Par conséquent, I'ordre de migration peut étre ayem de prédire la polarité
des composés. Le noyau hydrophobe des micellenifaigs sites de solubilité
de composeés non polaires insolubles dans des miigueux [55]. C'est le cas
de la nifédipine, de la nimodipine, felodipine atitipine, qui sont insolubles
dans les milieux agueux en raison de leur natungr@@lans toute la gamme de
pH. Toutefois, nous pouvons dire que dans nos wagaatre parametres clés
ont joué sur la sortie du pic de Nifédipine au bdet7 min 39 s a savoir : le
tampon borate pH=9.3, le méthanol et le SDS 80 taMopltage 20 kV. En effet
dans la littérature le pH du tampon borate étaiB@ecar celui-ci donnait une
bonne allure du pic et quand ce pH était de 7.Gideétait plus petit. Nous
avons eu aussi a utiliser de l'acétonitrile (15%)nme surfactant, mais ce
dernier avait tendance a détruire le capillairgpa@leson action sur ce revétement
et pourtant dans la méme littérature il présemt@ibons résultats. Et pour finir
I'ajout du SDS 80 mM a permis de former des micglet plus sa concentration
diminuait de I'ordre de 40 mM, 30 mM, et 20 mM, temps de sorti de la
molécule était 7 min 30 s. En définitive les cois requises pour le contrble
gualité de la nifédipine par la MEKC sont les soies : un bon courant 25 kV,
un tampon borate pH=8.2, un agent tensio-actif S2® mM) dont la
concentration est supérieure a sa CMC (SDS = 8mNb,longueur d’'onde de
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236nm et le temps d’injection de 4 s. Par aillalisgitres facteurs externes tels
gue la température, et les chutes de courant sehd\er.
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CONCLUSION
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L’électrophorése capillaire de Zone est maintenara technique analytique en
pleine expansion. De nouveaux perfectionnementie etouvelles applications
sont régulierement publiés a la fois en analyselitgtise et quantitative.
L’électrophorése capillaire (EC) a confirmé son apgnance a la famille des
techniques séparatives hautement résolutives. Eggoupe de nombreux
avantages, notamment en termes de simplicité,ickeité et de colt d’analyse.
Dans le cadre de notre étude, nous nous sommaessés a quatre modes
d’électrophorese capillaire a savoir ECZ, NACE, MEE et MEKC pour faire
la mise au point d’'une méthode de développemedtaatlyse de la nifédipine.
Notre premiére approche fut l'utilisation de I'dexphorése capillaire de zone
qui a recours a I'eau comme solvant de référenae gmubiliser la nifédipine et
le tampon borate pH=9,3 pour favoriser l'ionisatam la nifédipine de par ses
propriétés physico-chimiques. Les résultats obteausc ce mode étaient
mauvais car nous n‘avons pas eu de pic de niféalipamceque cette derniere ne
s’ionisait pas en milieu basique malgré ses delsuva de pKa : 3,93 et 5,33.
Nous avons alors décidé de travailler en milieudacavec les tampons
phosphates et acétate pH = 6,8 mais le pic neitspas malgré ce changement.
Toutefois les injections de ces tampons seuls ptaissit un bon courant, et de
bonnes lignes de base au niveau des tracés éleatétigjues. Ce mode d’'ECZ

n'ayant pas abouti a un résultat, nous sommes padseNACE.

La NACE a pour particularité de ne pas utiliser’dau comme solvant mais

plutét des solvants organiques. La nifédipine ésahible dans du méthanol de
par ses propriétés physico-chimiques (26 g/yahepon utilisé était le chlorure

d’ammonium a pH = 5,55. En effet cette derniéreussadonné de mauvais

résultats de par I'absence de pic de nifédipinesnaiec au passage une
meilleure ligne de base du tampon J@Het un bon courant d’analyse de 90 pA.
Une fois de plus la nifédipine ne s’ionisait pasi fegard de ces multiples

tentatives nous avons eu recours a une troisiepr@eipe avec la MEEKC.
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Ce mode d’electrophorése a pour particulairité @elapter aux molécules
neutres et difficilement ionisables. La nifédipiae été solubilisée dans du
méthanol et le tampon utilisé était constitué demkniére suivante : tampon
borate 10 mM (89,51%) a pH=9,2, SDS (2,33%), dwatit-ol (7,34%) et de
I'octane (0,82%). Cette préparation a permis dgenila nifédipine et d’obtenir
un pic de cette derniere au bout de 6 min 22s colammntre la figure 14. Cela
a éeteé confirmeé en utilisant de I'acétone comme onaug de flux qui sortait au
bout de 2 min 12 s. Cependant la répétabilité deacmlyses au bout de deux
injections et le probleme de stabilité de ces m@rulsions ne nous ont pas
permis de poursuivre avec ce mode d’électrophorBse.plus nous avons
constaté que l'octane avait tendance a se vodtilisirant les analyses d’ou
I'absence de pic au bout de d’autres analyses. delat nous a conduit a une

guatrieme et derniere approche a savoir la MEKC.

La particularité de la MEKC par rapport aux autrezdes est d’abord I'absence
de co-surfactant comme le butan-1-ol, et 'octame spnt présents dans la
MEEKC. De plus ici le tampon utlisé pour l'ionisati de la nifédipine est
constitué du SDS + tampon borate 10 mM, et la ipfad est solubilisée dans
du méthanol. De plus 5-15 % d’acétonitrile est séage pour jouer le role de
co-surfactant. Le pic de nifédipine obtenu étgitetable et sortait au bout de 7
min 39 s. La difficulté principale ici était I'acm de I'acétonitrile sur le
capillaire car cette derniere s’attaquait et déattile capillaire. Au regard de
toutes ces analyses nous pouvons dire que la pifédiest une molécule
particuliere de par sa structure et nécessite dagarde recherches en vue d’'une

meilleure méthode de développement et de contridété,.

Par ailleurs toutes les difficultés relevés audravde ces quatre modes d’'EC a
savoir le choix du solvant, du tampon appropriéydéatilité de I'octane, les
variations de la pression au cours des injectiariesefluctuations du courant

constituent un frein pour la mise au point de déwmeément et de contrble
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gualité des molécules neutres comme la nifédipirer pa méthode
d’électrophorese capillaire .De plus de nombreuxyspaen voie de

développement ont recours aux appareils d’ECB @agurer le contréle des

faux médicaments qui constitue un frein économjigaer I'état et surtout la

santé des populations. En définitive, nous pouwtins que tous ces modes

utilisés présentent aussi bien des avantages ata®s/énients.
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