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Résumé
Le méthanol est un solvant qui présente un inténédtologique constant, en raison de ses

utilisations, de son mode d’action toxique et deyens utilisés pour le combattre.

Les intoxications aigués proviennent de l'ingestd® méthanol (substitution frauduleuse de
I'alcool éthylique par le méthanol) ou de solutiahiantigel (intoxication volontaire). Le méthanol
provoque une ébriété. Les troubles digestifs, a@da(névrite optique pouvant conduire a la
cécité), métaboliques et neuropsychiques survigngeelgues heures a quelques jours aprés
ingestion. En l'absence de traitement, l'intoxiom est mortelle. En milieu professionnel,
I'exposition se fait essentiellement par la voispieatoire et éventuellement cutanée. Le méthanol
est métabolisé au niveau hépatique par l'alcoohgd®génase en formaldéhyde puis en acide
formique par l'aldéhyde déshydrogénase. L’acidemfque qui s’accumule est le principal
responsable de la toxicité, par induction d’unelasé métabolique.

Dans le cadre de la mise au point et la validatime méthode de dosage plasmatique du
meéthanol, nous avons opté pour la CPG-HeadspacexHon extréme sensibilité, sa rapidité, et sa
fiabilité compte aux résultats. La méthode a éti@lea sur une gamme d’étalonnage allant de 0 a 1

g/l de méthanol, en étudiant tous les criteresaligités avec succes.

Mots clés: Méthanol, intoxication, dosage, validatin.
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Liste des abréviations :

Centre Anti Poison et de Pharmacovigilance
CAPM du MAROC
CPG Chromatographie en phase gazeuse
FID Détecteur a ionisation de flamme
OH-4-MP 4-méthylpyrazol ou fomépizole
ADH Alcool déshydrogénase
ALDH Aldéhyde déshydrogénase
NAD Nicotinamide adéninedinucléotide
FDH Formaldéhydedéshydrogénase
ATP Adénosine triphosphate
Na-K-ATPase Sodium Potassium ATPase
Chromatographie en phase liquide a haute
HPLC
performance
Tmax Température maximale
LOQ Limite de quantification
LOD Limite de détection
SM Solution mére
El Etalon interne
QSP Quantité suffisante pour
CQ Contr6le qualité
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Présentation du Centre Anti Poison et de Pharmacogilance du

Maroc :

Le Centre Antipoison et de Pharmacovigilance dudd4CAPM) a été créé en 1989.C’est un
service d'utilité publique mandaté par le Ministede laSanté pour la gestion des
problemestoxicologiques a I'échelle individuellestlective.

Le CAPM veille sur la diminution du nombre totalrdoxications et d’effetsindésirables, la
réduction des déces etdes séquelles toxiques parélioration de la prise en charge du
patientintoxiqué et I'évitement des erreursmédicaaigses. Ces objectifs nécessitentl’élaboration
d’une stratégienationale de lutte et de préverdigirtoxique dont les composantes sont :

» Centraliser les déclarations et les informationsssireffets indésirablesdes médicaments et
autres produitsde santé en provenance des praiestsde santé, des industries
pharmaceutiqueset du public;

» Répondre aux demandes d’informationssur les predigitsanté en généralet sur leurs effets
indésirables enparticulier;

> Créer des centres régionaux et coordonnerleunatasti

» Maitriser la connaissance de I'état épidémiologique

» Programmer des enquétes de Pharmacovigilance;

> Participer a I'enseignement et a laformation enriBaaovigilance et entoxicologie du
personnel médical etparamédical;

> Elaborer des conduites a tenir standardisées;

» Assurer la disponibilité des antidoteset des méd@rdas spécifiques a certainstoxiques ;

» Geénérer les alertes.

l. Missions du CAPM :

1. L'information toxicologique :

Le centre dispose d’'un service téléphonique lamc&391. Ce dernier est assuré par un médecin
pharmaco toxicologue et fonctionne 24 heures suet24 jours sur 7. C'est une unité médicale

spécialisée qui consiste a délivrer I'informatiam réponse a une demande de renseignement en
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toxicologie, en pharmacologie ou a une situatiomtdkication. Elle donne des éléments de

diagnostic, d’évaluation, de prise en charge thewrigue et de pronostic.

2. La pharmacovigilance :

Le centre national de pharmacovigilance a été racam 1992 comme le $%membre du
centre collaborateur de I'Organisation Mondialdal&anté (OMS), pour la surveillance des effets
indésirables des médicaments (Uppsala Monitoringrée UMC).

3. La toxicovigilance :

La toxicovigilance est une spécialité médicale sjaccupe de la détection, I'évaluation et la
prévention des risques encourus par ’'homme suitie éontact direct ou indirect par inhalation ou
ingestion d’'un agent toxique pouvant générer urteffuisible. Le département s’occupe de
l'identification, I'évaluation et de la préventiodes risques de toxicité existants dans une
communauté pour les réduire ou les éliminer et selan I'analyse des déclarations.

4. L’assurance qualité :

Il s’agit d’'un département visant a installer unémérche quantitative pour certifier la
conformité du CAPM a un label de qualité internadilement reconnu : la norme 1SO 9001 version
2000 pour les départements médicaux et ISO 17085 lfaxcréditation du laboratoire. Elle base
son travail sur l'installation de procédures d'gsabk, de gestion des ressources matérielles et
humaines, de suivi de l'application et d’évaluatides actions pour garantir 'amélioration des
prestations, de rendement a colt moindre et d&faetion du client.

5. L’analyse toxicologique et le suivi thérapeutique:

Le laboratoire de toxicologie et de pharmacovigiaast fonctionnel depuis1994. Il est installé
dans les mémeslocaux que le centre d’informatioodbogique. Il couvre les examensde
toxicologie médicale ainsi que lesdosages des ragdints pour le suivi thérapeutique des patients.
Il fonctionnel2 heures sur 24 et 7jours sur 7. T®ues techniques utilisées au laboratoire sont
validées selon les criteres de validation inteamtie.

L’'unité de toxicologie d’'urgence est spécialiséagdidentification etle dosage des toxiques
dans les liquides biologiques (sang, urines etidigule lavage gastrique) en situation d’urgence,
notamment lorsque la connaissance de la quantib&idae absorbée peut influencer le traitement.

L'unité de suivithérapeutique assure le dosage méslicaments chez les patients sous
traitement chronique afin d’éviter les surdosagesfgvorisent I'apparition d’effets indésirables
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médicamenteux et les sous dosages qui sont la aléskecs thérapeutiques, et de contrdler
'observance du malade au traitement.

.  Organigramme :
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1. Recommandations et promesses :

Le CAPM constitue un centrede vigilance et d’infatimn uniqueen matiere de toxicologie et
de pharmacovigilance.Son personnel diversifiéetpEiant, son équipementde haute gamme et ses
multiples attributionslui ont permis d’acquérir expertise en matiére de toxicologie,qui devra étre
reconnu officiellementpar des textes de loi. Pdeuws, leCAPM constitue un lieu de formation

complémentaire pour les jeunes, les internes &ta¥is urgentistes et réanimateursdont le passage
devra étreinstitutionnalisé.
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Introduction :

Le méthanol est un alcool trés présent dans notveraanement. On le trouve au niveau

industriel commesolvant,au niveau domestique ilugdsé comme antigel et dégraissant et c’'est
aussi un carburant.D’autant plus, le méthanol Ediase de la fabrication de certaines matieres
plastiques,du formol, de I'héxaméthylene-tétram@te€’est 'une des plus importantes matieres
premieresde synthese.Le méthanol n'est que peguepar lui-méme,tandis que I'acide formique,

produit de son métabolisme, est le responsabla tixicité oculaire etneurologique [1,2].

Les intoxications aigués, bien querares, sont togjpotentiellement graves. En France,sur la
période de 1980 a 1998, les centres anti-pois@amgdiis ont collecté 9461 cas d'intoxication par le
méthanol et l'alcool a brller dont 1975 cas au @efdtipoison de Marseille. La symptomatologie
est présente dans 8 % des cas, 26 % des patien&éohospitalisés dont 4 % en réanimation.
L'évolution des intoxications a été majoritairem&vorable.On note cependant 8 cas de sequelles
neurologiques ou oculaires et un déces [3]. Au salgs derniéres années jusqu’a 2003, une
guinzaine de patients par an ont été hospitalisééanimation médicale et toxicologique a I'hépital
Lariboisiere pour ingestion accidentelle ou suicglale méthanol, et on retrouve une mortalité

élevée de 89% sur 50 patients qui est due a I'aseidwétabolique profonde [4].

Selon les données du Centre Anti Poison et de Ritawigilance du Maroc (CAPM), les
premierscas d’intoxication aigué par le méthanohaetent a 1997, impliquant 76 sujets ayant
consommeé une boisson vendue comme de la vodkdiaddan bateau russe, en passage au port de
Safi ; le résultat fut 9 déces et 3 cas de céait@®5 a Tiznit, ce fut 2 cas de déces liés aikepr
d’alcool a brdler a 90%, contenant du méthanol @4.&n 2008, 4 cas de déces et un cas de cécité
ont été enregistrés a Rabat suite a la prise deamélt dans de I'alcool frelaté. En décembre 2000, 8
cas de déces a Oued Zem (Province de Khouribgaz, @bs Sans Domicile Fixe (SDF) suite a la
prise de l'alcool a brdler, et un 9éme cas qui@amis sous hémodialyse et a bien évolué. Les
analyses effectuées ont montré la présence du nodtba grandes concentrations dans I'alcool
consommé [5].

Le diagnostic est suspecté devant les données inkeribgatoire, les signes cliniques
neurologiques et ophtalmologiques, et la présemeeltsnée d’'une acidose avec trou anionique et

d’'un trou osmolaire. La confirmation se fait pardesage du méthanol au niveau sanguin. Le
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traitement consiste en une alcalinisation, I'adstmaition d’antidotes qui sont des inhibiteurs de

son catabolisme (éthanol et fomépizole) et sunfbéialyse dans les cas les plus graves [1,2].

Le dosage du méthanol et ses métabolites dansi¢eceastitue une étape importante dans la
confirmation du diagnostic, I'orientation du clirea dans la prise en charge qui reste lourde et la
surveillance du traitement antidotique [5].

En effet, il existe plusieurs méthodes physiquesclhimiques qui permettent le dosage du
méthanol dans le sang [5].

Au Maroc, le Laboratoire de Toxicologie @& Pharmacologie du (CAPM) contribue a
'orientation du médecin clinicien dans les difiées situations d’intoxication auxquelles il est
confronté; a travers I'élaboration de protocolesddeection et de dosage de xénobiotiques. Parmi

ces protocoles figure celui du dosage sanguin éiinamol.

Cependant, L'adoption d’'une méthode analytique s&itee son expérimentation, sa mise au
point puis sa validation.

Dans ce sens, ce présent travail a comme objectihise au point et la validation d’une
meéthode de dosage du méthanol dans le sang plardiaatographie en phase gazeuse (CPG) avec
injecteur « Headspace » couplée a un détecteuigatmn de flamme (FID) afin d’'instaurer par la
suite une méthode fiable et reproductible. Celagipalement dans le but dedoser le méthanol en

cas d'intoxication au niveau du Laboratoire de Toldgie et de Pharmacologie du (CAPM).
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CHAPITRE | :
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Le méthanol est largement utilisé comme solvanuistriel dans les peintures, vernis, encres,

colorants, adhésifs, et films. Il est égalemeriisgéticomme matiere premiéere pour la fabrication de
formaldéhyde, acide acétique, dérivés méthyligaegles inorganiques, antigel, carburant additif
antigivrage et booster d'octane du carburant. @estonstituant du méthyléne-régie, dénaturantdes
alcools, un agent d'extraction, un solvant d'eximac et en tant que combustible pour poéles de
pique-nique et des torches a souder. Le méthanaresutre utilisé en tant que solvant pour la
fabrication du cholestérol, la streptomycine, lagamines, les hormones, et d'autres produits
pharmaceutiques|[7,8,9].

ll. Propriétés physico-chimiques :

Le méthanol (CHOH) est un liquide incolore, volatil, inflammablet ea odeur
caractéristique[10]. Dans son état pur, il a uneuodégérement sucrée a température ambiante, et
sous sa forme brut il peut avoir une répugnanteiodere [8,9,10].

Ses principales caractéristiques physiques sosuligantes :

Tableau 1 : propriétés physigues du méthanol.

Formule HsC - OH
Masse molaire 32.04 g/mol
Point de fusion -97.8 °C
Point d’ébullition 64.5 °C
Densité 0.7915
Température d'auto inflammation 464 °C

Il est soluble dans l'eau, I'éthanol, I'éther, lenzéne, les cétones et les hydrocarbures
halogénés. C’est un bon solvant des colorantssggaj résines, matieres plastiques, ainsi que de
nombreux sels inorganiques (Nal, CaCl, NH4NO3. I §st aussi est dialysable.

La fonction alcool confere au méthanol des progsi&himiques importantes :

> |l est estérifiable par les acides organiques etganiques avec formation d’esters
meéthyliques qui peuvent présenter un intérét aiugigt
» C’est un réducteur qui est oxydable sous I'acties dxydants usuels (KMnGu

K2Cr,0O; en milieu acide) en formaldéhyde puis en acidmigue.
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» Sa réaction avec les métaux alcalins donne un haéthyavec dégagement

d’hydrogéne et peut étre brutale. La plupart déseaumétaux sont insensibles au méthanol, a

I'exception du plomb, de I'aluminium et du magnésiu

1. Circonstances des intoxications :

Le méthanol peut étre responsable d’intoxicatiarsdifférents moyens :

» Exposition professionnel : lors de son utilisati@m@mme agent de synthése
(formaldéhyde, esters méthyliques), et comme sbhetragent d’extraction. Les intoxications
aigués, ou surtout chroniques, sont alors conséxsuéi I'inhalation de vapeurs de méthanol et
sont plus rare au contact avec les téguments.

» Accidentellement : généralement a partir deproduistenant du méthanol comme
l'alcool a brdler (alcool dénaturé par addition deethyléne régie contenant une forte
proportion de méthanol et d’acétone) et I'alcoeldté de contrebande (vente de méthanol a la
place de I'éthanol dans les boissons alcoolisée).

» Environnemental : sa présence éventuelle dans aldmirants de substitution est

susceptible de poser des problemes sanitairewvigbenementaux.

V. Toxicocinétique:

1. Absorption:

Le méthanol peut étre absorbé par trois voies :

> Digestive : aprés ingestion unique, la concentnagi@nguine atteint un pic en 30 a 60
minutes.

» Pulmonaire : le taux de rétention pulmonaire aeétémé a 58%.

> Cutanée : le taux d'absorption a été estimé a Om@znf/min, soit comparable a

celui du benzene, du xylene et du sulfure de carlpbh).
2. Diffusion :

Le méthanol se diffuse rapidement dans l'eau totldel'organisme avec un volume de
diffusion qui est de 0,6 a 0,7 I/kg de poids coghoet sa demi-vie plasmatique est d’environ 8 a 28
heures. Au bout de quelques heures, la concentrdtianéthanol dans le liquide céphalorachidien

est supérieure a celle dans le sang [2].
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3. Métabolisme :

La toxicité du méthanol est liée a ses métabolifes sont neurotoxiques et responsables
d’acidose métabolique [12].

Le méthanol subit un métabolisme oxydatiftoxifiaptjncipalement au niveau du foie.Le
processus se développe en trois étapes (figure.l1):

» La majeure partie du méthanolrésorbé (90 a 95 %if sim métabolisme hépatique
par oxydation en formaldéhyde sous I'action decbal-déshydrogénase (ADH) cytoplasmique a
nicotinamide adéninedinucléotide (NAD).

»  Oxydation rapide du formaldéhyde en acide formigitexique fonctionnel,
potentiellement lésionnel, et principal métaboliesponsable de la toxicité du méthanol) sous
l'action de la formaldéhyde-déshydrogénase (FDHpm@smique utilisant le glutathion, et de
'aldéhyde-déshydrogénase(ALDH) mitochondriale aNA.es formiates retrouvésdans le sang
sont en partie excrétés dans les urines.

»  Oxydation de I'acide formique en GGous I'action de la 10-formyltétrahydrofolate-

déshydrogénase [2,12].

) OH-4-MP
Mgﬁagd — =) Formaldéhyde
( 3 ) Alcool déshydrogénase (H H
(ADH) ALDH
Acide formique
co,+no g "
Acide
Folique

Figure 1 : Schéma simplifié du métabolisme du nréha

4. Elimination :

Le méthanol peut étre éliminé sous forme inchardpies les urines (3a10%) ou dans l'air

expiré (10 a 30%)par voie pulmonaire mais d'unefiegssez lente [6] (figure 2).

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212(0)535602953 Fax:212(0)5356082 1



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

Les formiates (dérivés de I'acide formique) s’acalent dans I'organisme en raison de la

lenteur de leur dégradation, mais sont excrétés arurines.

/

Méthanol -
(CH30H) >< rI?Ilmlnatlo

Rénale(s a 10%)

~  Pulmonaire(o a 30%)

Figure 2 : voies d'élimination du méthanol.

V. Dosage analytique :

En dehors des examens biologiqgues permettant deresuiévolution des parametres
précédemment cités, il faut procéder a la rechestlhe dosage :
» Du meéthanol lui-méme dans le sang, l'urine et dgiile incriminé (si on dispose d’un
échantillon) ;

» De l'acide formique dans le sang et I'urine.

1. Dosage du méthanol :

Il repose sur I'application de méthodes chimiqueploysiques :

a. Meéthodes chimiques :

Le méthanol est isolé en premier lieu dans le plagar distillation en présence d’acide
picrique. Il est ensuite oxydé spécifiquement emiddehyde par le permanganate de potassium en
milieu sulfurique. Le formaldéhyde est enfin dossr polorimétrie, selon l'une des réactions
suivantes [11]:

- Coloration violet-rouge avec la fuchsine basiqueoti#rée, en présence d’acide sulfurique
concentré (réaction de schiff), permet de distingergtre I'intoxication par I'éthanol ou par le
méthanol ;

- Coloration rouge avec lacide chromotropique(acideBdihydroxynaphtaléne -3,6-

disulfurique)en présence d’acide sulfurique coneéeréaction d’Eegriwe);
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- Coloration rouge avec le phénylhydrazine et leidganure de potassium en milieu

chlorhydrique, par formation d’'une quinone-imin€agction de Schryver) comme le montre le

schéma suivant (figure 3) [6] :

H H
HCHE+H3"~J——Ni — HC=N-N_  +H0
CeHs CgHs

Phénylhydrazone

Felll HCI

H;E=N-N=<:>:G

Quinone-imine

Figure 3 : réaction de Schryver.

Dans les trois cas, le dosage est terminé paraagré spectromeétrique.
b. Méthodes physiques :

» Méthodes enzymatiques :

Des méthodes d’analyse enzymatiques de I'éthantlusitisées par de nombreux laboratoires
cliniques, mais ne permettent pas de détecter ddéneafiable le méthanol. La technique de
chromatographie en phase gazeuse Headspaceest tteodméde choix.D'ailleurs, elle est
actuellement utilisée pour le dosage quantitatiféwm de méthanol et d'acide formique [15].

» Chromatographie en phase liquide haute performance

Une meéthode de chromatographie en phase liquideawde hperformance (HPLC)a été
développée pour analyser simultanément des eédbastilpost-mortem biologiques pour le
méthanol, I'éthanol et I'alcool isopropylique. limite de détection est de 5 mg/dl, une linéarité
allant jusqu'a 500 mg/dl, et une reproductibilii@érieure a 90% [16].

» Résonance magnétique nucléaire :
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Une technique utilisant un procédé de protons anggsce magnétique nucléaire (RMN 1H)

spectroscopie, pour la détermination quantitatilesmpatique et urinaire du méthanol, I'éthylene
glycol, et leurs métabolites (le formiate et le agliate). Cette méthode offre les avantages d'un
diagnostic rapide et une taille réduite de I'édilant[17].
» Chromatographie en phase gazeuse :

= Afin d’étudier la toxicocinétique du méthanol, larematographie en phase gazeuse (CPG)
avec injection Headspacea été utilisée afin derméter la concentration sanguine du méthanol.
Pour son dosage, 0,5 ml de sang était mélangéral@®talon interne (2-methylpropanol 0,02 g/1)
et 0,5 ml de carbonate de potassium saturé. L'éttbarde sang était incubé pendant 22 minutes a
60° C. La séparation était réalisée sur colonnebd@eax 1500 en conditions isothermiques
(température de 100° C). La température du déteetdlamme ionisée (FID) était de 200° C. Les
chromatogrammes étaient enregistrés et les résubttdient calculés a l'aide du logiciel
Turbochrom. La limite de détection était de 0,09regla limite de quantification était de 0,1 mg/l,
avec des coefficients de variation de 4,3% et 5,18%

= Une autre étude s’est intéresséeau dosage plasmalig méthanol par CPG-FID. Les
prélevements de sang ont été centrifugés afin parseéle plasma. Ces dernier surchargés par du
méthanol & 1 g/l et d'isopropanol (étalon internd,@ g/l) ont été préparés. Les conditions
opératoires étaient : température du four : 160 pf@ssion d'azote (gaz vecteur) : 2,5 bars,
température de l'injecteur : 240 °C, températurdétecteur : 250 °C.A ['aide d'une seringue, 1 mpl
du mélange étaient injectés dans la colonne dunwhiagraphe. La limite de détection de cette
meéthode était de 0,02 g/l, la sensibilité de 0,05Lg technique est linéaire entre 0 g/l et 3gt€
meéthodologie permet donc un diagnostic fiable id¢okication aigué par le méthanol, quels que

soient les délais de prise en charge des patiga}s |

2. Dosage de l'acide formique :

La détermination sanguine de l'acide formique esauzoup moinscourante, bien que la
concentration de ce métabolite soit mieuxcorrélde effets toxiques que celle du méthanol. Un
certainnombre de méthodes par CPG-FID ont été dgpéks et consistent, leplus souvent, a
lisolement par des techniques en Headspace, étifesttion par le méthanol ou I'éthanol en
formiate de méthyle ou d’éthyle.
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Il est aussi possible de réaliser ce dosage patagamique enzymatique spécifique utilisant

une déshydrogénase bactérienne couplée a uneoréfigbrescente ;
L’augmentation de la concentration sanguine demifies (formiatémie) est plus tardive que

celle du méthanol lui-méme (méthanolémie). Elletpmussi s'observer dans I'intoxication par le
formaldéhyde [1,11].
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CHAPITRE Il :

Matériel et méthode
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A. Chromatographie en phase gazeuse :

. Introduction :

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est anmmique trés répandue dont les
premieres applications sont vieilles de plus def Son développement, qui n’a cessé depuis, est
dd a son extréme sensibilité, a sa polyvalence,radidité de mise au point des analyses nouvelles
et aux possibilités d’automatisation qui augmentmtore plus son intérét. La séparation sur la
colonne se faisant sur des composés qui doiveat&tiétat gazeux, I'analyse des liquides ou
solides impose de pouvoir les transformer a I'é@tvapeur par chauffage. C'est sans doute la
principale contrainte a laquelle il faut penserrdvde choisir cette technique, puisqu’elle limite s
emploi a I'étude des composés moléculaires theabtest et suffisamment volatils. La tres grande
sensibilité des détecteurs permet de déceler dastitgs de I'ordre du picogramme pour certains
composés. Les applications sont tres nombreusestdas les domaines et les développements de
la chromatographie gazeuse a grande vitesse oudmménsionnelle rendent cette technique
toujours plus attractive [20].

En chromatographie en phase gazeuse, I'échanglbwaporisé et injecté en téte de colonne.
L’élution est assurée par un flux de gaz inertesguit de phase mobile. Contrairement a la plupart
des autres chromatographies, il n'y a pas d’intemacentre les molécules d’analyte et la phase

mobile ; la seule fonction de celle-ci est de tpamter 'analyte dans la colonne. [21]

lI. Principe :

La chromatographie en phase gazeuse est une taehdignalyse de routine essentielle dans
de nombreux laboratoires.

Un appareil de CPG réunit dans un bati unique, eolés trois modules classiques,
injecteur,colonne et détecteur, un four thermosgaigermet de porter, si nécessaire, la colonne a

une température élevée (figure 4). La phase maopilentraine I'échantillon dans la colonneest un
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gaz, appel@az vecteurLes débits, contrélés avec précision, permetteatgranderépétabilité des

temps de rétention [20].

gaz vecteur entrée échantillon sortie gaz vecteur
I "
v \|L enceinte thermostatée
réqulateur de pression —
degbilmenes P —» | Inecteur —» COLONNE [—>| détecteur
!
traitement du signal

Figure 4 : principe du fonctionnement d'une CPG.

L’analyse débute a linstant ou on introduit unestipetite quantité de I'échantillon (1ml),
sousforme liquide ou gaz, dans l'injecteur, quaaduble fonction de le porter a I'étatdevapeur et
de l'amener dans le flux gazeux, sans décompositeon téte de la colonne. Celle-ci se
présentecomme un tube de faible section enroulélistméme, de 1 a plus de 100 m de
longueursuivant les cas et contenant la phaseostetire. Cette colonne est placée dans une
enceintea température régulée. Elle peut servirea nhilliers d’injections successives. La

phasegazeuse qui a traversé la colonne passe nlaésegteur avant de sortir a I'air libre.

En CPG il y a quatre parametres opérationnels pogr phase stationnaire donnée : (L)
longueur de la colonne, (u) vitesse de la phaseale)dd) température de la colonne et (b) rapport
de phase. Les réglages du chromatographe permdtsgnt sur T et sur U, donc sur I'efficacité et

sur les facteurs de rétention.

l1l. Instrumentation :

Dans la configuration la plus classique, le chramgeatphe est équipé d'un injecteur, d’'une
colonne capillaire et d’'un détecteur a ionisatienfldmme. Les données sont traitées par systeme

informatique (figure 5).
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Chromatograrrne

TaE)d8s TR D)

Four

Figure 5 : schéma simplifié du chromatographe easghgazeuse

1. Enceinte thermostatée (Four) :

Le chromatographe comporte une enceinte qui pedmeathauffer la colonne jusqu’a plusde
400°C. Elle doit avoir une faible inertie thermiqoeur permettre une montée contréléeet rapide en
température (rampe pouvant aller jusqu’a 106fi8) et une excellente stabilisation.

La température du four peut étre :

» Stable et identique du début a la fin de la maiporh (conditions isothermes) ;

» Programmeée par palier successif (mode gradient).

2. Colonnes:

La colonne, balayée en permanence par le gaz veetsplacée dans le four,c’est un tube de
faible section enroulé sur lui-méme et contenanpHase stationnaire. Il existe deux types de
colonnes, les colonnesmplies(ou colonnes garnissagget les colonnespillaires, n’offrant pas
les mémes performances.

» Colonnes remplies (a garnissage) :

Ces colonnes (figure 7), d'un diameéetre de 3,18 (86 6nm et de 1 a 3 m delong, sont
fabriquées a partir d’'un tube d’acier ou de veromtdla paroi interne est traitéepour éviter
d’éventuels effets catalytiques sur I'échantill&ties supportent un débit degaz vecteur allantde 1
a 40 mimin. Elles sont remplies d’'un support poreux ettmeous forme de grains sphériques.
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Bien gu'ayant des performances moins élevées qued®nnes capillaires, elles sonttoujours

utilisées pour certaines analyses de routine nasges.

> Colonnes capillaires :

Les colonnes capillaires sont plus résolutives lgaecolonnes remplies, et sont généralement
en silice fondue de grande pureté,le diameétrenetete ces colonnesvarie de 100 a 530 um.La
technologie est particulierement délicate en cecguicerne I'obtention de colonnes parfaitement
cylindriques dont la longueur peut aller de 10 ®m0Opour une paroi d’environ 50 um. Elles
comportent un revétementextérieur brun de polyajmpdéymere thermiquement stable (Tmax =
370 °C), pour lesrendre moins fragiles et pouves énrouler sur elles-mémes grace a un support
meétalliqueadapté.La phase stationnaire recouvpanai interne sur une épaisseur réguliere pouvant
allerde 0,05 a 5 um. Elle est directement déposegreffée sur la paroi interne par des liaisons
covalentes (figure 7).

Pour les colonnes capillaires, les phases stati@meorrespondent a deux principaux types de
composeés: les polysiloxanes (également connus Isomsm d’huiles et gommes silicones) et les
polyéthyléne-glycols (polymeres polaires), chagaggorie pouvant faire I'objetde modifications

structurales mineures.

revétement
polymerique

remplissage |
| avec phase
stationnaire |

verre de silice

phase stationnaire —
(film)

diam. interne — b

Figure 7 : a) colonne remplie, b) colonne capilkair

3. Injecteurs :
L’injecteur est placé a la porte d’entrée de I'atdlilmn dans le chromatographe. Il a deux
fonctions : vaporiser et entrainer en téte de cwohéchantillon mélangé au gaz vecteur. Les

caractéristiques des injecteurs, ainsi que les matimjection, different suivant les types de
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colonnes auxquels ils sont réunis. La qualité égsusmtions dépend de cette phase de I'analyse, on

distingue :

> Un injecteur a vaporisation directe :

Il consiste en un tube métalligue doublé d’'un ctsagéde verre (appelé insert), balayé par le
gaz vecteur et chauffé a la température moyennellitdtin des composés a chromatographier.
L’aiguille de la micro-seringue contenantl’échdotil traverse I'extrémité de l'injecteur obturée par
une pastille d’élastoméresiliconé (le septum), imgdel’autre extrémité est raccordée a la colonne
également chauffée (figure 8). La totalité de lautiilon introduit, immédiatement vaporisé, part

dans lacolonne en quelques secondes. Cette méttmdeent pour les colonnes remplies et

lesgrosses colonnes capillaires quand le débibdergcteur atteint au moins 8 ml/min.

Y

— exirémite
Seringue entrée de linjecteur
(vue éclatés)

bouchon a vis -, _——
gaz vecteur
'Y

insert —r

Figure 8 : Injecteur a vaporisation directe utilig@ur colonnes remplies.Schéma de base d'un

modéle classique a septum.

> Un injecteur avec ou sans division :

Pour les colonnes capillaires, a faible capacitéhintillon,les plus petits volumes qu’il est
possible de prélever avec une micro-seringue (0)fpemvent saturer la colonne. On utilise alors
des injecteurs pouvant fonctionner suivant deuxrapdeec ou sans division (encore appelés split
ou splitless).

Un courant de gaz vecteur arrive avec un grand délnis la chambre de vaporisation ouil se

mélange a I'échantillon injecté (figure 9). Une marde fuite, couramment réglée entre50 et 100
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ml/min, divise ce débit en deux fractions et sdalglus petite fraction pénetre dans lacolonne.
C’est le principe du mode split.

Ce type d'injecteur peut également fonctionner edensplitless. Dans ce mode d’introduction
qui est réservé aux échantillons en solution tiege€, on injecte lentement le contenu dela micro-
seringue en laissant la vanne 2 (figure 9) en josfermée durant 0,5 a 1 minute,afin que les
composeés vaporisés avec le solvant se concenimestlds tous premiers décimétresde la colonne.
Ce mode d’injection se fait a unetempérature abasge, au départ,pour que le solvant précede les

composés dans la colonne.

g E «  extrémité __ b
septum seringue
.
purge du septum
gaz vecteur | g
|
air de —

_.. el
// sortie spiit refroidissement

insert

ﬁh— colonne capillaire e

Figure 9 : a) chambre d’injection Split.

b) injection a froid dans la colonne (Splitless)

4. Gaz vecteur et régulateur de débit :

On utilise comme phase mobile I'un des trois gagasus : I'hélium, I'azote ou I'hydrogene
qui sont de faible viscosité. Le gaz est contemsdies bouteilles munies d’'un manometre, ce qui a
lavantage de fournir sur place un gaz trés pur. dae vecteur doit étre exempt de traces
d’hydrocarbures, de vapeur d'eau et de dioxygénie sgucomportent comme des impuretés
préjudiciables pour certaines phases stationng@aires, et qui réduisent la sensibilité des
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détecteurs. La nature du gaz vecteur ne modifie dgasnaniére significative les valeurs des

coefficients de distribution des composéssuiteadskénce d’interaction entre gaz et solutés.La
température est le seul facteur de modificationoirtgmt. En revanche, la viscosité et la vitesse du
gaz dans la colonne ont une influence sur la disperdes composés dans la phase stationnaire et
sur la diffusion dans la phase mobile (équatioivde Deemter), donc sur le parametre d’efficacité

N et sur la sensibilité de la détection (figure 6).

I s g

Figure 6 : Efficacité en fonction de la nature etld vitesse linéaire du gaz vecteur

Ces courbes typiques de Van Deemter montrent quiédsse optimale de I'hydrogene est 3
fois plus grande que celle de l'azote. Les analgseployant I'hydrogene pourront donc étre
effectuées 3 fois plus rapidement que celles atitis'azote (a efficacité constante).
Malheureusement, I'hydrogéne est un gaz dangergsemant des risques d'explosion. Pour ces
raisons de sécurité, c'est I'hélium qui est engéniélise.

A l'alimentation en gaz sont associés des régulatde pression, de jauges et des débitmétres
afin que la pression en téte de colonne soit $&kilavec le débit qui demeure constant, et souvent
un tamis moléculaires qui élimine I'eau et d’autrepuretés. En effet, pour une analyse réalisée en
mode de programmation ascendante de températwisctasité de la phase stationnaire ainsi que la

perte de charge augmentent au cours du tempg. dioes préférable que la pression soit corrigée
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pour conserver au gaz vecteur une vitesse constarwptimale. Il en résulte une analyse plus

rapide et une longévité accrue des colonnes [21].

B. Headspace (espace de téte) :

L’espace de téteest un dispositif d’extraction,ctmnnant en tandem avec une installation de
CPG (figure 10), et réservé a l'analyse des conwgpasdatils présents dans une matricenon
chromatographiable. Le principe est illustré pandeariantes :

» Le mode statiquel:échantillon remplit incompletement unpetit réieipt de verre fermé par un

bouchon transpercable. Apres une période d’égadiésthermodynamique entre les phases en
présence, on préléve un peude vapeur en équilllanes ces conditions, la quantité de chaque
composé volatildans le volume d’espace de tétgregtortionnelle a sa concentration dans la
matrice.Aprés étalonnage (méthode du standardniteu externe), il est possible de faire

correspondre les concentrations réelles dans Iréitlom avec celles des vapeurs injectées dans
le chromatographe.

» Mode dynamique on opére dans un récipient spécial ouvert, appeiéntillonneur,contenant

la phase aqueuse a extraire. On fait barboter arvgeteur, tel I'hélium, danscette solution
pour entrainer les parties volatiles vers un piegrirge and trap » ou elles sont adsorbées et
concentrées. Puis on procéde a unedésorption tipeendu piége a contre-courant en vue de
I'injection dans le chromatographe.

Cette technigue est semi-quantitative.
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Figure 10 :HeadspaceAqilent 7694E associé a une CPG

Le Headspace est une technique ou les vapeurszdeog& en haut et en équilibre avec le
liquide a prélevé. L'avantage de cette approchgustla chromatographie en phase gazeuse peut
étre utilisée comme technique d'analyse, offramtiajuatre a cinq ordres de plus grande magnitude
de sensibilité. La procédure comprend l'extractiam volume de gaz d'équilibre au-dessus de
I'échantillon a l'aided’une seringue a travers lacdn contenant un lit d'un absorbant approprié. Le
flacon est chauffé est placé en ligne avec unenoel@apillaire, I'échantillon est vaporisé et balay
sur la colonne, et les composants sépares.

C. Détecteur a ionisation de flamme (FID) :

Le détecteur permet de mettre en évidence le paskegdifférents gaz séparés par la colonne.
La détection peut étre basée sur des techniqueesderes différentes.

Détecteur a ionisation de flamme (FI@ansidéré comme pratiguement universel pour les

composeés organiques, c’'est le détecteurpar excellda la CPG actuelle. Le courant gazeux issu
de la colonne pénétre dans laflamme d’un petitdandalimentée par un mélange d’hydrogéne et
d’'air. Ce détecteurdétruit I'échantillon dont landoustion produit des ions et particules chargées,
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qui sont responsablesdu passage d’'un courant ieregtrémement faible (10-12A) entre deux

électrodes. L'extrémité du braleur sert d’électragepolarisation, et la seconde électrode de forme

annulaire entoure la flamme. Le signal est amppfé un électrometre en une tension mesurable
(figure 11). Pour les composés organiques, lirténdu signalest sensible au débit massique de
I'échantillon, sachant bien que la présence deaicestiétéro-éléments, tels les halogénes, peut

modifier notablement la réponse. L’aire du picétgtlonc la masse du compose.

+ 300V

eélectromeétre signal
| . g

L

électrode
collectrice

air

dihydrogéne
gaz d'appoint
H, ou N,

- colonne capillaire

A & &l

Figure 11 : détecteur FID.
D. Validation d'une nouvelle méthode d’analyse en

toxicologie analytique par CPG-FID :

. Introduction :

La maitrise de la qualité des analyses est unecqu@ationimportante. La démarche a suivre
ne se limitepas a la production de procédures ostivi assurela tracabilité totale des résultats,
conditions nécessairesa l'accréditation. Elle mtéggalement la qualification de l'appareillage
utilisé, son suivi et surtout la validationde lathogle de dosage qui permet de prouverque cette
meéthode répond bien aux besoins pour lesquelsaedte développée. Cela avec la possibilité de

latransférer dans un autre laboratoire. Ceci impasecaractérisation précise des critéres de la
méthode.
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Lors des études de pharmacocinétiques, toxicoqunesti et du suivi thérapeutique des patients,

il est important d'utiliser une méthode analytiqugrectement validée pour obtenir des résultats
fiables qui pourront étre ainsi interprétés de fegatisfaisante.

Ce document a pour but d'une part de présentediféSrents critéres de validation d'une
méthode de dosage en bioanalyse, en vue de soicadiopl a I'analyse d'échantillon en routine
[22]. Et d’autre part, de traiter essentiellemenvélidation d’'une méthode chromatographique en

phase gazeuse avec détecteur FID.

lI. Choix de la méthode d’analyse :

Le choix de la méthode d'analyse et surtout letq@iéementde I'échantillon biologique sont des
étapes clésqui précedent la validation propremiést ln effet,les matrices biologiques contiennent
une multitude decomposés endogenes (protéinedalatesma, acidesgras dans I'urine) souvent en
concentrations bien plusfortes que les analytekeors métabolites qui peuventinterférer avec les
composeés a doser. Le développementd'une méthadiessdge comprend [22] :

» Le choix du solvant dans lequel I'analyte seralslidé et stabilisé. Il faudra vérifier le risque
d'interaction contenant/analyte. Il est ainsi passde silaniser la verrerie afin d'empécher
l'adsorption de I'analyte sur le verre.

» Le choix de la matrice :la méthode devra étre ¢alithns chaque matrice dans laquelle le
composé seradosé. Il faudra ensuite s'assureregugrélevementssoient conservés dans de
bonnes conditions. En effettoutes variations dedphblasma ou du sang peuvent modifier le
pourcentage de liaison aux protéines plasmatiqués stabilité des composés. De méme, |l
faudra s'assurer que l'anticoagulant choisi n'a gdafluence sur les performances de la
meéthode analytique utilisée pour quantifier le cos®

» Le choix de I'étalon interne : généralement, K@#taihterne est un composé de méme série

chimique que l'analyte. Il doit s'extraire dansri@&mes conditions et doit avoir un temps de
rétention différent de 'analyte.

Le choix du systeme d’analyse.

Le choix du systéme de détection.

Le choix de la relation entre concentration dealfgiedans la matrice et réponse du détecteur.

YV V VYV V

Le temps d'analyse.
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Les différentes étapes du développement de la miétlamalytique doivent étre écrites et

archivées afin dejustifier les choix et d'étre edtables pendant I'étapede validation.

l1l.  Procédure de validation :

La validation d'une méthode en bioanalyse compme@adsuccession de procédures afin de
démontrer que laméthode utilisée permet de quantifi analyte dansune matrice particuliére pour
une application précise.Différents parameétres peeme de définir I'acceptationd'une méthode
analytique : sélectivité, linéarité, exactitudestgsse, fidélité (répétabilité et fidélité internadek),

limite de quantification et dedétection, et staéiliLa validation est un événementdynamique et

adaptable en fonction de son applicationet desittond opératoires.

Validation compléte :

La validation compléte est nécessaire a chaquegidisme nouvelle méthode de dosage d’un
ou plusieurs analytes est développée par le laliczatet devant étre réalisée avec toutes les
matrices qui seront utilisées par la suite en neuplasma, urine).

Appelée aussi méthode quantitative, elle fournitrésultat chiffré sur une échelle continue,
dont les limites basses et hautes sont connuaglation directe avec une quantité ou une activité

donnée de l'analyte a mesurer [23].

1. Sélectivité :

C’est la capacité d’'une méthode d’analyse de canexalusivement a la détermination de la
grandeur de l'analyte considéré, avec la garantie lg@ signal mesuré provient seulement de
'analyte [29].

»  La sélectivité est 'aptitude d'une méthode analytique a quantifanalyte et a le

séparer des produits de dégradation, des métabetities composés coadministrés [22].

2. Linéarité :
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C’est la capacité d'une méthode d'analyse, arlguie d'un certain intervalle, a fournir une

valeur d’information ou des résultats proportiosné la quantité en analyte a doser dans
I’échantillon pour le laboratoire [29].

Il est nécessaire d'utiliser un nombre de pointgatame d'étalonnage suffisant pour définir la
relation entre la concentration de I'analyte danmatrice et la réponse correspondante du détecteur
[22]. La quantification est toujours réalisée efigant un étalon interne.

Il est nécessaire d'établir une gamme d'étalonpage chaque analyte a quantifier dans la
matrice. Cette gamme d'étalonnage doit étre conepds@l moins 5 a 8 points; le point le plus
faible de la gamme correspond en général au seuitjuhntification. La courbe d'étalonnage
décrivant la relation entre la concentration dedhgte et la réponse doit étre décrite par le meodel
mathématique le plus simple possible.

La réponse mesurée est le rapport de I'aire/hawdeuranalyte et de l'aire/hauteur de son
étalon interne.

Il convient de choisir le modéle linéaire en véuifi les critéres suivants :

» L'ordonnée a l'origine de la droite d’étalonnageatdire statistiguement non différent
de O et le coefficient de détermination non stigtigment différent de 1 (R2>0,99).
» Calculer I'équation moyenne en donnant la moyerenka gbente et de l'intercepte.

3. Justesse :
» La justesse’est I'étroitesse de l'accord entre la moyennendhombre infini de

valeurs mesurées répétées et une valeur de rééérenc

La justesse (biais) correspond au pourcentageungirpar rapport a la concentration théorique,
lors de I'étude de la répétabilité et/ou reprochiité. Elle est mesurée, a un niveau donné de
concentration, dans la zone quantifiable pratiquéadnéthode.

Elle est aussi exprimée par le taux de recouvreriéR) qui doit étre compris entre 85 et
115%, sauf pour la limite de quantification oudltdetre compris entre 80 et 120%.

A partir des résultats obtenus, on calcule le [sailen la formule suivante :

m— v
X 100

biais % =
1

Avec :
m : moyenne des valeurs obtenues
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v : valeur vraie de I'échantillon a tester.

Le biais doit étre <15% sauf pour la limite de difaration ou il doit étre <20%. La justesse

peut aussi étre exprimée par I'erreur relativersédacalcul suivant :

R = ™« 100
(4
4. Fidélité : répétabilité (ou fidélité intra-jour) et reproductibilité (ou
fidélité intermédiaire) :
a. Répétabilité :

Fidélité de mesure selon un ensemble de conditidastigues : méme échantillon, méme
opérateur, méme lots de réactifs, méme instrunetrde pendant un court intervalle de temps (le
méme jour).

En pratique, cet essai sera réalisé sur un oueplissimatériaux d’essais stables (point de
gamme).Un minimum de 5 répliques est souhaitable ploaque matériau d’essai. L'objectif est de
caractériser la meilleure performance possiblesdis conditions optimales et de vérifier le bon

fonctionnement de linstrument de mesure. L'expl@mn des résultats consiste a calculer la

moyenne f), I'écart-type (Sr) et le coefficient de variati(@V) des valeurs expérimentales de

chaque série.

La moyenne ) :

n
X= in /n
i=0
L’écart-type (Sr):
_ 1S (xi—-®)’
o ;J—
Le coefficient de variation (CV) : il représentdsarépétabilité de la méthode en %, et ne doit pas

n—1

étre supérieure a 15%
ST'

CV.% =—x100
X

Selon lanorme ISO 5725 : |x, ., — X,..] =7 =28 XS,
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p : nombre de séries

xi: mesure

n :nombre de mesures

r: limite de répétabilité a 95%

b. Fidélité intermédiaire :

Fidélité intermédiaire de mesure selon un enserdbleonditions. Les mesuresdoivent étre
effectuées sur un méme échantillon en faisantvatienoins un des facteurs : I'opérateur, le temps,
les lots de réactifs, I'étalonnage,.... Il est asalué par le CV mais sur un long délai (3 jours
minimum).Ces coefficients doivent étre <15%. Paarlimite de quantification, on admet des
coefficients de variation <20%.

Nous serons amené a calculer la moyerielé coefficient de variation (CV) I'écart type)(

pour chaque série d’analyse a partir des quels albuss exprimer I'écart type de reproductibilité
Sr:

|
— 2 2
Spr = MISB + 5,

Le coefficient de variation (CV) est exprimé pafdanule suivante :
0 SF‘I
X

Selon la norme 1SO 5725 : 1% ppw — Xl = FI = 2,8 X S5
Avec :
Sg : écart type entre groupes.
S : écart type a I'intérieure des groupes.
FI : limite de la fidélité intermédiaire a 95%.
S écart type de la fidélité intermédiaire.
5. Limite de quantification (LOQ) et de détection (LOD) :

a. Limite de détection (LOD):

La limite de détection d’'une méthode est la plussbaconcentration pour un composé analysé
dans une matrice réelle, qui, lorsqu'il subit teutss étapes d’'une méthode compléte, produit un
signal détectable. Autrement dit, c’est la plusitpeuantité d’'un analyte a examiner dans un
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échantillon pouvant étre détectée et considéréameutifférente de la valeur du blanc mais non

nécessairement quantifiée [29].
C’est la concentration équivalente a 3 fois I'écampe @) des blancs obtenus lors de
I'établissement de la LOD.
LOD = (3Xag) +m
a. Limite de quantification (LOQ) :

hY

La limite de quantification est la plus petite qiiignd'un analyte & examiner dans un
échantillon pouvant étre déterminée quantitativantkims des conditions expérimentales décrites
dans la méthode avec une variabilité définie [29].

Le premier point de la gamme d’étalonnage corredpt plus souvent au seuil de
guantification.

Pour déterminer la limite de quantification et détedtion, on procede a l'analysede 20
échantillons de blancs (plasma dépourvue de latautes a analyser) dans une méme série. On
calcule ensuite la concentration a partir de I'éigmade la courbe d’étalonnage, la moyenfpeet
I'écart-type ¢) exprimés en concentration.

La limite de détection est calculée selon la foersuivante :

LOQ=(10Xc)+m
6. Stabilité :

La stabilité de I'analyte a doser dans la matratedéterminée par le dosage d’échantillons a un
seul niveau de concentration, extemporanémenffé&aeatits temps de conservation, et a différentes
températures : température ambiante, +4°C, et -2003 essais de congélation-décongélation
doivent étre effectués, un cycle de congélatioredgélation est défini par au moins 12h a -20°C.

La stabilité est déterminée en ajoutant la sulstandoser (analyte) a la matrice biologique
(plasma) a laquelle la méthode doit s’appliquer.

Les concentrations obtenues aprés le stockageivendgas varier de plus de 15% par rapport

a la concentration théorique.

E. Procédé expérimental :
|. Objet:
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Ce mode opératoire a pour but de permettre lasetan des dosages du méthanol dans le

plasma. Il s’applique sur tous les prélevementsg@as recueillis sur tube sec ou avec

anticoagulant.

lI.  Principe :

L’échantillon a analyser est dilué avec I'étaloteine (butanol-1). La phase gazeuse, obtenue
aprés chauffage du mélange dans le Headspacajextte dans le chromatographe. Cette phase
gazeuse est entrainée par la phase mobile (gagwgdans la colonne pour arriver au détecteur a
ionisation de flamme (FID). Enfin, les données domitées sur un ordinateur équipé d’'un logiciel
spécial.

lll. Matériel ;

1. Verrerie

» Flacons en verre pour Headspace a sertir (viathdrs, fioles ;

» Micropipettes.
2. Systeme Chromatographique :

Le dosage du méthanol est effectué par le biais dhromatographe en phase gazeuse « GC
Agilent 6890N », avec injection des vapeurs de parz « Headspace 7694E »sur une colonne
capillaire HP5 5% Phényl Méthyl Siloxane30m x 320|Dn®.25um.

La détection des analytesest faite par ionisate@flainme « détecteur FID ».

L’'acquisition et le traitement des données estlig&asur un ordinateur équipé du logiciel
« Chemstation ».

3. Reéactifs
Méthanol pur de densité 0.79 g/ml
Etalon interne : Butanol-1 de densité 0,807 g/ml

Eau distillée.

YV V V VY

Plasma vierge.

V. Mode opératoire :

1. Préparation des solutions meres :
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Des solutions meéres sont préparées, extemporangaeattirdesquelles nous allons préparer

nos séries d’analyses. Les solutions sont :

» Solution mére (SM) de Méthanol a 2 g/l : 126 phdé&thanol pur + eau distillée a une quantité
suffisante pour (gsp) 50ml ;

» Solution d’étalon interne (EI) Butanol-1 a 4g/i42ul de butanol-1 + eau distillée qsp 50ml ;

Ces SM sont conservées au réfrigérateur a +4°C.
On effectue le dopage du plasma pour préparemhangad’étalonnage et les controles qualité.
Remargue : Les solutions utilisées pour les controles quaétécelles pour la gamme

d’étalonnage doivent étre préparées par deux peesatifférentes.

2. Préparation de la gamme d’étalonnage :

A préparer dans des flacons en verre pour Headspasertir selon les concentrations

correspondantes:
Tableau 2 : gamme d’étalonnage.

Concentration 0 0.1 0.2 05 1

(en g/l)
Volume SM 0 50 100 250 500

(en pl)
Volume Qsp 1ml

plasma vierge

3. Préparation des contrdles qualité interne :

Trois contrbles de qualité interne (CQI) sont prépalans des flacons en verre pour Headspace
a sertir selon les concentrations correspondantes:

Tableau 3 : contréles qualité interne (CQI).

Concentration (en g/l) 0.15 0.3 0.75
Volume SM (en pl) 75 150 375
Plasma vierge Qsp 1mi

4. Manipulation :

Avec chaque échantillon, une gamme d’étalonnage@ €QI sont réalisés conformément au
mode opératoire suivant :
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Traiter les échantillons séparément, dans un fleacoverre pour Headspace, en introduisant :

1 ml de I'échantillon (gamme d’étalonnage / corgrgiialité) ;
150 ul d’étalon interne a 4g/l ;

Sertir les vials immédiatement apres I'ajout dé |'E
Injection automatique avec Headspace.

ditions chromatographiques :

Con

Méthode : ALCOOLHS.M
Séquence : MEOHHS.S
Débit d’azote : 0.4 ml/min équivaut a une presslerd,14Bar ;
Débit d’hydrogene : 30 ml/min ;
Débite d’air : 300 ml/min ;
Volume d’injection : 0,5 ml ;
Mode : split10:1;
Températures :
o Injecteur a 140°C
o Détecteur FID : 250 °C
o Four: isotherme a 40°C pendant 6min.

ditions Headspace :

Températures :
o Vial (four) : 70°C
o Loop (Boucle) : 80°C
o0 Ligne de transfert : 90°C

- Temps:

o0 GC cycle time : 13.5min

Vial Eq. Time : 20min
Temps de pression : 0.15min
Loopfill time : 0.15min
Loopeq time : 0.05min

O O O O o

Temps d’injection : 0.50min
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- Pression:

F=%

o vial pressure : 15 Psi

o Carrier gas pressure : 2,2 Psi
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CHAPITRE Il :

Reésultats et

discussion
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. Validation de la méthode :
1. Sélectivité :

La sélectivité a été étudiée en préparant un étleantontenant I'éthanol, le méthanol, et le
butanol, puis l'injection de ce dernier avec unitéle 1ml/min de la phase mobile (azote). La
résolution entre les deux pics obtenus est R=1.0@st inférieure a 1,5. Donc, il a été nécessaire
d’optimiser la méthode en diminuant le débite du gacteur. Le tableau suivant montre les

résultats obtenus :

Tableau 4 : résultats d’optimisation de la séletfiv

Débit (ml/min) tr(MeOH) tr(EtOH) Résolution (R)
1 0,745 0,774 1,06
0.8 1,309 1,359 1,67
0,4 1,635 1,702 3,02

Avec un débit de 0,4 ; nous avons pu obtenir useluéon de 3,02 (supérieure a 1,5) donc les

pics du méthanol et de I'éthanol sont bien sépdésr étre sir que la méthode est sélective, il

faudra calculer le facteur de sélectivit qui doit étre supérieure ou égale a 1.

Le facteur de sélectivite) :

La résolution (R) :

2x%(tga—tRy)
R = 2 “Ry
f.l.?z+ f.l.?l

FST FES

Le tableau ci-dessous montre les résultats obteows|’étude de la sélectivite :

Tableau 5 : étude du facteur de sélectivité ed®@s$olution.

tR (Q)) o R
Méthanol 1.635 0.0211
1.04 3,02
Ethanol 1.702 0.0232
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D’aprés le tableau 5, le facteur de sélectivitg dbtenue pour le couple MeOH / EtOH est
supérieure a 1, et la résolution entre les deux st largement supérieure a 1,5 :
= La méthode est sélective.

2. Linéarité :

La linéarité a été étudiée sur trois jours en éfi@at I'analyse de cing points de gammes.
Chaque point de cette gamme est répété trois@aiss un premier lieu, on procede au calcul des
rapports d'aire (R entre le méthanol et le butanol (El) dont la encation dans I'échantillon est
de 0,6g/l, comme cela estmontré sur le tableaessals :

Tableau 6 : résultats obtenus lors d I'étude la&nité.

Concentrations (g/l) Gueon/Cel Rare 12 jour | Rare Z™jour | Rare 3™ jour
0 0 0 0 0
0,1 0,167 0,077 0,076 0,074
0,2 0,333 0,124 0,121 0,126
0,5 0,833 0,318 0,319 0,300
1 1,667 0,635 0,637 0,636

A partir des résultats du tableau 6, nous allorterdéner la courbe d’étalonnage a régression
linéaire qui présentera le rapport des aires (MéOBUOH) en fonction du rapport des
concentrations (MeOH / BuOH). Il faudra aussi d@éieer les parametres de cette courbe
notamment I'ordonnée a l'originegjala pente (8, et le coefficient de corrélation (R?). Ce qui va
nous permettre de vérifier I'existence d’'une pesgamificative

Les résultats obtenus sont regroupés dans le teblegant :

Tableau 7: résultats de la linéarité.

Coefficients| Erreur-type Statistique t Probabilité
Constante (@) 0,0040 0,0040 1,0052 0,338
Cweon/Cel (1) 0,377 0,0042 89,076 7,7795E-16
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Nous remarquons que la probabilité d’erreur glest égale a 33,8%, qui est supérieure a 5%

donc le test est non significatif ce qui veut dixee @ va étre égal a 0. Tandis que la probabilité
d’erreur de aa une valeur de 7,7795E-16 qui est inférieuréadonc la pente est significative, ce

qui veut dire que I'équation sera de type y=avec :

y = Rair (MeOH / BUOH) et X = R([MeOH] / [BUOH]))

Air (MeOH) _ [MeOH]
Air (BuOH)  [BuOH]

L’étape a venir consiste a interpréter les résupaécédents en tracant des droites a régression
linéaire des rapports d’'aires (MeOH / BuOH) en famcdes rapports de concentrations (MeOH /

BuOH) pour chaque série d’analyse tout en effedtliatersection a l'origine (figure 12).

Linéarité des trois séries d'analyse

0,7

0,6 }‘

y=0,381x
/ R2=0,999
0,5

¢ ler jour

T
2
> 0,4 H 2éme jour
N Ju/ y = 0,382x
s 03 / R2=0,999
E 0!2 /
0,1 B
y=0,377x
0 R?=0,998
0 0,5 1 1,5 2

R{[MeOH] / [BuOH])

Figure 12 : courbes d’étalonnage des analyses séal sur trois jours.
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Si I'on reporte les mesures (Raire) enordonnéedpmretion des concentrations portées en

abscisses, les résultats sont les suivants :

Courbe de régression
0,7 -
y=0,380x
- R?=0,998
T 0,6 T
E
o 0,5
S~
S 04 -
s
S 03 - -
o , 4 Rair
S 02 - B Prévisions Rair
0,1 -
0 T T T 1
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000
cMeOH/cEI

Figure 13 : courbe d’étalonnage représentant lepan d’air (MeOH/BuOH) en fonction des

rapports de concentrations (MeOH/BuUOH).

Cette courbe montre une bonne proportionnalitéedes rapports d’air obtenus et les rapports
de concentrations avec un coefficient de détermanajui est de R2=0,9986 (>0.99).

= La méthode présente une bonne linéarité entrel§/ketle méthanol dans le plasma.

3. Justesse :

Lors de I'étude de linéarité, trois échantillons amtréle qualité (QC) ont été préparés et
analysés en paralléle a la gamme d’étalonnage.QCe®nt des concentrations de 0,15; 0,3 ; et
0,75g/l, dont le but est d’évaluer la justesse€extaktitude de la méthode en respectant les étapes
suivantes :

» Recueillir les réponses pour chaque analyse etrditer le Raire ;

e Calculer, en utilisant les équations des courbeétainnage appropriées, les
concentrations (Ccal) pour chaque QC afin de nasurar que les réponses sont
correctes et qu’ils correspondent aux concentratibi@oriques de méthanol \(&n)
(tableau 8).
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» Calculer la justesse (BR% ou R%) qui doit étreriefére a 15%. L’exactitude doit étre

comprise entre 85 et 115% (tableau 9).

Tableau 8 : concentrations trouvées pour les Cdag®ualité.

Cwmeon (9/1) [szgc/)l;_' ] Raire (J1) | Raire (J2) | Raire (J3)| Ccal; Ccak Ccalk
0,15 0,098 0,106 0,108 0,154 0,166f 0,172
0,3 0,6 0,195 0,197 0,168 0,306 0,309 0,267
0,75 0,472 0,477 0,490 0,742 0,749 0,778
Rappel :

Afin de calculer la justesse (biais) et I'exactgydous allons dans un premier temps calculer la

moyenne (m) des concentrations obtenues.

Biais en %:
m—
biais % = o X 100
Justesse (ou taux de recouvrement TR) en % :
Ccal
R% = oo < 100
Tableau 9 : taux de recouvrement et justesse.
Cth Ccal Moyenne (m) Biais % TR %
0,154
0,15 0,166 0,164 9,35 109,347
0,172
0,306
0,3 0,309 0,294 -1,99 98,011
0,267
0,75 0,742 0,756 0,85 100,851
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= 85%<TR%<115% ET Biais % < 15% .

4. Intervalle de confiance :

L’intervalle de confiance a une limite inférieutd)(et une limite supérieure (LS) :
[LI; LS] = [R-FR ; R+FR]
Avec :
R : moyenne des taux de recouvrements (TR)

FR : facteur de recouvrement
5

FR=t x —
VT

t : test de Student

S : écart type des TR

n : nombre d’échantillons

Les parametres de l'intervalle de confiance sogita@pés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 10: calcul des paramétres.

n 9

R 102,737
S 7,218

t 2,306
FR 5,548
LI 97,188
LF 108,285

= L’intervalle de confiance : [97,188 ; 108,285].
= Puisque la valeur 100 % est incluse a l'intervdfieconfiance dons la méthode est juste.
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5. Fidélité :
a. Répétabilité et fidélitée intermédiaire:
La fidélité intermédiaire a été étudiée sur un geuht de gamme de concentration 0,5¢g/l dans

les conditions de reproductibilité, c'est-a-direceangeant un facteur et sur trois jours.

Dans un premier lieu, nous allons calculer les eatrations (@eor) a partir des Raire comme

suit :

Tableau 12 : résultats obtenus pour la fidéliteemiédiaire.

Raire Cwmeon (9/1)

J1 J2 J3 J1 J2 J3
0,320 0,248 0,326 0,505 0,392 0,514
0,285 0,270 0,281 0,449 0,425 0,443
0,316 0,277 0,278 0,499 0,437 0,439

|
4
4

0,287 0,278 0,261 0,453 0,439 0,411
0,278 0,289 0,268 0,439 0,456 0,421
0,307 0,279 0,300 0,484 0,440 0,473

Dans un second lieu, nous allons analyser la vegiaur un seul facteur (le jour) a partir des
Cwmeon(tableaul3).

Tableau 13 : analyse de variance sur un facteur.
RAPPORT DETAILLE

Nbr d'échantillons | Moyenne | Moyenne des, ,_ .
Groupes _ = | Variance
(n) X moyennesx
J1 6 0,471 0,0008
J2 6 0,431 0,451 0,0005
J3 6 0,450 0,0014
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ANALYSE DE VARIANCE

Source des Somme des| Degré de | Moyenne des _
. . ) . - F Probabilité
variations carres liberté carrés (MC)
Entre Groupes 0,004861676 2 0,0024 2,7286942®756813
Alintérieur des | 413369644 15 0,0009
groupes
Total 0,01822432 17

L’écart type de la fidélité intermédiairep:
Sei=./Sr? + §i%

Avec :
Sr2z : moyenne des carrés a l'intérieur des gro(néssduelle)
Sj?2 : écart type du facteur du jour.

MC(entre group gs) —5r2

Sj2 =

n

Le tableau ci-dessous montre les résultats deladdcoes parametres :

Tableau 14 : écart type et coefficient de variatitela fidélité intermédiaire.

s? 0,0009 S 0,030 CV, (%) 6,62
s? 0,0003 S 0,016 CVri(%) 7,51
S% 0,00115 Sr 0,034

Nous avons pu obtenir des coefficients de variag@insont inférieurs a 15%, donc la méthode

est reproductible.

6. Limite de détection (LOD) et limite de quantification (LOQ):

L'essai de la LOD et la LOQ a nécessité I'analys€elfl blancs (contenant I'étalon interne), et

d’intégrer par la suite les chromatogrammes obtenus

A partir des Raire, nous allons devoir calculer ¢escentrations (Ccal), leur moyenr®), (
I'écart type (S), tout cela dans le but de calcldsrlimites de détection et de quantification en

concentration (g/l).
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Rappel : LOD=(3Xag)+m
et, LOQ=(10X0) +m

Le tableau suivant montre les calculs réalisés :

Tableau 15 : LOD et LOQ

Mesure Rair Ccal (g/l) mOy}_{enne S LoD L00
1 0,012 0,018
2 0,017 0,026
3 0,020 0,032
4 0,018 0,028
S 0,018 0,029
6 0,037 0,059
7 0,018 0,029
8 0,017 0,027
9 0,016 0,025

10 0,020 0,031 0,029 0,010, 0,060 0,132
11 0,018 0,028
12 0,016 0,025
13 0,012 0,018
14 0,017 0,026
15 0,031 0,049
16 0,010 0,016
17 0,024 0,037
18 0,017 0,027
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— LOD = 0.060 g/l
— LOQ =0.132 g/l
7. Stabilité :

La stabilité de I'analyte a doser dans la matrise d&&terminée par le dosage d’échantillons
préparés au préalable a un seul niveau de contient(®,5 g/l), puis apres différents temps de

conservation a différentes températures : tempéraimbiante (+23°C), +4°C, et -20°C.

Ces échantillons ont été répétés cing fois espaésine période d’'un mois, et les résultats

sont affichés sur le tableau comme suit :

Tableau 16 : taux de recouvrement de la stabilité.

Température (°C Ccal (g/l) TR (%)
-20 0,51 101,67
J1 4 0,5 99,42
23 0,5 100,71
-20 0,53 105,03
J5 4 0,53 106,89
23 0,52 104,16
-20 0,53 106,97
J8 4 0,52 104,51
23 0,53 106,87
-20 0,51 101,87
J14 4 0,51 102,24
23 0,51 101,44
-20 0,54 107,71
J35 4 0,54 108,84
23 0,53 105,43

Nous remarquons que les taux de recouvrementsseonyris entre 85 et 115%, ce qui respecte
les normes. En effet, en utilisant le test ’ANNOV@An va pouvoir étudier la variation des

concentrations en fonction des températures descaation et du temps.
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Tableau 17 : analyse de variance

Sou_rc_e des Somm,e des Dggre ,de Moyenn,e = Probabilité
variations carrés liberté des carrés
Entre | 5 6738E-05 2 2,8369E-05
Groupes
A l'intérieur 0,003 12 0,00024 0,1199 0,889
des groupes
Total 0,003 14

D’apreés le tableau ci-dessus : 88,9 % > 5 % dogedil acceptée ce qui veut dire qu'il n'y a

pas d’effets du facteur de la température.

Cette conclusion est confirmée en interprétan#éssiltats sur un graphique (figure 14) qui va

montrer la variation de la concentration en fonttio temps et de la température.

Effet de la temprérature sur la concentration

0,520 V \\ //
s N\

= — 20°C
= 0,510 >
E — 1+ 4°C
0,500
/ +23°C
0,490
0,480
0,470
n J5 18 114 135

Figure 14 : variation de la concentration en fomctide la température.

En ce qui concerne la stabilité, la probabilitévdeation et de 88.9%, et d’apres le graphique,

il y'a une légére variation de la concentratiorcalde par rapport a la concentration théorique (0,5

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212(0)535602953 Fax:212(0)5356082 1




Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques ,
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

g/l). Ce qui veut dire que ni la température, rtielmps n’ont d’influence importante sur la variatio

de la concentration.
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Conclusion :

L'objectif de ce présent travail était d’optimigeralider une méthode de routine simple pour la

mesure quantitative du méthanol dans le plasmeae etahg entier en utilisant une méthode
dechromatographie en phase gazeuse avec injectaaisplace et détecteur a ionisation de flamme,
ce qui permettra entre autre 'orientation du médekinicien dans le traitement de l'intoxiqué.

L'analyse quantitative a porté, dans un premierptgnsurdes sérums de calibration
supplémentés en méthanol et en butanol dans unengade concentrations variant de0 a
1g/l.L’examen des résultats montre que :

. Le méthanol et le butanolont été élus respectivé@environ 1,61 et 2,5 min.

. La linéarité est bien vérifiee dans les gammes aleentrations étudiées avec un
intervalle de confiance de [97,188 ; 108,285],retaefficient de détermination supérieur a 0,99.
Par conséquent, I'analyse quantitativepar CPG -gelld fournir desmesures exactes.

. Les coefficients de variation pour les échantillolesplasma dopésa 0,5 g/l étaient
inférieurs a 15%.

. Les taux de recouvrements pour les QC de concemsa0,15; 0,3 ; et 0,75g/l
étaient compris entre 85 et 115%.

* Dans un deuxiéme temps, dessérums ont été supptsregulement en butanol pour

préciser les limites dedétection et de quantificatiu méthanol. La limite de détection

a pu étreestimée a 0,03 g/l et la limite de quiaatibn a0,1 g/l.

Nous avons donc démontré le dosage quantitatif éthamol dans le plasma a différents
niveaux de concentrations. Les résultats des amlyontrent I'applicabilité de la CPG - FID a la
détermination directe du méthanol. Le méthanol tét@sponsable de la toxicité, son taux
sanguinconstitue un indicateur de la gravité aeolication etpermet I'ajustement des traitements
nécessaires.

Nous pouvons en conclure que I'adoption de cettihoae peut trés bien étre utilisée de facon
routiniere, comme elle peut I'étre dans le cadreegberches scientifiques.
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