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CLHP: Chromatographie liquide haute performance

Analyse d'un médicament: le NISAPULVOL

Composition du Nisapulvol:

	Parahydroxybenzoate de méthyle
	A
	2 g

	Parahydroxybenzoate d'éthyle
	B
	2.50 g

	Parahydroxybenzoate de propyle
	C
	2.50 g

	Parahydroxybenzoate de benzyle
	D
	2.50 g

	Oxyde de zinc
	
	15 g

	Excipient
	
	q.s.p. 100 g


1.Préparation des phases et des échantillons:

1.1. Préparation de la phase de rinçage de la colonne

Dégazer 100 mL de méthanol par les ultrasons.

1.2. Préparation de la phase mobile:

· Dégazer par filtration sur filtre 0,45 µm l'eau distillée et le méthanol. (opération réalisée par la technicienne)

· Préparer 200 mL de phase mobile : méthanol-eau (65/35 – v/v) . Dégazer par les ultrasons.

1.3. Préparation des échantillons:

Echantillons mis à disposition:

· X1 = Nisapulvol à 1,0 g/L
· Etalons:

· A  à 0,2 g/L

· Mélange : A+B+C à 0,04 g/L pour chaque constituant

Préparer 20 mL de solution de A à 0,04 g/l en méthanol.
2. Détermination des temps de rétention des composés A, B et C:

2.1.Préparation de l'appareil:

· Rincer la colonne  C 18 greffée avec le méthanol

· débit 0,7 mL/min

· Vérifier l'appareil: débit, pression, étanchéité.

· Mettre en marche le détecteur et réglé la longueur d'onde à 254 nm.

· Mettre en marche l'intégrateur et vérifier ses paramètres.

2.2. Injection des étalons:

· Injecter la solution de A à 0,04 g/L.

· Critiquer l'enregistrement.

· Réviser les réglages de l'appareil et de l'intégrateur.

· Refaire une injection de  A. Déterminer son tR.

· Faire de même avec le mélange d'étalons (A+B+C). Conclure sur les valeurs des tR et l'allure des pics.

· Calculer le nombre de plateaux théoriques, le pouvoir de résolution entre les différents pics.

· Attribuer un nom à chaque pic.

3. Analyse du nisapulvol:

3.1. Analyse qualitative:

· Injecter la solution X1 de médicament.

· Analyser le chromatogramme et les indications données (% d'aire…)

· Identifier les pics.

3.2. Analyse quantitative: Etalonnage externe en 1 point

· Injecter le mélange A+B+C.

· Programmer la méthode de calcul.

· Noter les paramètres alors fournis par l'appareil (CFi) . Rechercher comment l'appareil les a déterminés.

· Injecter X1, puis X2  et déterminer les concentrations de chaque constituant.

· Commenter les résultats.

3.3. Régénération de la colonne:

Bien rincer la colonne avec du méthanol à la fin de la séance.
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	matériel
	étiquette
	quantité
	répartition

	appareil HPLC avec colonne C18 en salle de TP
	
	
	

	eau filtrée sur filtre 0,45 µm
	
	2 L
	

	méthanol filtré sur filtre 0,45 µm
	
	2 L
	

	pilulier
	
	20
	

	tubes à hémolyse
	
	1 panier
	

	parafilm
	
	
	

	cuve ultrason
	
	
	

	fiole bouchant émeri
	
	4
	

	nisapulvol
	
	
	

	X1 : nisapulvol à 1,0 g/L dans le méthanol
	X1
	50 mL
	

	A: parahydroxybenzoate de méthyl à 0,2 g/L
	A
	50 mL
	

	A+B+C mélange de para hydrobenzoate de méthyle, éthyle,propyle à 0,04 g de chaque /L
	A+B+C
	100 mL dans le méthanol
	

	seringues de 5 mL avec joint torique noir
	
	
	

	montage pour filtrer les solvants
	
	
	

	filtre millipore 0,45 µm
	
	10
	

	fiole jaugée à 20 mL 
	
	2
	


