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Résumé :
La vitamine D a des implications tant sur le plan osseux que sur le plan extra osseux.

L’insuffisance et la carence en vitamine D est un sujet attirant de plus en plus I’attention
des médecins et des chercheurs .En Algérie, peu d’étude se sont intéressés a la prévalence
de I’hypovitaminose D.

Pour cette raison, afin de découvrir la cause d’une carence en vitamine D chez une
personne, malgré la disponibilité d’un environnement approprié et la prise de suppléments
nutritionnels, nous avons mené un ensemble d’étude et d’expérience au laboratoire en
utilisant les appareils suivants : ultraviolet, infrarouge ; chromatographie en phase liquide
haute performance.

Mot clé : vitamine D ; carence prévalence ; hypovitaminose D.

Abstract:

Vitamin D has bone and extra-bone implications.vitamin D deficiency and insufficiency is
a subject that is attracting more and more attention from doctors and researchers in
algeriafeu studies have investigated the prevalence of hypovitazminose D.

For this reason , in order to find out the cause of vitamin D deficiency in a person , despite
the availability of the appropriate environment and taking nutritional supplements , we
have conducted a set of studies and laboratory experiments in each of the ultraviolet ;infra
red ;high performance liquid chromatography .

Key words : vitamin D ;deficiency ; insufficiency ;prevalence ;hypovitaminosis D .
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Introduction

Les vitamines sont des substances organiques indispensables, sans valeurs
énergétique propre que I’homme ne synthétisé pas ou en quantité insuffisante .les
structures moléculaires des vitamines sont variées ; ce qui leur confére des propriétés
physicochimiques différentes ; leur solubilité¢ dans les milieux aqueux ou lipidiques permet
de les diviser en deux grands groupes :les vitamines liposoluble (A ;E ;D ;K) et les

vitamines hydrosolubles (groupe B ;C) []

La vitamine D3 ou cholécalciférol est présente dans les produits d’origine animale.
Parall¢lement, elle est synthétisée dans les couches basales de 1’épiderme a partie de 7-
déhydrocholestérol sous I’effet des rayonnements UV. Cette synthése n’étant cependant
pas suffisante pour couvrir les besoins ; en particulier lors de faible exposition au soleil ;

un apport alimentaire est indispensable.

La vitamine D3 contrdle le développement des os dés les premiéres étapes de la
différenciation prolifération cellulaire. Une carence en vitamine D entraine un rachitisme
chez les jeunes, elle est un immuno-modulateur naturel .La vitamine D régulerait un
certain nombre de genes controlant la prolifération et la différenciation des cellules
malignes. Elle agit également sur le systéme neurologique_ou le récepteur de la vitamine
D est largement retrouvé au niveau des tissus cérébraux. Un taux inadéquat de vitamine D
serait a l'origine de certaines pathologies (de dépression, schizophrénie, la maladie
d’Alzheimer, de la maladie de Parkinson, douleurs musculaires).

Ces derni¢res années une carence a I'échelle mondiale a été notée au niveau de la
population touchant ainsi toutes les tranches d'age. A cet effet, un apport en vitamine D est
alors prescrit par des praticiens apres avoir recommandé¢ aux patients un bilan vitaminique,
qui s'avere lourd sur le plan pécuniaire.

Les bilans effectués dans les laboratoires sur les prélévements sanguins des patients font
appel a La chimiluminescence, ou chimioluminescence, qui est basée sur la
production de lumiére a la suite d'une réaction chimique. C'est des automates qui se

chargent de l'analyse dont les résultats montrent souvent une carence mémes chez
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personnes vivant dans des zones ensoleillés. Aussi, un nombre de praticiens souhaiterait
connaitre la relation de cause a effet dans ce cas.

Certains pensent que c'est le réactif ou marqueur qui serait impliqué. D'autres attribuent
cette carence au mode de vie. La question génerait énormément les propriétaires des
laboratoires d'analyses qui ont investi de grande somme d'argent pour l'acquisition des
appareils.

C'est dans cette optique que nous avons essay¢ de contribuer par ce theme dans 1'espoir
d'apporter une modeste réponse et que nous avons intitulé " Etude d’un protocole de
dosage et de controle de la vitamine D", en nous inspirant des données de la littératures.
Pour cela nous avons utilis¢ trois techniques instrumentales (spectroscopie IRTF, UV-

Visible et la chromatographie liquide HPLC).

Le présent manuscrit est reparti en trois chapitres dont le premier traitera les
généralité de la vitamine D (biochimie et propriétés). Dans le deuxiéme chapitre, nous
développerons tout le parcours expérimental (quantification, dégradation). Quant aux
résultats obtenus, c'est dans le troisiéme chapitre qu'ils seront détaillés et discutés et suivis

d'une conclusion générale.
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Chapitre 1

Généralité sur la vitamine D
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I-Biochimie de la vitamine D :

1.1 - définition :

La vitamine D, appelée aussi calciférol ou cholécalciférol est liposoluble. Les maticres
grasses de la ration assurent son transfert et son absorption, selon les mémes mécanismes
que les lipides. Elle est ensuite stockée en quantité relativement importante (variable en
fonction de I’apport alimentaire) dans le tissu adipeux et le foie. Cette capacité de stockage
présente a la fois ’avantage de fournir régulierement a [’organisme les quantités
nécessaires a ses besoins [1]

La vitamine D a été isolée puis synthétisée en 1931 [1]. C’est une substance indispensable
qui se comporte comme une hormone et posseéde de multiples effets physiologiques [2 ,3]

1.2-Origine de la vitamine D :

La vitamine D a une double origine : Alimentaire et endogéne [4].
On distingue :

e Vitamine D2 ou D’ergocalciférol d’origine fongique { 3-{2-[1-(1,5-dimethyl-
hexyl)-7a-methyl-octahydro-inden-5-ylidene]-ethylidene } -4-methylene-
cyclohexanol } (figure I.1) :

Elle est présente dans I’alimentation d’origine végétale (céréales mais également
champignons, levures) [2,5]. Elle est également produite grice a I’irradiation par les
rayons ultra-violets d’un précurseur, 1’ergostérol, présent dans les levures. On peut la
retrouver dans le corps humain par le biais de ’alimentation ou d’une supplémentation
médicamenteuse [6,5]

e Vitamine D3 ou le Cholécalciférol 4-methylene-3-‘2-[7a-methyl-1-(1,4,5-
trimethyl-hex-2enyl-)-octohydro-inden-5ylidende]-ethylidene } -cyclohexanol
(figure I.1) :

est la vitamine d’origine animale ou humaine [5]. Elle est synthétisée dans I’épiderme a
partir d’un précurseur, le 7-déhydrocholéstérol ou vitamine D3 sous I’influence de rayons
ultra-violets de basse longueur d’onde (UVB), des UVB de 290 a 315 nm [7]. Isolée
initialement a partir d’huile de poisson [1]. 90% environ de la vitamine D total sont
synthétisée dans la peau sous 1’effet des rayons du soleil, 10% des vitamines D2 et D3 sont

absorbés avec la nourriture [6,8].
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Durant  cette  exposition, les rayonnements UVB  (290-315  nm)
photolysentdéhydrocholestérol (7-DHC) de I’épiderme en prévitamine D3. Une fois formé,
celle-ci subit une isomérisation thermique pour former la D3.
initialement a partir d’huile de poisson [1]. 90% environ de la vitamine D total sont
synthétisée dans la peau sous 1’effet des rayons du soleil, 10% des vitamines D2 et D3 sont
absorbés avec la nourriture [6,8].

Durant  cette  exposition, les rayonnements UVB  (290-315 nm)
photolysentdéhydrocholestérol (7-DHC) de 1’épiderme en prévitamine D3. Une fois formé,

celle-ci subit une isomérisation thermique pour former la D3.

Vitamin D2 Vitamin D3

Figure I.1: structure chimique des vitamines D, et D3 d’aprés [1]

1.4- Role physiologique et biologique :

La vitamine D joue un réle important dans le métabolisme phosphocalcique : elle agit
essentiellement au niveau de I’intestin en stimulant I’absorption intestinale du calcium (Ca)
et du phosphore, entrainant une augmentation de la calcémie et de la phosphorémie. Ainsi,
une carence profonde en vitamine D se traduit par un déficit de minéralisation de 1’os,
appelé rachitisme chez I’enfant et ostéomalacie chez 1’adulte.

Toutfois, de nombreux autres tissus de 1’organisme sont équipés de récepteurs a la
vitamine D {9]et de I’enzyme (1 -hydroxylase) capable de transformer la 25(OH)D
enl,25(OH)D, hormone active capable d’agir comme un véritable facteur de croissance.
Ainsi, de nombreuses études, rétrospectives, ont suggéré un role important de la vitamine
D dans plusieurs processus physiologiques autres que le métabolisme osseux et I’associent

le déficit en vitamine D a la prévalence de nombreuses maladies (cancers, maladies auto-
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immunes comme la sclérose en plaque, le diabéte de type 1, la polyarthrite
rhumatoide,I’HTA etc....)

Par ailleurs, des études d’intervention ont montré que la vitamine D pouvait réduire
significativement le risque relatif de fractures périphériques et de chutes chez les sujets

ages[9 ,10].

1.4- Métabolisme et régulation :

1.4.1-Métabolisme:

Les vitamines D2 et D3 ont un métabolisme sensiblement identique et dépendent des
mémes complexes enzymatiques chez ’homme, [10,11]. Elles doivent subir une double
hydroxylation au niveau du foie puis au niveau du rein, pour étre transformée en sa

forme active et hormonale [4].

Dans un premier temps, aprés transport dans la circulation sanguine, liée aux
lipoprotéines (chylomicrons) ou a la VDBP, la vitamine D est captée au niveau hépatique
et hydroxylée sur le carbone 25 pour former la25 - hydroxy-vitamine D (25(OH) D ou
calcidiol), dont la concentration sérique représente le statut vitaminique d’un individu

[10,11].

Cette hydroxylation se fait sous 1’action d’enzymes a cytochromes P450 (plusieurs 25-
hydroxylases). Actuellement, 2 enzymes semblent étre mises en jeu dans I’hydroxylation
de la vitamine D en 25(OH) D: CYP27A1 et CYP2R1, [12]. Cette derniére apparait
comme la principale enzyme responsable de I’hydroxylation de la vitamine D sur le
carbone 25. Cette hydroxylation hépatique est trés peu régulée: plus on ingeére ou on

synthétise de la vitamine D, plus on fabrique de la 25(OH) D, [4].

Dans une deuxiéme étape, la 25 (OH) D est hydroxylée sur le carbone 1 en 1,25 (OH),
D (ou calcitriol, métabolite actif de la vitamine D) sous 1’action d’une enzyme, la la-
hydroxylase mitochondriale (CYP27B1), dans les cellules épithéliales du tubule
proximal rénal, mais aussi dans d’autres types cellulaires (hors du rein) qui possédent
une lo-hydroxylase (CYP27B1) telles que la prostate, le sein, le colon, le poumon, les
kyratinocytes, les ostéoblastes, les cellules pancréatiques B, les monocytes et les cellules
parathyroidiennes, [4]. De plus, ce 1,25 (OH), D produit localement ne pénétre pas dans

la circulation et n’a donc pas d’influence sur le métabolisme du calcium, [13].
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L’hydroxylation rénale, est trés étroitement régulée par des hormones du métabolisme
phosphocalcique afin d’adapter la concentration circulante de 1, 25 (OH) » D aux besoins
de I’organisme en calcium et en phosphore, [6]. Lors que 1’hydroxylation indépendante
de la régulation phosphocalcique et produit de la 1,25 (OH), D qui agit localement (de

maniére « intracrine») et ne participe pas au métabolisme phosphocalcique, [14].

Les métabolites hydroxylés de la vitamine D sont inactivés par la 24-hydroxylase
(CYP24A1). Cette enzyme catalyse la conversion de 25 (OH) D en 24,25 (OH) » D et
de 1,25 (OH) ; D en 1, 24, 25 (OH) 3 D, transformés ensuite en acide calcitroique
inactif, [4,15].

D’autres enzymes de la famille des cytochromes P450 comme le CYP3A4 peuvent

¢galement dégrader le calcitriol dans le foie et I’intestin [16].

"._..i:.‘__.' UUE‘ {290'3‘1 5

ProvitamineD; @ Previtamine D;@ Vitamine D,
(7-dehydrocholesterol)

PTH
hypo POF-
| apports calciques

250HVItD 1u OHase

250HVItD 1« OHase

Effets extra- osseux
osseux Auto et FGF23 andocrines
paracrines

Figure 1.2. Métabolisme de la vitamine D [25].
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1.4.2 .Régulation:

Divers facteurs régulent I'hydroxylation rénale de la vitamine D: la parathormone (PTH),
le calcitriol lui- méme, la calcémie ionisée, les phosphates et le fibroblastgrowth factor
23(FGF23) sont les principaux [17,18], dont I’activité¢ du CYP27B1 est trés étroitement
régulée par différents parametres du métabolisme phosphocalcique, [6]. Elle est
principalement stimulée par la PTH et une calcémie basse, tandis qu’elle est inhibée par
le fibroblastgrowth factor 23 (FGF23) et la concentration circulante de 1, 25 (OH), D,

selon un mécanisme classique de rétrocontrole négatif, [11].

» L’hormone parathyroidienne ou parathormone (PTH) : La sécrétion de PTH est
régulée a court terme par la calcémie ionisée via le calcium sensingreceptor (Csr): toute
diminution du calcium ionisé stimule quasi immédiatement la sécrétion de PTH[19].
Cette derni¢re fait augmenter 1’activité de la la-hydroxylase (CYP27B1), [4]. La
régulation transcriptionnelle de la PTH est assurée par le calcitriol, avec une diminution

de I’expression de I’ARNm de la PTH, [20].
» La calcémie et la phosphorémie: I’hypocalcémie et I’hypophosphatémie induisent

une augmentation de ’activit¢ de la lo-hydroxylase et inhibent 1’activité de la 24
hydroxylase (CYP24Al). Alors que I’hypercalcémie et 1’hyperphosphatémie inhibent
I’activité de la 1a- hydroxylase et augmente ’activité de la CYP24A1 [4].

» Lal,25 (OH), D (calcitriol) : Elle controle sa propre synthése par un mécanisme

de rétrocontrole négatif. Elle-méme inhibe 1’activité de la CYP27BI1 et stimule celle de
la CYP24A1 rénale, responsable de 1’inactivation de 25 (OH) D et 1,25 (OH) , D, aussi
inhibe la sécrétion de la PTH, [4].
» FGF-23 (fibroblastgrowth factor 23) : facteur hypo-phosphatémiant
synthétisé par
les ostéocytes inhibe I’activité de la lo-hydroxylase et augmente 1’activité de la

CYP24A1, [4]
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Figure 1.3:1’activation et catabolisme de la vitamine D, [4].

1.5-Mécanisme d’action:

Les complexes VDBP-métabolites de vitamine D seraient internalisées dans les cellules

utilisatrices par endocytose, [21].

La 1,25 (OH), D peut exercer des effets endocrines lorsqu’elle est produite par le rein
puis transportée via la circulation jusqu’a ses tissus cibles. Cette 1,25 (OH) , D peut
¢galement avoir des effets autocrines, paracrines et intracrines. En effet, de nombreux
tissus et types cellulaires expriment la CYP27B1. C’est notamment le cas des
lymphocytes, des macrophages, des adipocytes ou encore des kératinocytes, [11]. Dans
ce cas, la 25(OH) D internalisée dans ces types cellulaires peut y étre hydroxylée en 1,25

(OH), D3 qui y agit localement, [17].

Le métabolite actif de la vitamine D, le 1,25 (OH), D présente a la fois des effets

génomiques et non génomiques, [11].

1.7.1-Effets géenomiques:
Dans la cellule, la 1,25 (OH), D se lie au VDR [17]. Le complexe VDR-1,25 (OH) , D

est transloqué au noyau de la cellule ou il s’associe au récepteur de I’acide rétinoique, le
retinoid X receptor (RXR). L hétérodimeére RXR-VDR en présence de ligand se lie a
I’ADN en des sites appelés €léments de réponse a la vitamine D (VDRE), dans les

régions promotrices des génes dont I’expression est ainsi activée ou réprimée, [11].figure

04
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Figure 1.4. Mécanisme d’action de la vitamine D, effet génomique,[11].

1.7.2-Effets non génomiques :

La vitamine D et ses métabolites sont ¢galement responsables d’effets non génomiques.
Ces effets du calcitriol dépendent d’un récepteur membranaire, la
proteindisulfideisomerasefamily A member 3 (Pdia3) [22]. Le rdle de ce récepteur a été
bien décrit dans I’entérocyte, ou il participe au captage rapide du calcium [23]. Ce
phénomeéne a ¢également ¢ét¢ décrit dans d’autres types cellulaires tels que les

ostéoblastes, les hépatocytes ou les cellules B du pancréas, [11].
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Figure L.5: Effets génomiques et non génomiques de la vitamine D,[14].

II. La chimie de la vitamine D :

Il.1- Nomenclature :

Selon la littérature la nomenclature des séquences intervenant dans la vitamine D on été
regroupés dans le tableau 1.1 . Du travail cristallographique de rayon X de Crowfoot-
Hodgkin (Prix Nobel), on le sait maintenant que le systéme de diéne de la vitamine D qui

s’é¢tend de C5 a C8 est transoid et presque planaire. Cependant, le systéme diéne qui
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s’étend de C6 a C19 est cissoide et planaire et la double liaison C10-C19 est tordu hors de

plan par un angle de 60°

I1.2-Structure :

La vitamine D se rapporte a une famille des composées qui possédent D’activité
Antirachitique. Des membres de la famille sont dérivés du systéme d’anneau de
cyclopentanoperthydrophenanthrane, ce qui est commun a d’autres stéroides, tels que le
cholestérol. La vitamine D a seulement trois anneaux intacts ; I’anneau B a subi la fission
de la liaison entre les carbones 9 et 10, ayant pour résultat le systéme conjugué de triéne

des doublés figurant dans toutes les vitamines D.

11.3. Propriétés chimiques :

v Vitamine D3 (C,;H,4,0)

v Trois doubles liaisons.

Point de fusion 84-85°c.

Masse moléculaire 384.65 g/mole.

Insoluble dans I’eau.

Soluble dans le Benzéne, le chloroforme, I’éthanol et 1’acétone et méthanol .

Instable a la lumiere.

NN NN N

Oxydable en cas d’exposition a I’air et a 24°C pendant 72h [24].

11.4- Propriétés spectroscopique d’absorption UV-Visible de la vitamine D :

Le spectre d’absorption de la vitamine D dans le domaine des longueurs d’onde compris
entre 200 et 300 nm, met en évidence une série de bandes pour la provitamine D (figure 6-
a) et une seule bande a 265 nm pour caractéristique de la vitamine D (figure (6-b)

Par ailleurs, son coefficient d’extinction molaire et de € = 18300cm ™ *mol™1L
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Figure 1.6 . a. Le spectre UV de la provitamine D et la vitamine D
b. Le spectre caractéristique de la vitamine D.
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Chapitre 2
Matériel et méthode

I1.1- Introduction :

L’objectif de 1’étude effectuée consiste dans un premier lieu a tester un protocole

d’analyse de la vitamine D par HPLC.
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Les conditions opératoires ainsi définies vont étre adoptées pour la quantification de la
vitamine dans le plasma sanguin ainsi que dans un produit pharmaceutique sous forme
séche (pour une suspension buvable) destinée aux personnes souffrant d’une ostéoporose et
une carence en vitamine D

Un second point a été développé portant sur I’éventuelle dégradation de cette vitamine
sous I’effet de la lumiere solaire.

Le dernier point concerne la caractérisation de deux marques de vitamine D par la

spectroscopie dans I’UV-visible, I’infrarouge et la HPLC.

I1.2-Produits utilisés :

I1.2.1- Vitamine D :

Le produit étudi¢ (vitamine D3 commerciale) a été achetée au prés des officines

pharmaceutiques. Il s’agit de deux marques :

a) D-Three : fabriquée par les laboratoires BIOTHERA domicilié a El Taref.
Elle est présentée dans une ampoule de 2ml contenant 1ml de produit dont la composition
est :

» Principe actif : cholécalciférol (vitamine D3) a 200000 UI/ml.

» Excipient : Ethyle oléate, qsp : Iml

b) Vitamine D3 B.O.N composé d’un :
» principe actif : cholécalciférol (vitamineD3) a 200000 UI
» Excipient : triglycérides a chaine moyenne q.s. pour une ampoule de 1ml.
Le produit en question est fabriqué en France par HAUPT PHARMA dont le titulaire de
la décision de I’enregistrement est Bouchara-RECORDATI.

c¢)Forme solide (cholécalciférol /Calcium) en sachet de 500mg sous le CALCIDOSE
VITAMINE D:
» une poudre contenant le concentré de cholécalciférol (4 mg ou 400 UI), 1250 mg
de CaCO3.
» Excipient a effet notoire : sorbitol
Le produit est fabriqué par le laboratoire de Merinal (Oued Smar ) sous licence du

laboratoire Frangais MAYOLY SPINGLER.
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d) Sérum sanguin : récupéré a partir d’un prélévement sanguin des étudiantes (Driouech
Rania et Taleb Fatma)
Les échantillons de sérum ont subit un traitement avant 1’analyse. Il s’agit de I’élimination

des protéines en adoptant les procédés donnés [26] en annexe Al .

I1.2.2 : Réactifs utilisés :
Méthanol grade HPLC
Ethanol
AcétonitrileC;HzN
Eaubidistillée

KBr spectroscopique

Hexane

NS N N N YR AN

Chloroforme

I1.3. Tests de dégradation :

Les tests de dégradation de la vitamine D ont été effectués en exposant a la lumicre
solaire des solutions contenant de la vitamine D/solvant :

v" Ethanol / vitamine D Three

v Méthanol / vitamine D3 B.O.N
Par ailleurs, nous avons préparés des pastilles en KBr imbibé de vitamine D qui ont été

exposeées a la lumiere solaire a des durés différentes (1h, 24h, 48h et 72h).

11.3.1 Tests de dégradation appliqués aux solutions liquides :

11.3.1.1. Préparation des solutions liquides

a) Dans une premiére étape, nous avons préparés une solution mere Sy
contenant
0,25 ml de vitamine D dissoute dans 25 ml d’éthanol ce qui correspond a une
concentration en vitamine D exprimée en Ul et en mg/ml de I’ordre de :
Cy=2.103UI/ml = 2.10% x 0,025 mg/ml
Cy = 50 mg/ml

-Sachant que 1UI de vitamine D est 1’équivalent biologique de 0,025 pg de

cholécalciférol [27]

b) Dans une seconde étape, nous avons prépar¢ une série de 4 solutions de méme
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concentration en introduisant 1.5 ml de Sy dans une fiole jaugée de 10 ml. Les quatre
mélanges finaux (10 ml chacun) sont obtenus en ajoutant de I’éthanol de telle sorte que la
concentration de chaque solution soit de 7.5 mg/ml

Par la suite les quatre solutions sont transvasées dans 4 flacons en verre non teinté qui
seront exposés a la lumiere solaire. Les solutions seront analysées par la spectroscopie dans

I’UV-visible.
¢) Dans une troisiéme étape, nous avons préparé une seconde série de 8 solutions
(vitamine D/méthanol) en utilisant 15ul de vitamine D3 B.O.N et 2 ml de méthanol grade

HPLC. Les solutions seront analysées par HPLC

11.3.1.2. Préparation des mélanges KBr/vitamine D :

Des pastilles en KBr spectroscopique ont été préparées par broyage de 15 pl de
vitamine D (D-Three et D3 B.O.N). Les pastilles ainsi obtenues ont été placées dans des

boites de pétri en verre contenant du silicagel afin d’éliminer toute trace d”humidité

11.3.2. Durée des tests de dégradation :

Les flacons contenant les préparations liquides (vitamine D/éthanol) ; (vitamine
D/méthanol) et solide (pastilles KBr / vitamine D) ont été exposés a la lumiere blanche

(solaire) pendant : 1h, 24h, 48h, 72h.

I11.4. Technique instrumentales d’analyses :

Pour cette étude nous avons utilisée trois techniques analytiques instrumentales. Il
s’agit de la HPLC, la spectroscopie dans 1’infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) et
I’UV-visible. Les appareils utilisés sont de marque Shimadzu. Les conditions analytiques

sont détaillées dans ce qui suit.

111.4.1. L.a spectroscopie UV- visible :

Les échantillons liquides ont été¢ analysés par un balayage de la zone spectrale comprise
entre (200 ; 800 nm) afin :
e d'identifier les bandes d’absorption caractéristique du produit étudié¢ (vitamine
D3),
e de noter les modifications spectrales dues a la dégradation et a 1’évolution des

concentrations de la gamme de solutions d’étalonnage.
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Nous rappelons que la gamme d’étalonnage va servir a la quantification de la vitamine

D dans les différents mélanges réalisés. Le tableau II.1 regroupe les concentrations

utilisées

Tableau II.1. Concentration des solutions d’étalonnage
Solutions Cf] sz Cf3 Cf4 Cf5
Concentrations
mg/ml 5 7.5 10 12.5 15
Volume VMS
(solution mere) ml 1 1.5 2 2.5 3
Volume Vfi ml 10 10 10 10 10

111.4.2.1.a spectroscopie dans I’infrarouge :

Les pastilles de KBr contenant la vitamine D3 ont été analysés a 1’aide d’un appareil
de marque schimadzu .
les conditions analytiques sont :
4 Zone spectrale 400-4000 cm™
v Résolution : 4 cm™

v Nombre de scan : 20.

111.4.3. La chromatographie liquide a haute performance HPLC :

La technique a été utilisée pour suivre la photodégradation (observer 1I’évolution de
la concentration au cours du temps des solutions liquides), la quantification du produit dans
une préparation pharmaceutique Calcidose vitamine D et dans les prélévements sanguins.
Les conditions opératoires adoptées sont ci-dessous:

Phase mobile : méthanol /eau : 99/1 ml.
Colonne Cqs

Débit 0.8 ml / min.

Pression 07 Pascal.

Volume injecté 20 pl.

NN N N N RN

Détecteur UV 4212 nm et a 265 nm.
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Chapitre 111

Résultats et discussions

III.1.Introduction.

L'étude réalisée sur le dosage et la stabilité de la vitamine D a pour objet :
v" l'identification dans les spectres IRTF des groupements fonctionnels présents dans

la structure chimique de la vitamine D ainsi que le suive de sa dégradation
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v" l'identification des bandes d'absorption caractéristique dans le domaine de
l'ultraviolet;

v' l'identification des pics caractéristiques dans les chromatogrammes HPLC;

v une quantification de la vitamine D dans un produit pharmaceutique prescrit dans
la prévention contre 'ostéoporose,

v" une application de la HPLC au dosage de la vitamine D dans le sang.

I11.2. Caractérisation de la vitamine D par la spectroscopie dans I'UV-Visible

Les échantillons liquides vitamine D/ éthanol (D-Three/ ethanol et Dj
B.O.N/éthanol) ont été analysés par la spectroscopie dans I'UV-Visible par un balayage de
la zone spectrale entre 200 et 800 nm. Les spectres relatifs aux deux échantillons de
vitamine D-Three (produite en Algérie) et D3 B.O.N (produite en France) sont illustrés par
les figures II1.1 et II1.2, respectivement. Ainsi, nous observons une bande caractéristiques
commune aux deux marques apparaissant a 265 nm et cela conformément aux données de
la littérature [26] Ce maximum d'absorption est attribué aux doubles liaisons C=C

présentes dans la structure chimique du cholécalciférol ci-dessous.

265

Absorbance
o
(4]
I

o
IS
|

T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320

Longueur d’onde nm
Figure IIL.1. Spectre UV de la vitamine D-Three

Par ailleurs, nous avons remarqué que I'échantillon D3 B.O.N présente une seconde bande
d'adsorption a 212 nm qui serait attribuée a l'excipient ajouté sous forme de triglycérides
a chaine moyenne qui confeére au produit en question une viscosité assez marquée par

rapport I'échantillon D-Three .
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Figure IIL.2. Spectre UV de la vitamine D3 B.O.N

Nous tenons a rappeler que la vitamine D de marque D-Three contient comme excipient

de I'é¢thyle oléate de structure chimiques est ci-dessous:

Sesens

I11.3. Caractérisation de la vitamine D par la spectroscopie dans l'infrarouge

Un échantillon de chaque marques de vitamine D (D3 B.O.N et D-Three) a été
analys¢ par I'IRTF. Les deux spectres globaux enregistrés sont illustrés par les figures
ITIL.3 et I11.4. Ils mettent en évidence une série de bandes d'absorption attribuées aux
groupements fonctionnels du principe actif et de I'excipient.

Aussi, nous observons la bande relative a la fonction OH (alcool) du principe actif
a 3456 cm-'. Les deux excipients (triglycérides et éthyle d'oléate) sont bien marqués par
les bandes d'absorption & 1739 et 1745 cm™, attribuées au groupement carbonyle (C=0).
La liaison C-O est identifiée par la bandes 1159 et 1180 cm™ dans les spectres des
¢chantillons D-Three et D3;B.O.N, respectivement. Ce 1éger écart est souvent du a des
liaisons hydrogenes qui pourraient apparaitre entre le principe actif et I'excipient qui differe
dans les deux marques et dont l'effet se traduirait par un déplacement du maximum
d'absorption vers les longueurs d'ondes les plus élevées (en d'autres termes vers le nombre
d'onde le plus faible).
La liaison C=C semblerait plus prononcée a 1652 cm™ dans le cas de 1'échantillon
D3B.O.N par rapport a I'échantillon D-Three. Ceci serait éventuellement a une

insaturation dans les radicaux R , R' et R" des triglycérides.
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Par ailleurs,

une comparaison des deus spectres dans la zone d'absorption entre [1800;

600] cm™ considérée comme empreinte des composés organiques a été effectuée, ce qui

nous a permis de noter les différences

se traduisant par l'existence ou I'absence de

certaines bandes d'absorption dues a la nature de I'excipient (tableau IIL.1 et figure I1L5).
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Tableaulll .1. Comparaison des bandes d'absorption caractéristiques de D-Three et D3-

B.O.N.

Maxima d'absorption D-Three D;-B.O.N.
cm’!
856 - C-O existe
1036 - Existe
1065 Existe -
1348 Epaulementdiscret Existe
1419 Existe Epaulementdiscret
1628 Bande (large de tres faible -
intensité)
1652 - Existe (faibleintensité)

1.05 —

1.0.

0.5 —

Absorbance

D-Three

0.05 —

T T T I T T T | T T

[ [
1200 1000 800 600

Nombred’ondecm!

I I

I T | T | T , T
1800 1600 1400

Figure IIL.5. Spectres IRTF de la vitamine D de marque D3;-B.O.N et D-Three dans la
zone d'absorption [600; 1800] cm'.
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II1.4. Caractérisation de la vitamine D (D3-B.O.N et D-Three) par Ila
chromatographie en phase liquide HPLC

Les deux marque de vitamine D (D3-B.O.N et D-Three) ont été¢ analysés par la
HPLC dans du méthanol. Les chromatogrammes enregistrés (figures II1.6 et II1.7)
mettent en évidence une série de pics a différents temps de rétention détectés a 212 nm
et 265 nm. L'exploitation des chromatogrammes nous a permis d'affirmer que les deux
marques de vitamine D sont constituées de plusieurs composés que nous n'avons pas pu
observer par la spectroscopie UV-Visible.
En effet, les chromatogrammes correspondant au deux marques D-Three et
D3-B.O.Nregroupent chacun 11 composés absorbants a 212 nm. Par contre a 265 nm les
deux marques D-Three et D3-B.O.N renfermeraient 8 et 6 composés, respectivement. Le
pic du principe actif le cholécalciférol (majoritaire) commun aux deux marques

correspondrait au temps de rétention tR (7,5 mn).

. A212nm  A265nm

cholécalciférol

cholécalciférol

Figure II1.6. Chromatogramme de la vitamine D-Three
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Figure II1.7. Chromatogramme de la vitamine D3-B.O.N

I1L.5. Etude de la dégradation de la vitamine exposée a la lumiére blanche.
I11.5.1. Détermination des % de dégradation par la spectroscopie UV-Visible

Des tests de dégradation ont été réalisés en exposant a la lumire solaire 4 solutions
(vitamine D/éthanol) ayant une concentration de 7,5 mg/ml. Les échantillons liquides ont

¢été analysé par la spectroscopie UV-Visible entre [200; 400] nm.

Nous tenons a signaler que la quantification de la vitamine D (D3-B.O.N et D-Three) aprés
les tests de dégradation a été effectuée a partir d'une gamme de solutions d'étalonnage
préparées en utilisant de la vitamine D-Three qui posséde une seule bande d'absorption a

265 nm. La représentation graphique de la courbe d'étalonnage est décrite par la figure
I1L.8.
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Figure I11.8 Courbe d'étalonnage.

Les quantités de vitamine D (D3-B.O.N et D-Three) dégradées ont été exprimées en % dont

les valeurs sont regroupées dans les tableauxIII.2 etIIL.3.

Ainsi, nous remarquons que la dégradation est de 5,13% au bout d'une heure pour la
marque D-Three et atteint les 72% aprés 72 heures d'exposition a la lumiére. Quant a la
marque D3;-B.O.N la dégradation semble commencer bien aprés 1 heure car le % de
dégradation est de 0%. Cependant, nous avons noté un % de dégradation de l'ordre de 65
% au bout de 24 heures pour atteindre les 72 % apres 72 heures d'exposition a la lumicére,

cette valeur est identique a celle de la D-Three .

Tableau III. 2. Concentration et % de dégradation de la vitamine D

(D3-B.O.N) détectés a 265 nm

Temps C (mg/ml) % degradation
0 8,14 0
1 8,14 0
24 2,84 65,06
72 23 72
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Tableau II1.3 Concentrations et % de dégradation de la vitamine D

(D-Three) détectés a 265 nm

Temps (here) C (mg/ml) % degradation
0 0
8,6
1 5.13
8.14
24 16.20
7.2
48 29.44
6.05
72 72
2.43

En conclusion, le cholécalciférol semble se dégrade a plus de 70% au bout de 72 heures

sous l'effet de la lumiére

I11.5.2. Détermination des % de dégradation par la spectroscopie IRTF

Des pastilles de KBr contenant chacune une marque de vitamine D ont été placées
dans des boite de pétri en verre en présence de silicagel afin d'éliminer I'humidité qui
pourrait étre absorbée par le KBr. 1'ensemble a été exposée également a la lumiére solaire
pendant des durées bien définies (1heure, 24 Heures, 48 heures et 72 heures). Les pastilles
ont ¢té analysées par I'IRTF avant et apreés l'exposition a la lumiere afin d'observer les
modifications spectrales qui seraient dues a la dégradation. Les résultats obtenus sont
illustrés par la figure I11.9.

L'é¢tude des spectres montre des modifications qui se traduisent par la disparition
ou l’apparition de quelques bandes d'absorption, ce qui expliquerait l'existence de
réactions chimique d'oxydation donnant lieu a la formation de produits secondaires de
natures inconnues et instables pour le moment. En effet, nous avons observé I'evolution
de la bande carbonyle C=0O dont l'augmentation traduirait 1'oxydation de la liaison C=C et
la diminution serait attribuée a une disparition de la fonction organique suite a une réaction

chimique.

39



Lo [008TT £ 00L1] SO[AU0QIED SOp 90UBGIOSqE, P OUOZ B[ SUEP N'Q'€ (T 10 901 L-(T P ALY So103dS “6°TI1 9An31g

,-WID SBPUO,p SIqWON WD SOPUO, P SIQUION
001 oVl 08/l 0z8l 0981 089F 00LL O/l OvilL 09/L 08l
1 N N | N N | " N | N N | " " 1 L L
R N I T I N I B I B T B I I I BT I S===c=a=sTE | 0
~ 20
= >
o L, ..o
= g
S =
S . g
8 2
(@)
~90
sainay ¢ 1
NOITEd SMna
L sainay £ 4 4ty 80
saJinay gy -
1 SYLT 224y I -(d

2In34 0y
s2inay gt §

40



Les résultats obtenus montrent une évolution aléatoire de la bande apparaissant
initialement a 1740 cm™; en fait nous avons noté une augmentation de celle-ci aprés 1
heure d'exposition a la lumiére, ce qui expliquerait une oxydation de la liaison C=C
existant initialement & 1652 cm ™' et qui est devenue discréte au bout de cette durée
(1heure) aboutissant a la formation d'un produit secondaire de nature carbonyle. Par la
suite nous avons noté une régression de cette bande 1740 cm™ aprés 24 heures d'exposition
a la lumicre; elle serait justifiée par une nouvelle réaction chimique du produit
secondaire formé précédemment. Apres 48 heures d'exposition a la lumicre une nouvelle
augmentation est recensée qui serait équivalente a une oxydation suivie d'une nouvelle
régression apres 72 heures de photodégradation. Ces constations nous permettent de se
prononcer sur l'instabilit¢ des produits secondaires des réactions d'oxydation qui sont a

l'origine de la dégradation du principe actif le cholécalciférol.

Quant a la marque D- Three, nous avons constaté¢ ¢galement une diminution continue de la
bande des carbonyles aprés lheure et 24 heures d'exposition a la lumiére.
L'augmentation semble débuter aprés 48 heures et serait suivie d'une nouvelle régression
aprés 72 heures. Ce résultat (figure IIL9) nous laisse penser que les ou le produit (s)

secondaire(s) d'oxydation seraient relativement plus stables que ceux

I11.5.3. Détermination des % de dégradation de la vitamine D par la chromatographie
HPLC

Afin de confirmer les résultats obtenus précédemment (avec I'RTF) quant a la
formation de produits secondaires d'oxydation du principe actif le cholécalciférol, nous
avons effectué les mémes tests de photodégradation de la vitamine dissoute dans du
méthanol grade HPLC. Le choix du solvant a été¢ fait pour réduire au maximum les
impuretés qui seraient a 1'origine des confusions d'ordre analytiques. Ainsi, nous avons
analysé une gamme de solutions étalons avec la vitamine D (D3 B.O.N.) pour quantifier
les quantités de vitamine D non dégradées dans les échantillons liquides (D3 B.O.N/
méthanol.) soumis a la lumicre solaire. Les resultats obtenus sont représentés par la figure
I11.10 et le tableau IIl.4. En premier lieu nous avons obtenu une bonne linéarité¢ de la

variation de la concentration et 'aire des pics de la vitamine (D3 B.O.N.)
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Figure I11.10. Courbe d'étalonnage de D3 B.0.N obtenu par HPLC

Tableau II1.4. % de dégradation de la vitamine D3 B.0.N

C (mg/ml) Co(mg/ml) % de
temps (h) de D3 B.O.N de D3 B.O.N degradation

1 18 51.97
37.5

24 26.99 28.01
37.5

96 16.62 55.67
37.5

Aussi, selon le tableau II1.4 nous remarquons que le principe actif cholécalciférol se
dégraderait au cours du temps sous I'effet de la lumiére.
Cependant, les valeur obtenues ont montré des fluctuations qui n'ont pas permis d'obtenir
une cinétique de dégradation claire et qui serait décrite par une loi mathématique. Par
hypothése ces anomalies recensées (tableau IIl1.4.) seraient attribuées aux conditions de
manipulations suivantes :

e les flacons Vial utilisés pour la photodégradation ont un volume de 2ml, ce qui
supposerait que la surface exposée a la lumiére serait faible pour que la
dégradation soit assez marquée,

e erreurs de manipulation évaporation du solvant suite a une mauvaise étanchéité des

bouchons,
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e Les volumes des échantillons injectés dans la boucle de I'appareil n'auraient pas

¢té respectes.
I11.6. Application : Dosage de vitamine D dans une préparation pharmaceutique et le
sang
I11.6.1. Cas de la préparation pharmaceutique CALCIDOSE VITAMINE D

Nous avons essay¢ de quantifier la vitamine D3 dans une forme seche, il s'agit
d'une poudre pour suspension buvable destinée aux personnes souffrant d'une carence en
calcium et vitamine D; elle est présentée dans des sachets-dose de 500 mg a raison de 400
UI (4mg).
La poudre a été solubilisée dans le méthanol grade HPLC, la phase liquide filtrée a été
analysée par la spectroscopie UV-Visible et la HPLC.
La spectroscopie UV-Visible a donné une quantité surestimée de cholécalciférol, elle est
de l'ordre de 34,12 mg. Alors que les informations imprimées sur la notice et la boite
montrent une valeur de 4mg par 500 mg de poudre. Cet énorme écart a été ¢lucidé par la
HPLC qui met en évidence un pic majoritaire ayant un temps de rétention de tR (1,649
mn) et un pic discret a tR (7,7mn). Ce dernier attribué au principe actif.
En conclusion, la spectroscopie UV-Visible a permis de faire une estimation globale de

tous les constituants de produit pharmaceutique.

cholécalciférol

Figure III.11. Chromatogramme de la poudre Calcidose/ Vitamine D en solution

dans le méthanol
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I11.6.2. Cas des prélévements sanguins

Les conditions analytiques adoptées pour la HPLC ont été mises en jeu pour la
quantification de la vitamine D sur le sérum sanguin des deux étudiantes
volontaires (DRIOUECHE Rania et TALEB Fatma). Les échantillons ont subi une
¢limination des protéines dont le protocole a été déduit de la littérature et cité
dans l'annexe A.1.
Sur les chromatogrammes (figure II1.12) obtenus nous n'avons not¢ malheureusement
aucun pic caractéristique de la vitamine qui aurait eu un présumé temps de rétention tR de

7,7 mn.

Figure II1.12. Chromatogramme du sérum sanguin (-a- : DRIOUECH, -b-: TALEB)
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Conclusion générale :

L'étude que nous avons réalisée dans le cadre de ce projet de fin d'étude a porté sur le
dosage de la vitamine D. Le travail expérimental a commencer par une caractérisation
puis une quantification de trois marques de vitamine D3 (deux formes liquides DThree et
D3 B.O.N et une forme seche calcidose vitamine D: poudre) qui sont disponibles dans les
officines.

Aussi, trois techniques instrumentales d'analyse ont été adoptées pour tous les essais
expérimentaux réalisés. 1l s'agit de la spectroscopie dans I'UV-Visible et I'IRTF et la
chromatographie en phase liquide HPLC qui nous ont conduits a un certain nombre de
résultats dont nous citerons les plus importants.

La spectroscopie UV-Visible a mis en évidence un maximum d'absorption a 265 nm
commun aux trois marques de vitamine D et qui serait attribué au principe actif le
cholécalciférol selon les données de la littérature. Cependant la marque D3 B.O.N posséede
un second maximum d’absorption a 212 nm .

Par ailleurs , la chromatographie liquide a haute performance HPLC a permis de noter
que il existe une série de pics absorbant a 265 nm et a 212 nm et cela pour les 3 produits :
D; B.OON , D Three et la poudre calcidose vitamine D en plus du pics majoritaire
correspondant au principe actif .

Ce qui nous a mener a conclure que la quantification de la vitamine D par la
spectroscopie uv-visible n’est pas adéquate, car les maximum d’absorption englobent tous
les constituants séparés par la HPLC.

Quant a la spectroscopie IRTF, les spectres enregistrés ont mit en évidence les
groupements fonctionnels du PA (comme OH et C = C ) et ceux commune au principe
actif et [’excipient tel que C = 0,C — 0,CH,—CH,.

Cette technique nous a permis d’observer le déclanchement de la réaction d’oxydation du
principe actif sous [’effet de la lumiere. Elle se traduit par la disparition de la liaison
C = C au profit de la liaison C = O au cours du temps. Ce qui nous a conduits a estimé
les % de dégradation qui aurait atteint les 70%.

En ce qui concerne la quantification, de la vitamine D dans les solutions (éthanol/vitamine

D ) ( méthanol/vitamine D ) soumises a la photodégradation , nous n’avons pas pu avoir
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une cinétique qui pourrait étre décrite par une loi mathématique suite aux fluctuations des
valeurs trouvées par HPLC.

Le dernier point a été étudier et qui était en fait , notre objectif majeur .

1l s’agit du dosage de la vitamine D par HPLC dans le sérum sanguin des 2 étudiantes
volontaires et cela en adoptants les conditions chromatographiques optimiser.

Cependant, les résultats obtenus n’ont fait signe d’aucune détection de la vitamine D , ceci
a eté attribuer a la méthode de déprotéinisation (élimination des protéines ) du sérum

sanguin qui s’avere une étape importante pour éviter toute confusion .
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Annexes Al:

Traitement des échantillons de PLASMA :

» Le sang prélevé dans un tube héparine lithium protégé de la lumiére (papier
aluminium)

» Ces échantillons du sang sont transportés vers le laboratoire dans une glaciére ou ils
sont centrifugés a 5000 tours/minute

» Le plasma obtenu et de 2 ml a été placé dans 2 tubes , 1 ml dans chaque un et
congeler a 25 °C(a cette température le cholécalciférol peut rester intact sans se
dégrader pendant des années )

Préparation des échantillons de PLASMA par une 1°" méthode :

La premiére étape nécessaire pour le dosage plasmatique est une déproteinisation.

-la déproteinisation :

consiste al ‘addition de 500 ul d’acétonitrile a 500 ul de plasma , le mélange est par la suite

agité , refroidi et centrifugé pendant 5 min a 2600 rpm .

» L’élution de la molécule est réalisé sur des colonnes d’extraction (dans notre
cas nous avons utilisé des filtre d’HPLC

» L’activation de ce filtre ce fait par (4ml d’hexane, 4ml de chloroforme, 4 ml de
méthanol, 5 ml d’eau )

» Ensuite nous avons jeté le surnageant obtenu de 1’étape précédente et lavé la
colone successivement avec Sml d’eau , 3ml de méthanol/eau (70/30) et 0.5 ml
d’acétonitrille (ce lavage se fait sous pression

» Aprés I’étape de déprotéinisation ,la d3 est récupéré dans des tubes avec 3.6 ml
d’acetonitrille .

» Cet éluant est évaporé puis reconstitué dans 100 ul de la phase mobile lors de

I’injection dans le circuit de la HPLC
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-Préparation des échantillons de plasma par une 2™ méthode :

Y VY

YV V. V V V

Transférer une faible quantité de plasma liquide dans un tube

Centrifuger a 12000 rpm , pendant 1 min pour ¢liminer les fibrines
Prélever 100 ul de plasma et transférer le dans un tube placé dans un étui
d’aluminium

Ajouté 400 ul de mélange C,HsOH/CH3;COOC,H;5

Fermer le tube et agiter rigoureusement avec la main , dans le sens vertical
Centrifuger a 11000 rpm pendant 4 min .

Mettre en marche le systéme HPLC

Injecter les échantillons .
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