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Dans un temps où les efforts que déploie l’industrie pharmaceutique 

tendent vers la réduction du temps et du coût que demande la mise en marché 

des médicaments, les problèmes et les imprévus qui concernent la stabilité et les 

taux des impuretés dans les produits et qui affectent le cadre temporel du 

développement pharmaceutique ont augmenté de manière dramatique. C’est la 

raison pour laquelle les tests de stress ont toujours été reconnus comme étant 

une partie essentielle du processus du développement pharmaceutique.
 1
 

 

Le développement pharmaceutique repose sur le principe de l’amélioration 

continue de la qualité du produit, de sa durée de conservation et de son 

innocuité. D’où l’intérêt grandissant de former une idée très précise à propos du 

comportement des principes actifs dans les conditions de stress. 

 

Le diabète non insulinodépendant (Type 2) est en passe de devenir l'une 

des maladies chroniques les plus répandues à travers le monde. La maladie peut 

entraîner des séquelles graves à long terme, comme la cécité, l’insuffisance 

rénale, les maladies cardiaques, les troubles neurologiques et l'accident 

vasculaire cérébral (AVC). En outre, les atteintes vasculaires donnent lieu au 

risque d’amputation chez les patients atteints du diabète de type 2, du 

dysfonctionnement sexuel, et d'autres séquelles liées aux effets de 

l’hyperglycémie et des taux anormaux d'insuline et de lipides.
 2
 

Contre ce fléau, les sulfonylurées sont efficaces, il s’agit de médicaments 

bien tolérés qui ont été depuis plus de 40 ans. Cependant, la plupart des 

sulfonylurées de la deuxième génération sont associés à un gain de poids et une 

hypoglycémie et ne peuvent donc pas être approprié pour les patients sujets à 

l'hypoglycémie ou pour ceux qui sont en surpoids ou une insuffisance rénale. La 

découverte du glimépiride, sulfonylurée récente de la 3
ème

 génération, a conduit 



 

3 

à l'identification de plusieurs propriétés qui peuvent surmonter certaines de ces 

limitations. En effet, le glimépiride est connu pour réduire efficacement les taux 

de glycémie postprandiale, de glycémie à jeun et les concentrations de 

l'hémoglobine glycosylée (fraction HbA1C) et a un bon profil d'innocuité.
 2, 3

 

 

En 2004, une étude de dégradation forcée a été réalisée par Kovăŕıková et 

al. sur la matière première de glimépiride. Cinq produits de dégradation ont été 

détectés, mais sans pour autant êtres identifiés.
 4
 

En 2008, G. Bansal et al. mènent une étude de tests de stress en utilisant un 

couplage HPLC-PDA/HPLC-MS pour la détection et l’identification de 4 

produits de dégradation du glimépiride.
 5
 

 

Aucune étude de tests de stress effectuée sur le produit fini de glimépiride 

(Glimépiride 4mg) pour déterminer l’effet de la formulation sur le 

comportement de la molécule n’a été publiée. 

Notre étude a été réalisée aux laboratoires BOTTU S.A. sur un produit fini 

(PF) fourni par un laboratoire pharmaceutique Marocain. 

Le but de ce travail est d’étudier le comportement du glimépiride dans sa 

forme brute et aussi dans sa forme commerciale (Glimépiride 4mg comprimé), 

en l’exposant à différent types de stress à travers une méthode d’analyse par 

HPLC (Chromatographie liquide à haute performance)-PDA (Détecteur 

PhotoDiode Array). Ainsi de déterminer les marges d’amélioration éventuelles 

qui pourront toucher la ligne du développement et le processus de fabrication et 

d’analyse de ce produit. 
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Les tests de stress ont toujours été reconnus comme étant une partie 

essentielle du processus du développement pharmaceutique.
 1
 

Grace aux efforts de la conférence internationale sur l’harmonisation 

(ICH), des exigences réglementaires de plus en plus poussées en ce qui concerne 

la stabilité et l’indentification des impuretés à des taux minimes ont été 

instaurées.
 6, 7, 8

 

 Les tests de stress sont l’outil majeur à utiliser dans les buts de prévoir les 

problèmes de stabilité et d’identifier les produits et les schémas de dégradation.
 1
 

D’ailleurs, les résultats acquis lors de ces études font partie intégrante des 

données fournies aux autorités réglementaires dans les dossiers d'Autorisation de 

la Mise sur le Marché (AMM).
 6

 Cependant, les textes réglementaires sont restés 

loin d’être tranchants dans la définition des détails de ces tests et sont resté 

ouvertes aux interprétations.
 9

 Ce qui fait que leur pratique diffère 

significativement d’un laboratoire à un autre.
 10

 

1.1. Définition 

D. Breton et al. ont définit les tests de stress comme étant les études qui 

consistent à imposer, à un produit donné, des conditions de stress (température, 

humidité, pH, lumière, etc.) plus drastiques que celles employées en conditions 

de vieillissement accéléré. 
10

 

Selon les lignes directrices de l’International Conference on Harmonization 

(ICH), les tests de stress peuvent aider à déterminer les produits de dégradation 

de la molécule et par conséquent ses voies de dégradation, la stabilité 

intrinsèque de la molécule et valider la capacité des méthodes d’analyse à 

détecter les produits de dégradation. Les méthodes sont choisies en fonction de 

la nature de la substance et du type de produit.
 6

 Les textes soulignent aussi la 

différence entre la notion de dégradation forcée et celle des études de stabilité.
 11
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1.2. Contexte historique 

Avant l’an 2000, la discussion à propos des tests de stress a été évoquée 

surtout dans le contexte général des études de stabilité.
 1
 

En 1964, Kennon et al. ont discuté l’effet de l’augmentation de la 

température à 85 °C à partir de la température ambiante sur les taux de 

dégradation des produits pharmaceutiques, dans un contexte général de 

prédiction de la durée de vie de ces produits.
 12

 

Cet article fut la base sur laquelle plusieurs travaux avaient été fondés. 

Comme ceux de Yang et Roy en 1980
 13

 et de Witthaus en 1981
 14

 qui ont permis 

à la Food and Drugs Administration (FDA) de proposer « la Règle de Joel 

Davis » :
 1 

le stockage d’un produit pendant 3 mois à 40 °C et 75% d’humidité 

correspond à 24 mois de son stockage à température ambiante (25°C).
 15

  

En 1995, Jens T. Carstensen postule une règle alternative à « la règle de 

Joel Davis », historiquement connue sous le nom de « la Règle du Pouce » : 5 

semaines de stockage à 42°C correspondent à 2 ans de stockage à la température 

ambiante.
 16

 Mais toutes ces études ont traité ce sujet d’un point de vue de 

discussion autour du vieillissement accéléré.
 1
 

En 2000, Singh et Bakshi ont définit les approches de tests de stress telle 

que nous les connaissons.
 17

 Ils ont effectué plusieurs études en milieu basique, 

acide, neutre et au peroxyde d’hydrogène à de différentes concentrations et à des 

températures relativement élevées, pour remarquer à la fin qu’il existe toute une 

panoplie de conditions à appliquer en fonction du composé étudié, et que pour 

chaque composé il s’agirait d’abord de redéfinir les limites de dégradation à 

atteindre pour réaliser ces études de tests de stress.
 1

 Ils ont tenté ainsi de définir 

un système de classification des produits selon leur sensibilité à la dégradation. 
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En 2001, Alsante et al. ont fournit un guide des tests de stress qui suggère 

des limites opératoires des conditions de stress.
 18

 

En 2002, la PhRMA (Phamaceutical Research and Manifacturer’s 

Association) a publié un article qui détermine les types de tests de stress qui 

doivent être appliqués pour les matières premières et les produit finis en 

soulignant les exigences réglementaires sans pour autant s’intéresser aux détails 

des conditions de stress a appliquer.
 19

 

En 2003, Karen M. Alsante et al. ont conduit une étude de benchmarking 

sur les modalités de tests de stress appliqués dans 20 laboratoires 

pharmaceutiques aux Etats Unis. Cette étude a montré la diversité chaotique des 

approches suivi par les différents laboratoires et explique cette diversité par le 

manque de textes réglementaires clairs définissant la ligne directrice à suivre 

pour mener ces études.
 20

 

En 2005, Silke Klick et al. ont proposé une approche générique pour 

réaliser les tests de stress.
 21

 La même année, Steven W. Baertschi publie le 

premier et l’unique ouvrage jusqu’à maintenant qui traite spécifiquement les 

détails des meilleurs pratiques des tests de stress et le cadre scientifique et 

bibliographique traitant les différents aspects du sujet.
 1
 

En 2007, Karen M. Alsante et al. fournissent un guide pour la planification 

des études de tests de stress pendant le développement pharmaceutique, les 

conditions à tester, les outils à utiliser pour une meilleure exploitation des 

résultats.
 22

 

La diversité de protocoles utilisés pour l’application des études de stress a, 

certes, diminué après la publication de lignes directrices d’ICH
 6

 à ce propos. 

Mais le fait qu’elle continue à se développer peut relever de deux causes : 
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- Que les tests de stress appartiennent plus au champ de la recherche 

scientifique. Ainsi, la flexibilité et le jugement scientifique qui en font 

partie mènent à de différentes approches et conditions expérimentales. 

- Qu’il existe très peu de textes réglementaires ou scientifiques qui 

définissent spécifiquement les conditions et les approches à appliquer.
 1
 

 

1.3. Contexte réglementaire 

Dans les guidelines de l’ICH, il y a très peu d’informations sur la stratégie 

et les principes pour conduire des études de dégradation forcée à l’exception de 

la photostabilité qui est décrite avec précision. Différentes lignes directrices 

reprennent la notion des tests de stress (selon la nouvelle codification ICH):
 10

 

- [ICH-Q1A(R2)] : Essais de stabilité de nouveaux produits et substances 

médicamenteux.
 6
 

- [ICH-Q1C] : Essais de stabilité: exigences relatives aux nouvelles 

formes posologiques.
 23

 

- [ICH-Q1B] : Essais de stabilité : essais de photostabilité des nouveaux 

produits et substances médicamenteuses.
 11

 

- [ICH-Q3B(R2)] : Présence d’impuretés dans les nouveaux produits.
 7
 

- [ICH-Q3A(R2)] : Présence d'impuretés dans les nouvelles substances 

médicamenteuse.
 8
 

- [ICH-Q2(R1)] : Validation des procédures d’analyse : Texte et 

méthodologie.
 24

 

- [ICH-Q6A] : Spécifications: Méthodes analytiques et critères 

d'approbation pour les nouvelles substances médicamenteuses et les 

nouveaux produits : substances chimiques.
 25
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1.4. Conditions de stress 

Comme est mentionné dans l’article de la PhRMA, 
19

 les tests de stress 

doivent inclure des conditions qui examinent les mécanismes de dégradation 

dans 4 types de stress essentiels : thermolytique, hydrolytique, oxidatif et 

photolytique. 
26

 (voir Annexe I) 

Dans le cadre de la conception d’une étude de dégradation forcée, il est 

souhaitable d’atteindre une dégradation correspondant à l’ordre de 5% à 30% du 

principe actif. Les conditions proposées seront ajustés pour ce but.
 10

 

D. Breton et al. ont proposé des conditions de stress  qui sont résumées 

dans les tableaux suivants (Tableau I et Tableau II) :
 10
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Tableau I.  Proposition de conditions de dégradation du principe actif. 

Stress Etat du PA Conditions types Conditionnement Conditions 

maximales de 

stress 

Chaleur Tel quel - Au minimum 10°C au dessus 

de la condition accélérée et 

maximum 20-30°C au dessous 

de la rempérature de fusion ou 

de transition cristalline. 

-Abri lumière. 

Contenant verre 

hermétiquement 

fermé 

12 jours à 80 

°C 

Chaleur + 

Humidité 

Tel quel -Au minimum 75% d’humidité 

relative. 

- Température : condition 

retenue pour le stress par la 

chaleur sèche. 

-Abri lumière. 

Contenant verre 

ouvert 

12 jours 80°C 

95%HR 

Photo-

dégradation 

Tel quel Décrite dans ICH Q1B.
 11

 Contenant inerte et 

transparent aux UV 

1.2 millions de 

lux.heures et 

pas moins de 

200 w.h/m2
 11

 

Influence 

du pH 

Solution 

aqueuse ou 

si nécessaire 

hydro-

organique 

-pH basique : NaOH 0.1 à 1 M. 

-pH natif. 

-pH acide : HCl 0.1 à 1M 

-Température ambiante 

-Abri lumière 

Contenant étanche 

et inerte 

10 jours, 

molarité 1M et 

Tmax=60°C 

Oxydation Solution 

aqueuse ou 

si nécessaire 

hydro-

organique 

-H2O2 0.1 à 10% ou autre 

oxydant. 

-Température ambiante. 

-Abri lumière 

Contenant étanche 

et inerte 

24h, 

concentration 

10% 
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Tableau II. Proposition de conditions de dégradation du produit fini. 

Stress Forme 

pharma-

ceutique 

Conditions types Conditionnement Conditions 

maximales de 

stress 

Chaleur Solide - Au minimum 10°C au dessus 

de la condition accélérée et 

maximum 20-30°C au dessous 

de la rempérature de fusion ou 

de transition cristalline. 

-Abri lumière. 

Contenant fermé 

4 semaines à 

60°C ou 12 

jours à 80 °C 

Liquide et 

semi solide 

Conditionnement 

primaire et/ou 

contenant inerte 

fermé 

Chaleur + 

Humidité 

Solide -Au minimum 75% d’humidité 

relative. 

- Température : condition 

retenue pour le stress par la 

chaleur sèche. 

-Abri lumière. 

Contenant ouvert 4 semaines à 

60°C (ou12 

jours à 80°C) 

Haut niveau 

d’humlidité 

Photo-

dégradation 

Solide Décrite dans ICH Q1B.
 11

 Contenant inerte et 

transparent aux UV 

1.2 millions de 

lux.heures et 

pas moins de 

200 w.h/m2
 11

 

Liquide et 

semi solide 

 

 

1.5.  Bilan Massique (Mass Balance) 

D’après les textes de l’ICH, le bilan massique est la méthode consistant à 

additionner la valeur finale de l’essai et les concentrations des produits de 

dégradation pour vérifier si la somme est égale ou presque égale à 100% de la 

valeur initiale, en tenant compte de la marge d’erreur analytique.
 6
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Toute diminution sensible dans le bilan massique de la molécule mère lors 

d’une dégradation est, d’un point de vue théorique, égal à la masse totale des 

produits de dégradation formés. D’un point de vue pratique, ceci n’est jamais 

possible. La formation, lors de la dégradation de substances volatiles qui 

s’échappent de la matrice analysée, de substances qui s’adsorbent au contenant 

de la matrice ou à la phase stationnaire et/ou d’autres formes de pertes physiques 

exclue toute possibilité d’agir dans un système réactionnel fermé. Autant plus 

quand on ne peut, pratiquement, contrôler toute les composantes de 

l’environnement expérimental de l’échantillon. Chose qui est peu prioritaire 

quand on prend en considération les contraintes du temps et des ressources 

disponibles pour fournir l’information vraiment nécessaire pour comprendre la 

présente dégradation.
 1
 

1.5.1. L’importance du bilan massique : 

Plusieurs raisons font que le bilan massique à un rôle central dans l’analyse 

pharmaceutique. 

En démontrant que les pertes lors de la dégradation de la molécule mère 

sont bien corrélées avec l’augmentation des produits de dégradation, on peut 

confirmer qu’il n’existe potentiellement pas de produits de dégradation non 

détectables par la méthode analytique. 
1
 

Le bilan massique est aussi important dans la validation des méthodes
 27, 28

 

et dans la compréhension des schémas de dégradation alternatifs.
 29

 

1.5.2. Méthode de calcul et d’expression 

Il existe plusieurs façons d’exprimer le bilan massique. Le taux de perte de 

la molécule mère et des produits de dégradation peuvent être exprimés en termes 

proportionnels à la masse ou au nombre de moles :
 1
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MP,0 - MP,x = MI,x - MI,0 

Avec MP,0 : masse du produit à T0.(non dégradé) 

MP,x : masse du produit au temps Tx de la réaction de dégradation. 

MI,x : masse du produit de dégradation à Tx. 

MI,0 : masse du produit de dégradation à T0. 

 

Ainsi, on peut définir le défaut du bilan massique absolu (AMBD) par 

l’expression suivante : 

AMBD=(MP,0 – MP,x) – (MI,x – MI,0) 

Cette expression est celle qu’on va utiliser dans notre étude en raison de sa 

significativité plus évidente. 

Aussi, on définie le défaut du bilan massique relatif (RMBD) par : 

RMBD=[(MP,0 – MP,x) – (MI,x – MI,0)]× 100 ÷ (MP,0 – MP,x) 

 

1.5.3. Approches pour expliquer les problèmes du défaut du bilan 

massique 

Quand l’AMBD est significativement supérieur ou inférieur à 0, plusieurs 

causes potentielles peuvent être à l’origine du déficit ou de l’excès. Nous citons 

dans ce qui suit les causes les plus communes qui engendrent ces problèmes. 

1.5.3.1. AMBD > 0 

Le taux d’augmentation de la masse des produits de dégradation formés est 

inférieur au taux de diminution de la masse de la molécule mère. Ceci peut être 

dû à plusieurs causes : 

- Les produits de dégradation ne sont pas élués de la colonne HPLC.
 27

 

- Les produits de dégradation ne sont pas détectés par le détecteur utilisé.
 

30
 

- Les produits de dégradation sont perdus de la matrice de l’échantillon.
 30
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- Une quantité de la molécule mère est perdu au niveau de la matrice de 

l’échantillon. 

- Les produits de dégradation sont co-élués avec la molécule mère dans la 

méthode d’analyse. 

- Les pics des produits de dégradation ne sont pas intégrés à cause d’une 

mauvaise chromatographie. 

- Défaut de quantification dû à un facteur de réponse variable.
 1
 

 

1.5.3.2. AMBD < 0 

Le taux d’augmentation des produits de dégradation est  supérieur au taux 

de diminution de la masse de la molécule mère dans l’échantillon. Ceci peut être 

dû aux causes suivantes : 

- Défaut de quantification dû à un facteur de réponse variable. 

- Un des réactifs contenus dans la matrice est impliqué dans une réaction 

d’addition avec la molécule mère. 

- Les impuretés formées sont issues d’autres sources que la dégradation 

de la molécule mère. 

- Les produits de dégradation sont co-élués avec la molécule mère dans la 

méthode d’analyse. 

1.6.  Intérêt des tests de stress : Rôle dans le développement 

pharmaceutique 

Depuis la découverte du médicament et jusqu’à l’extension de la gamme du 

produit à de nouvelles formes et de nouveaux dosages, les tests de stress 

interviennent dans les différents stades de développement d’un nouveau produit 

pharmaceutique.
 18
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1.6.1. Découverte de la molécule (établissement de la relation 

structure-activité) 

Le but des tests de stress à cette étape précoce est de déterminer si un 

composant à la stabilité nécessaire pour être administré par tel ou tel voie 

d’administration et s’il a une durée de validité qui peut garantir sa 

commercialisation.
 1
 

1.6.2. Phases préclinique, I et II 

A ce stade, l’intérêt des tests de stress réside dans le développement de 

méthodes analytiques indicatrices de stabilité valides spécifiques pour le 

composé évalué. Ces méthodes doivent être capables de séparer les produits de 

dégradation, les impuretés de synthèse et les autres composantes analytiques de 

la matrice de l’échantillon de ce composé. 

Le but de ces études, aussi, est de garantir la stabilité du composé lors de la 

période des essais clinique et de donner des informations basiques pour aider à 

un développement précoce des formulations.
 1
 

1.6.3. Stade de commercialisation et soumission du dossier d’AMM 

L’objectif de la réalisation des tests de stress dans cette étape est de 

comprendre tous les aspects et les problèmes de stabilité potentiels de la 

molécule, y compris ceux dus aux conditions de stockage, de distribution, des 

variations de températures brusques,   aux problèmes de formulation. A ce stade, 

les tests de stress servent à développer une compréhension minutieuse de 

comportement de la molécule dans la condition du stress, de ses produits et de 

ses schémas de dégradation potentiels.
 1

 Ces informations formeront une partie 

intégrale de l’ensemble des informations fournies aux autorités réglementaires 

lors du dépôt de la demande d’enregistrement.
 6
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1.6.4. Extension de la ligne du développement vers de nouvelles 

formes et dosages, mise à jour des méthodes reliées aux produits 

déjà présents sur le marché 

A cette étape, les tests de stress sont réalisés pour influencer des 

changements dans les processus de fabrication dans un but de réduire le coût, 

augmenter la qualité ou l’efficacité ou diminuer l’impact sur l’environnement. Il 

est souvent désiré que ces changements aient lieu dans des périodes beaucoup 

plus courtes que celles qui sont requise pour l’établissement d’études de 

vieillissement accéléré (3 à 6 mois). Ceci fait des tests de stress le meilleur choix 

possible pour établir ces améliorations dans le processus de fabrication que ce 

soit dans le but de créer de nouvelles formes d’administration ou de 

perfectionner les paramètres de fabrication des produit déjà mis sur le marché.
 1
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2. Glimépiride : Généralités et considérations chimiques 
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2.1. Généralités 

2.1.1. Origine 

Le glimépiride est une molécule hypoglycémiante moderne, qui appartient 

à la 3
ème

 génération des sulfonylurées, utilisée dans le traitement du diabète non 

insulinodépendant (type 2).
 3
 

Les premières molécules des sulfonylurées (chlorpromamide et  

tolbutamide) ont été introduites au marché depuis plus de 40 ans. Elles sont très 

rarement prescrites de nos jours à cause de leurs multiples effets indésirables et 

interactions médicamenteuses.
 31

 

De minimes modifications structurales ont donné une seconde et une 3ème 

génération de sulfonylurées, dont, parmi d’autres molécules, le glimépiride, qui 

présentent une plus grande sélectivité envers les récepteurs des cellules β 

pancréatiques, ce qui permet une diminution des doses utilisées et une meilleure 

efficacité dans le traitement par rapport à la première génération.
 32, 33

 

Le glimépiride est actuellement privilégié dans le traitement du diabète de 

type 2, grâce à sa posologie permettant un contrôle de glycémie à travers une 

seule dose toutes les 24h et sa meilleure efficacité et sécurité par rapport aux 

autres sulfonylurées.
 3
,
 2
 

 

2.1.2. Formule et structure chimique : 

 

1-[[4-[2-[[(3-éthyl-4-méthyl-2-oxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)carbonyl] 

amino]éthyl]phényl]sulfonyl]-3-(trans-4-méthylcyclohexyl)urée.
 34
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Figure 1. Structure développée du trans-glimépiride.
 35

 

 

2.1.3. Caractère organoleptique : 

Poudre blanche ou sensiblement blanche.
 34

 

 

2.1.4. Présentation et voie d’administration 

Le glimépiride est administré par voie orale sous forme de comprimés 

dosés à 1, 2, 3 et 4 mg. 

 

2.1.5. Pharmacologie 

2.1.5.1. Mécanisme d’action : 

Augmente la libération d'insuline par le pancréas. 

En provoquant la fermeture au niveau des cellules bêta pancréatiques d'un 

canal potassique ATP dépendant, le glimépiride induit une dépolarisation 

membranaire et l'ouverture de canaux calciques. L'entrée de calcium dans la 

cellule déclenche la libération d'insuline par exocytose. 
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Pourrait également posséder une activité hypoglycémiante 

extrapancréatique, indépendante de la libération d'insuline et impliquant 

notamment une augmentation de la capture de glucose au niveau des cellules 

musculaires et adipeuses. Cette activité extrapancréatique serait plus marquée 

qu'avec les sulfamides hypoglycémiants des générations précédentes.
 36, 37

 

2.1.5.2. Indication thérapeutique 

Traitement du diabète non insulinodépendant (type2). 

2.1.5.3. Effet recherché 

Hypoglycémiant, antidiabétique. 

2.1.5.4. Effets secondaires 

- Hypoglycémie. 

- Trouble oculaire. 

- Nausées. 

- Vomissement. 

- Diarrhées. 

- Douleur abdominale. 

- Hépatite cholestatique. 

- Eruption cutanée. 

- Thrombopénie. 

- Leucopénie. 

- Hyponatrémie. 

2.1.5.5. Contre-indication 

Ce médicament est contre-indiqué en cas de grossesse, d’allaitement, 

d’hypersensibilité au glimépiride ou au diabète insulinodépendant. 

2.1.5.6. Posologie 

Dose usuelle par voie orale : 
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- Adulte : débuter par un milligramme par jour en une prise unique au petit 

déjeuner. 

En cas de besoin, la posologie est augmentée à deux, trois ou quatre 

milligrammes par jour, par paliers successifs, avec un intervalle de 1 à 2 

semaines entre chaque palier. 

2.1.5.7. Pharmacocinétique 

2.1.5.7.1. Absorption 

Résorbé par voie orale. 

Le pic plasmatique s'observe 2h30 après la prise. La prise d'aliments ne 

modifie pas la biodisponibilité qui est totale. 

2.1.5.7.2. Répartition 

Liaison aux protéines plasmatiques supérieure à 99%. 

Passe dans le lait. 

Franchit la barrière placentaire. 

Faible passage de la barrière hémato-encéphalique. 

2.1.5.7.3. Demi-Vie 

La demi-vie d'élimination varie entre 5 à 8 heures. 

2.1.5.7.4. Métabolisme 

Complètement métabolisé en composé ne contribuant pas à l'activité. 

2.1.5.7.5. Elimination 

*Voie fécale : 35% de la dose sont éliminés dans les fèces. 

*Voie rénale : 58% de la dose sont éliminés dans les urines entièrement 

sous forme métabolisée.
 37
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2.2. Impuretés de synthèse et de dégradation 

La pharmacopée européenne (6
ème

 édition) a cité 10 impuretés différentes 

du glimépiride.
 34

 

2.2.1. Synthèse du glimépiride 

Le glimépiride est synthétisé à partir du sulfoglime selon les schémas de 

synthèse suivants : 

 

Figure 2. Schémas de synthèse du glimépiride.
 38

 

 

 

2.2.2. Impuretés de synthèse 

M. A. Khan et al. ont détecté et isolé 5 impuretés de synthèse du 

glimépiride :
 38
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Figure 3. Structures du glimépiride (a) et de ses impuretés de synthèse (b)-(f). 

Les noms chimiques de ces impuretés sont: 

(b) impureté-A: [N-(4-[2-(3-éthyl-4-méthyl-2-oxo-3-pyrroline-1-

carboxamido)-éthyl] benzène sulphonamide; 

(c) impureté-B: 1-[[4-[2-(3-ethyl-4-methyl-2-oxo-3-pyrroline-1-

carboxamido)-ethyl]phenyl]-sulphonyl]-3-cis-(4-methylcyclohexyl)urée; 

(d)  impureté-C: 1-[[ 3-[2-(3-éthyl-4-méthyl-2-oxo-3-pyrroline-1-

carboxamido)-ethyl]phényl]-sulphonyl]-3-(4-methylcyclohexyl)urée; 

(e)  impurity-D: 1-[[ 2-[2-(3-éthyl-4-méthyl-2-oxo-3-pyrroline-1-

carboxamido)-éthyl] phényl]-sulphonyl]-3-(4-methylcyclohexyl)urée; 

(f) impurity-E: N-[4-[2-(3-éthyl-4-méthyl-2-oxo-3-pyrroline-1-

carboxamido)-ethyl]-benzènesulphonyl]éthyl carbamate. 
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2.2.3. Impuretés de dégradation 

La présence d'un pont sulfonylurée, d’un lien carboxamide, d’un cycle de 

lactame contraint et d’un système de carbonyle α, β-insaturés dans la structure 

chimique du glimépiride (Figure 1) rend la molécule susceptible a subir des 

dégradations, en raison de la labilité de ces liens et des groupes fonctionnels à 

l'hydrolyse et la photolyse.
 1, 39, 40, 5

 En conséquence, on prévoit la formation de 

plusieurs produits de dégradation au cours des essais de stabilité formels de 

médicament.
 5
 

En 2004, cette susceptibilité de dégradation a été étudiée par Kovăŕıková et 

al. à travers une étude de tests de stress sur la matière première de glimépiride. 

Cinq produits de dégradation ont été détectés, mais sans pour autant êtres 

identifiés.
 4
 

En 2008, G. Bansal et al. mènent une étude de tests de stress en utilisant un 

couplage HPLC-PDA/HPLC-MS pour la détection et l’identification de 4 

produits de dégradation du glimépiride, aussi, pour déterminer les schémas 

réactionnels menant à la formation de ces produits de dégradation (Figure 4).
 5

 

Nous remarquons que le sulfoglime (Produit II sur la Figure 4) et aussi présent 

parmi les produits de dégradation du glimépiride : 
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Figure 4. Structures et noms chimiques du glimépiride et de 4 de ses produits de dégradation. 

 

Les schémas réactionnels de dégradation proposés par G. Bansal et al. 

(Figure 5) montre que la formation du sulfoglime (produit II) par clivage de la 

molécule et libération du dioxyde de carbone et du trans-

méthylcyclohexylamine (t-MCA) est favorisée par le milieu acide, tandis que le 

milieu basique favorise un autre type de dégradation dû a une attaque 

nucléophile qui ouvre le cycle du dihydropyrrole qui mène à la formation du 

produit III inconnu. 
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Figure 5. Les schémas de dégradation du glimépiride au produits II-V. 

 

Aucune étude n’a été menée sur le produit fini de glimépiride pour 

déterminer l’effet de la formulation sur le comportement de la molécule. 
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1. Matériel et Méthodes 
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1.1. Matériel 

1.1.1. Matière première, Standards de référence et produit fini 

1.1.1.1. Matière première (MP) 

Le Glimépiride a été fourni par Sanofi-Aventis Deutschland GmbH. 

Conformité par rapport aux spécifications définies dans la pharmacopée 

européennes prouvée préalablement.
 34

 

1.1.1.2. Standards de Référence (SCR) 

- Glimépiride SCR : Fourni par Council of Europe – EDQM. 

- Impureté A (Cis-Glimépiride SCR) : Fourni par LGC GmbH. 

- Impureté B (Glimépiride Sulfonamide SCR ou Sulfoglime SCR) : 

Fourni par LGC GmbH. 

- Impureté D (Glimépiride-3-isomère SCR) : Fourni par USP. 

1.1.1.3. Produit fini (PF) et placebo 

Le produit fini (Glimépiride 4 mg, comprimés) et son placebo a été fourni 

par un laboratoire pharmaceutique marocain. 

Le placebo est composé de lactose monohydrate, carboxyméthylamidon, 

cellulose microcristalline, PVP 30, stéarate de magnesium et Indigo carmine.  

1.1.2. Réactifs 

- Acétonitrile grade HPLC : fourni par VWR® BDH Prolabo®. 

- Méthanol grade HPLC LiChrosolv® : fourni par Merck KGaA-

Germany. 

- Tétrahydrofurane (THF) Chromasolv® grade HPLC : fourni par Sigma 

Aldrich- Germany. 

- Acide chlorhydrique HCl 0.5M préparé à partir de HCl 1M : Flacon prêt 

à l’emploi fourni par VWR® BDH Prolabo®. 
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- Hydroxyde de Potassium KOH 0.1N, 0.25N, 0.5N préparés à partir de 

KOH 1N : Flacon prêt à l’emploi fourni par VWR® BDH Prolabo®. 

- Eau oxygénée 30% H2O2 Suprapur® : fourni par Merck KGaA-

Germany. 

- Eau distillée et filtrée pour HPLC. 

- Dihydrogeno orthophosphate de potassium cristallisé : fourni par 

FLUKA®. 

- Triéthylamine HiPerSolv CHROMANORM® pour HPLC: fourni par 

VWR® BDH Prolabo®. 

1.1.3. Appareillage : 

a- Chaînes HPLC-PDA: 

 

Figure 6. Module de séparation Waters® e2695 (A) muni de son module de chauffage des colonnes (B) et 

d'un détecteur PDA Waters® 2998 (C)  et relié à un ordinateur muni du logiciel Empower Pro®, 

Empower 2 software (FR5) (D) pour le traitement des données chromatographiques. 

B 

A 

C 

D 
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i. Pour les tests de stress : 

Modules:  - Alliance HPLC 11: Waters® e2695 Separation Module  

    + Column Heater Module (Figure 6) 

 - Date de Qualification: 10/06/09 

 - Prochaine Qualification: 10/06/09 

Détecteur: - PhotoDiode Array Detector Waters® 2998 (Figure 6) 

 - Date de Qualification: 10/06/09 

 - Prochaine Qualification: 10/06/09 

 

Logiciel: - Empower Pro, Empower 2 software (FR5) 

 

ii. Pour les tests de stress : 

Modules:  - Alliance HPLC 7: Waters e2695 Separation Module 

    + Column Heater Module 

  - Date de Qualification: 08/04/09 

  - Prochaine Qualification: 08/04/10 

 

Détecteur:  - PDA Waters 2998 

  - Date Qualification: 08/04/09 

  - Prochaine Qualification: 08/04/10 

 

Logiciel:  - Empower Pro, Empower 2 software (FR5) 

 

b- Divers: 

 Vials en verre : fournis par Waters®. 

 Verrerie du laboratoire. 
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 Seringues en plastique. 

 Bain marie à Ultra Sons:  

   - Transonic 820/H 

 

 Balance:   

  - Mettler Toledo® AG204 (Figure 7) : 

  - Max: 210g - Min: 10 mg 

  - e = 1mg  - d = 0,1 mg 

  - Vérification Quotidienne et après chaque coupure d'électricité. 

  - Etalonnage hebdomadaire. 

 

Figure 7. Balance Mettler Toledo® AG204. 

 

 Etuve Memmert: 
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   - Qualification Annuelle: 30/11/09 par Intertec Sigma. 

 

 PH-mètre: 

  - pHmeter pH 538 

  - Etalonnage Quotidien 

  - Dernière Qualification mensuelle 28/04/09. 

 

 Conductimètre:  

  - Schott®. 

  - Dernière Calibration Quadrimestrielle : 31/08/09 

  - Dernière Qualification Annuelle le 28/04/09. 

 

 Enregistreur de Température: 

   - Ebro® EBI 125 – A (Figure 8) 

 

Figure 8. Enregistreur de Température Ebro® EBI 125 - A. 
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Thermomètre 

   - Ebro TTX 110 (Figure 9). 

   - Plage de mesure: -50 à +350°C 

 

Figure 9. Thermomètre Ebro® TTX 110. 

Filtres de seringues Whatman® GD/X (Figure 10): 

  - Diamètre des pores de 0.45µm. 

  - Diamètre du filtre : 25mm. 

  - Membrane à fibres de verre. 

 

Figure 10. Filtres de seringue Whatman® GD/X.  
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1.2. Méthodes 

1.2.1. Collecte de données 

Avant d’entamer les études de tests de stress, nous avons recueilli les 

informations concernant les propriétés chimiques et organoleptiques de la 

molécule de Glimépiride. 

En analysant sa structure chimique développée, nous avons déduit d’autres 

données à propos de ses schémas de dégradation, de ses impuretés de synthèse et 

de dégradation et de sa susceptibilité à présenter un phénomène de 

polymorphisme ou des isomères. 

 

1.2.2. Méthodologie générale 

L’analyse chromatographique a été faite selon les conditions du dosage des 

produits apparentés spécifiées dans la technique de contrôle qualité du produit 

fini de Glimépiride 4 mg extraite du DMF (Drug Master File) du glimépiride 

micronisé (MP) : 
41

 

 Conditions chromatographiques : 

Détecteur             : PDA, extraction du chromatogramme à 210nm.  

Colonne    : X-Terra C18, 5µm (250 x 4.6mm), Waters®. 

Température colonne : 25°C 

Température essai   : 25°C ± 1°C 

Volume injecté   : 20 µl  

Débit     : 1.0 ml/min  

Durée d’injection   : 30 min 

Phase mobile A   : Tampon pH 6.00  (5.3 g de dihydrogeno 

orthophosphate de potassium dans 1000 ml d’eau et ajuster  à  pH 6.00 avec 

Triéthylamine).  
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Phase mobile B   : Acétonitrile HPLC  

A – B %    : 50 – 50 % 

Solvant de dilution  : Méthanol HPLC     --      Acétonitrile HPLC  

     (    50 %              --               50 %     ) 

N.B : Equilibrer la colonne avec un débit de 1.0 mL/min pendant 20 min. 

 Préparation des solutions : 

- Solution standard mère pour la détermination de Sulfoglime :   Peser et 

transférer 12.5 mg de Sulfoglime SCR dans une fiole jaugé de 100 ml, ajuster au 

volume avec le solvant de dilution. Passer aux ultrasons jusqu’ au avoir une 

solution claire et agiter jusqu’à l’homogénéisation. (M1). 

 Transférer 5 ml  da la solution (M1) dans une fiole jaugée de 50 ml, ajusté 

au volume avec le solvant de dilution (M2). Après transférer 5 ml da la solution 

(M2) dans une fiole jaugée de 50 ml, ajusté au volume avec le solvant de dilution 

(M3). Filtrer la solution sur filtre de diamètre 0.45µm et éliminer les premiers 1 

ou 2 ml du filtrat. (Concentration = 1.25x10
-3

 mg/ml) 

 

- Solution standard mère pour la détermination de Glimépiride: Peser et 

transférer 25.0mg de Glimépiride standard de référence dans une fiole jaugé de 

50 ml, ajuster au volume avec le solvant de dilution. Passer aux ultrasons 

jusqu’à avoir une solution claire et agiter jusqu’à homogénéisation (CST-I- = 0.5 

mg/ml). 

 

- Préparation d’essais : Broyer 10 comprimés, peser et transférer une 

quantité de poudre correspondante à 25 mg de Glimépiride dans une fiole jaugé 

de 25 ml. Ajuster jusqu’à trait de jauge avec le solvant de dilution, Après agiter   

magnétiquement  pendent 30 min. filtrer sur filtre membrane 0.45µm. 
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- blanc :      Méthanol HPLC / Acétonitrile HPLC  (50 % / 50 %) 

 

- On a procédé à la préparation de la phase mobile et du solvant de dilution 

(comme elle a été décrite ci-dessus) avant de procéder à la préparation des 

solutions stocks et aux tests de stress. 

- Pour certains tests de stress, le solvant est adapté aux conditions 

appliquées à l’échantillon selon les spécifications du DMF et les exigences 

techniques de l’expérience. 

-  Tous les échantillons on subit une filtration à l’aide de filtres Whatman® 

de 0.45µm de diamètre de pores avant le remplissage des vials. 

- Bien que la méthode analytique a été déjà établie au niveau du DMF, 

plusieurs paramètres ont été modifiés en vue d’obtenir des résultats significatifs. 

 

1.2.3. Tests de Stress 

Nous avons préparé des échantillons non dégradés dans le but de s’en 

servir pour calculer les pourcentages de dégradation et les taux des produits de 

dégradation formés dans les différents échantillons dégradés. 

Dans un but d’alimenter la bibliothèque du système d’exploitation des 

données chromatographiques, nous avons préparé les échantillons des impuretés 

de synthèse (A et D) de Glimépiride pour en déduire les spectres UV. 

Pour l’impureté de dégradation connue (le Sulfoglime) et le SCR de 

glimépiride, les spectres UV ont été déjà répertoriés dans la bibliothèque du 

système lors de la validation analytique réalisée par le laboratoire au préalable. 

1.2.3.1. Préparation des échantillons 

1.2.3.1.1. Non dégradés 
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- Blanc : mélange du solvant de dilution (Méthanol/Acétonitrile 50:50 

V:V). 

- Placebo (PND) : Peser et transférer une quantité de poudre du placebo 

correspondante à  25 mg de Glimépiride (d’après la formule du PF, cela 

correspond à 1073.5 mg de poudre placebo) dans une fiole jaugé de 25 

ml. Ajuster jusqu’au trait de jauge avec le solvant de dilution. Agiter 

énergiquement et passer la fiole aux ultrasons pendant 15 min. 

- Témoin (TND) : Peser et transférer une quantité de glimépiride (MP) 

correspondante à 25 mg de Glimépiride dans une fiole jaugé de 50 ml. 

Ajuster jusqu’au trait de jauge avec le solvant de dilution. Agiter 

énergiquement et passer la fiole aux ultrasons pendant 15 min. 

- Essai (END) : Broyer 10 comprimés de Glimépiride 4 mg. Peser et 

transférer une quantité de poudre correspondante à  25 mg de 

Glimépiride (d’après le la formule du PF, cela correspond à 1062.5 mg 

de poudre de comprimés broyés) dans une fiole jaugé de 25 ml. Ajuster 

jusqu’au trait de jauge avec le solvant de dilution. Agiter énergiquement 

et passer la fiole aux ultrasons pendant 15 min. 

- Prises d’essai :  

mPND=1037.6 mg ; mTND= 25.3 mg ; mEND= 1062.0 mg 

1.2.3.1.2. Impuretés 

- Peser et transférer 2.5 mg du standard de référence de l’impureté 

concernée dans une fiole jaugée de 10mL. Ajuster jusqu’au trait de 

jauge avec le solvant de dilution. Pour diluer à 1/100 par le solvant de 

dilution 

- Prises d’essai : 

mImpureté A= 2.4 mg ; mImpureté D= 2.5 mg. 
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1.2.3.2. Ajustement de la méthode analytique 

1.2.3.2.1. Hydrolyse neutre, acide ou oxydative : 

- La méthode proposée sur le DMF : 

 Dissoudre 100 mg de glimépiride dans 50 mL d’un mélange (eau, 

HCl 0.5N ou H2O2 30%)/THF (50:50) (V:V).  

- La méthode ajustée : 

 Dissoudre 25 mg de glimépiride dans 50 mL d’un mélange (eau, 

HCl 0.5N, ou H2O2 30%)/THF (50:50) (V:V). 

1.2.3.2.2. Hydrolyse basique : 

- La méthode proposée sur le DMF : 

 Dissoudre 100 mg de glimépiride dans 50 mL d’un mélange de 

KOH 0.25N/THF 50:50 V:V. 

- La méthode préliminaire : 

 Dissoudre 25 mg de glimépiride dans 50 mL d’un mélange de KOH 

0,25N/THF 50:50 V:V. 

- La méthode ajustée : 

 Dissoudre 25 mg de glimépiride dans 50 mL d’un mélange de KOH 

0,5N/THF 80:20 V:V. 

1.2.3.3. Conditions des tests de stress 

En fonction des résultats obtenus lors de l’ajustement de la méthode 

(paragraphe précédent), nous avons définie les conditions stress décrits ci-

dessous. 
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Pour chaque condition, les trois échantillons suivants subissent les mêmes 

conditions de stress : 

- Blanc : composé du solvant de dilution de la condition de stress que 

l’échantillon subit. 

- Placebo : Composé de la poudre du placebo du produit de Glimépiride  

4 mg comprimés. 

- Témoin : Composé de la Matière Première (MP) de Glimépiride 

conforme aux spécifications de la pharmacopée européenne. 

- Essai : Composé d’une prise d’essai de la poudre du broyat du Produit 

Fini (PF). 

1.2.3.3.1. Hydrolyse neutre : 

Prises d’essai: 

Placebo : ~1073.5 ; Témoin : ~25.0 mg ; Essai : ~ 1062.5 mg 

Conditions : 

Transférer chaque échantillon dans une fiole jaugée de 50 mL. Dissoudre 

les échantillons dans un mélange eau/THF (50:50) (V:V). Bien agiter la fiole 

jaugée. Ajuster ensuite jusqu’au trait de jauge, puis exposer aux ultrasons 

pendant 15 min (jusqu’à dissolution totale du Glimépiride). 

Chaque échantillon est ensuite chauffé sous reflux à 110 °C pendant 3h 

avant d’être analysé par chromatographie dans les conditions cités ci-dessus 

(paragraphe 1.2.2). 

Programme d’analyse : 

Les analyses ont été faites à T0 (avant chauffage) et à T=3h. 

1.2.3.3.2. Hydrolyse acide 

Prises d’essai: 

Placebo : ~1073.5 ; Témoin : ~25.0 mg ; Essai : ~ 1062.5 mg 
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Conditions : 

Transférer chaque échantillon dans une fiole jaugée de 50 mL. Dissoudre 

les échantillons dans un mélange HCl 0.5N/THF (50:50) (V:V). Bien agiter la 

fiole jaugée. Ajuster ensuite jusqu’au trait de jauge, puis exposer aux ultrasons 

pendant 15 min (jusqu’à dissolution totale du Glimépiride). 

Chaque échantillon est ensuite chauffé sous reflux à 110 °C pendant 3h 

avant d’être analysé par chromatographie dans les conditions cités ci-dessus 

(paragraphe 1.2.2). 

Programme d’analyse : 

Les analyses ont été faites à T0 (avant chauffage) et à T=3h. 

1.2.3.3.3. Hydrolyse basique 

Prises d’essai: 

Placebo : ~1073.5 ; Témoin : ~25.0 mg ; Essai : ~ 1062.5 mg 

Conditions : 

Transférer chaque échantillon dans une fiole jaugée de 50 mL. Dissoudre 

les échantillons dans un mélange KOH 0.5N/THF (80:20) (V:V). Bien agiter la 

fiole jaugée. Ajuster ensuite jusqu’au trait de jauge, puis exposer aux ultrasons 

pendant 15 min (jusqu’à dissolution totale du Glimépiride). 

Chaque échantillon est ensuite conservé à la température ambiante pendant 

24h avant d’être analysé par chromatographie dans les conditions citées ci-

dessus (paragraphe 1.2.2). 

Programme d’analyse : 

Les analyses ont été faites à T0, à T=3h et à T=24h. 

1.2.3.3.4. Chaleur sèche 

Prises d’essai: 

Placebo : ~1073.5 ; Témoin : ~25.0 mg ; Essai : ~ 1062.5 mg 
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Conditions : 

Les échantillons ont été exposés à une température entre 100 et 105 °C 

pendant 15 jours dans des flacons en verre marron couverts par du papier 

Aluminium. 

Transférer chaque échantillon dans une fiole jaugée de 50 mL. Dissoudre 

les échantillons dans le solvant de dissolution définie dans la méthodologie 

générale. Bien agiter la fiole jaugée. Ajuster ensuite jusqu’au trait de jauge, puis 

exposer aux ultrasons pendant 15 min (jusqu’à dissolution totale du 

Glimépiride). 

Chaque échantillon est ensuite analysé par chromatographie dans les 

conditions citées ci-dessus (paragraphe 1.2.2). 

Programme d’analyse : 

Les analyses ont été faites à T0 et à T=15 jours. 

 

1.2.3.3.5. Photodégradation 

Prises d’essai: 

Placebo : ~1073.5 ; Témoin : ~25.0 mg ; Essai : ~ 1062.5 mg 

Conditions : 

Les échantillons ont été exposés à la lumière du soleil pendant 15 jours 

dans des boites de pétri en plexiglas hermétiquement scellées. 

Transférer chaque échantillon dans une fiole jaugée de 50 mL. Dissoudre 

les échantillons dans le solvant de dissolution définie dans la méthodologie 

générale. Bien agiter la fiole jaugée. Ajuster ensuite jusqu’au trait de jauge, puis 

exposer aux ultrasons pendant 15 min (jusqu’à dissolution totale du 

Glimépiride). 

Chaque échantillon est ensuite analysé par chromatographie dans les 

conditions citées ci-dessus (paragraphe 1.2.2). 
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Programme d’analyse : 

Les analyses ont été faites à T0 et à T=15 jours. 

1.2.3.3.6. Dégradation oxydative 

1.2.3.3.6.1. A la température ambiante 

Prises d’essai: 

Placebo : ~1073.5 ; Témoin : ~25.0 mg ; Essai : ~ 1062.5 mg 

Conditions : 

Transférer chaque échantillon dans une fiole jaugée de 50 mL. Dissoudre 

les échantillons dans un mélange H2O2 30%/THF (50:50) (V:V). Bien agiter la 

fiole jaugée. Ajuster ensuite jusqu’au trait de jauge, puis exposer aux ultrasons 

pendant 15 min (jusqu’à dissolution totale du Glimépiride). 

Chaque échantillon est ensuite conservé à la température ambiante pendant 

24h avant d’être analysé par chromatographie dans les conditions citées ci-

dessus (paragraphe 1.2.2). 

Programme d’analyse : 

Les analyses ont été faites à T0, à T=3h et à T=24h. 

1.2.3.3.6.2. Sous reflux (SR) 

Prises d’essai: 

Placebo : ~1073.5 ; Témoin : ~25.0 mg ; Essai : ~ 1062.5 mg 

Conditions : 

Transférer chaque échantillon dans une fiole jaugée de 50 mL. Dissoudre 

les échantillons dans un mélange H2O2 30%/THF (50:50) (V:V). Bien agiter la 

fiole jaugée. Ajuster ensuite jusqu’au trait de jauge, puis exposer aux ultrasons 

pendant 15 min (jusqu’à dissolution totale du Glimépiride). 
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Chaque échantillon est ensuite chauffé sous reflux à 110 °C pendant 3h 

avant d’être analysé par chromatographie dans les conditions cités ci-dessus 

(paragraphe 1.2.2). 

Programme d’analyse : 

Les analyses ont été faites à T0 (avant chauffage) et à T=3h. 

1.2.3.4. Calcul des pourcentages de dégradation : 

Le calcul des pourcentages de dégradation est fait en tenant compte de la 

correction de la différence de masse par rapport aux aires de glimépiride des 

échantillons non dégradés selon les formules suivante : 

- Pour les témoins :                               
   

    
 

   

    
  

- Pour les essais :                             
   

    
 

   

    
  

o Avec : 

               
   

    
 

   

    
  

              
   

    
 

   

    
  

     : Aire du glimépiride ou du sulfoglime du témoin 

dégradé. 

      : Aire du glimépiride du témoin non dégradé. 

     : Masse pesée du témoin dégradé. 

      : Masse pesée du témoin non dégradé. 

     : Aire du glimépiride ou du sulfoglime de l’essai 

dégradé. 

      : Aire du glimépiride de l’essai non dégradé. 

     : Masse pesée de l’échantillon de l’essai dégradé. 

      :Masse pesée de l’échantillon de l’essai non dégradé. 
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1.2.4. Validation analytique 

La validation analytique des techniques de dosage du glimépiride et du 

sulfoglime par HPLC ont été réalisée au préalable par le laboratoire hôte selon le 

protocole suivant : 
42

 

1.2.4.1. Dosage du glimépiride par HPLC : 

1.2.4.1.1. Spécificité 

Elle a été évaluée en analysant en parallèle, et  selon les conditions 

opératoires citées au paragraphe 1.2.2, une solution de glimépiride, une solution 

de sulfoglime, une solution essai et une solution placebo. 

1.2.4.1.2. Linéarité 

Cinq concentrations réparties sur l’intervalle d’étude [70% à 130%] ont été 

préparées selon les conditions opératoires citées au paragraphe 1.2.2. Chaque 

concentration a été injectée trois fois : 

Tableau III. Prises d’essai pour l'étude de la linéarité de la méthode du dosage de Glimépiride par HPLC. 

Solution 
% Théorique de 

Glimépiride 

Prise d’essai de 

Glimépiride en mg 

Témoin 1 70% 17,5 

Témoin 2 85% 21,25 

Témoin 3 100% 25,0 

Témoin 4 115% 28,75 

Témoin 5 130% 32,5 

On établit la régression linéaire et l’analyse des résidus avec le logiciel 

Microsoft® Excel® version 2007. 

1.2.4.1.3. Exactitude 
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L’exactitude a été évaluée par la préparation des échantillons reconstitués 

du placebo et de glimépiride dans la gamme de concentration (70%, 100% et 

130%) de la teneur théorique de glimépiride. Pour chaque concentration, on a 

préparé trois essais selon le tableau suivant : 

Tableau IV. Prises d’essai pour l'étude de l'exactitude de la méthode du dosage de Glimépiride par HPLC. 

Nombre 
d'essais 

Nombre de 
séries 

% Théorique de 
Glimépiride 

Masse de 
glimépiride pesée 

en mg 

Masse de 
Placebo 
pesée en 

mg 

1 

1 70% 

2.8 

166 

2 2.8 

3 2.8 

4 

2 100% 

4.0 

5 4.0 

6 4.0 

7 

3 130% 

5.2 

8 5.2 

9 5.2 
 

Les séries ont été dosées par rapport à deux solutions témoins dont le 

coefficient de variation (CV) des facteurs de réponses est inférieur à 2%. 

                  (
                            

                          
)      

 

1.2.4.1.4. Fidélité 

La fidélité a été évaluée par l’analyse de 6 essais préparés selon les 

conditions opératoires du paragraphe 1.2.2 répétée pendant trois jours.  

 

1.2.4.2. Dosage du sulfoglime par HPLC : 
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1.2.4.2.1. Spécificité 

Elle a été évaluée en analysant en parallèle, et  selon les conditions 

opératoires citées au paragraphe 1.2.2, une solution de glimépiride, une solution 

de sulfoglime, une solution essai et une solution placebo. 

1.2.4.2.2. Linéarité 

Cinq concentrations réparties sur l’intervalle d’étude [0.05% à 2.0%] ont 

été préparées selon les conditions opératoires citées au paragraphe 1.2.2. Chaque 

concentration a été injectée trois fois : 

Tableau V. Prises d’essai pour l'étude de la linéarité de la méthode du dosage de Sulfoglime par HPLC. 

Solution 
% Théorique de 

Glimépiride 
Masse de sulfoglime en mg 

Témoin 1 0.05% 
      

     
  

   

  
 

   

  
 

Témoin 2 0.50% 
      

     
  

   

  
 

   

  
 

Témoin 3 1.00% 
    

     
  

   

  
 

   

  
 

Témoin 4 1.50% 
      

     
  

   

  
 

   

  
 

Témoin 5 2.00% 
    

     
  

   

  
 

   

  
 

 

On établit la régression linéaire et l’analyse des résidus avec le logiciel 

Microsoft® Excel® version 2007. 

1.2.4.2.1. Exactitude 

L’exactitude a été évaluée par la préparation des échantillons reconstitués 

de sulfoglime dans la gamme de concentration (0.05%, 1.00% et 2.00%) de la 
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teneur théorique de sulfoglime. Pour chaque concentration, on a préparé trois 

essais. 

                  (
                           

                         
)      
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2. Résultats 
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2.1. Spécifications expérimentales de la Glimépiride: 

2.1.1. Propriétés organoleptiques 

2.1.1.1. MP 

Poudre blanche ou sensiblement blanche. 

2.1.1.2. PF (Glimépiride 4 mg comprimé) 

Aspect : comprimé de forme rectangulaire. 

Couleur : bleu claire. 

2.1.2. Propriétés chimiques 

- Solubilité : pratiquement insoluble dans l’eau soluble dans le 

diméthylformamide, peu soluble dans le chlorure de méthylène, très peu 

soluble dans le méthanol. 

- Isomérie Cis-trans des cycles: La présence d’un cyclohexane (Figure 1) 

disubstitué implique la présence d’un Cis-isomère. 

- Le glimépiride présente le phénomène du polymorphisme.
 34

 

- pH = 6. 
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2.1.3. Spectres UV des substances apparentées à la Glimépiride (A, D, 

Sulfoglime) 

 

Spectre  1.  Spectres d’absorption UV des impuretés de synthèse A (en haut) et D (en bas) de la Glimépiride. 

 

Spectre  2. Spectres d'absorption UV d la Glimépiride (en vert) comparée à la Sulfoglime (Impureté B, en rose).  
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2.2. Tests de Stress 

2.2.1. Ajustement de la méthode analytique : 

2.2.1.1. Hydrolyse neutre, acide ou oxydative : 

- La méthode proposée sur le DMF : 

 Impossibilité de dissoudre la quantité de glimépiride dans 100ml du 

solvant. 

- La méthode ajustée : 

 Bonne dissolution du produit. Voir résultats ci-après. 

2.2.1.2. Hydrolyse basique : 

- La méthode proposée sur le DMF : 

 Impossibilité de dissoudre la quantité de glimépiride dans 100ml du 

solvant. 

 Le mélange du solvant n’est pas homogène. 

- La méthode préliminaire : 

 Bonne dissolution de la prise d’essai de Glimépiride. 

 

 

Chromatogramme 1. Résultat obtenu lors de l'application de la méthode préliminaire de l'hydrolyse 

basique. 

- La méthode ajustée : Voir résultats ci-dessous.  
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2.2.2. Analyses chromatographiques et spectres UV: 

2.2.2.1. Phase mobile 

 

Chromatogramme 2. Résultat de l'analyse chromatographique de la phase mobile. 
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2.2.2.2. Echantillons non dégradés 

Ci-après, les chromatogrammes du blanc, du témoin (MP), et de l'essai 

(PF). 

 

Chromatogramme 3. Résultat de l'essai du blanc (méthanol:acétonitrile 50:50 V:V) non dégradé 
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Chromatogramme 4. Résultats de l'analyse du témoin (MP) non dégradé 

 

Spectre  3. Absorption UV des éléments de l'analyse du témoin non dégradé 
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Chromatogramme 5. Résultat de l'analyse du placebo non dégradé 
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Chromatogramme 6. Résultats de l'analyse de l'essai PF non  dégradé 

 

Spectre  4 . Absorption UV des éléments de l'analyse de l'essai non dégradé  
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2.2.2.3. Hydrolyse Neutre: 

 

Chromatogramme 7.  Résultat de l'analyse du blanc (Eau+THF)  de l'hydrolyse neutre. 
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2.2.2.3.1. à T0 

 

Chromatogramme 8. Résultats de l'analyse du placebo dégradé en milieu neutre To. 
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Chromatogramme 9. Résultats de l'analyse du témoin dégradé en milieu neutre à To. 

 

Spectre  5 . Absorption UV des élements de l'analyse du témoin dégradé par hydrolyse neutre à To. 
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Chromatogramme 10. Résultats de l'analyse du PF dégradé en milieu neutre à To. 

 

Spectre  6 . Absorption UV des élements de l'analyse du PF dégradé par hydrolyse neutre à To.  
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2.2.2.3.2. à T3h 

 

Chromatogramme 11. Résultats de l'analyse du placebo dégradé sous reflux en milieu neutre à T3h. 
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Chromatogramme 12. Résultats de l'analyse du Témoin dégradé sous reflux en milieu neutre à T3h. 

 

Spectre  7. Absorption UV des éléments de l'analyse du Témoin dégradé sous reflux en milieu neutre à T3h. 
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Chromatogramme 13. Résultats de l'analyse du PF dégradé sous reflux en milieu neutre à T3h. 

 

Spectre  8. Absorption UV des éléments de l'analyse du Témoin dégradé sous reflux en milieu neutre à T=3h.  
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2.2.2.4. Hydrolyse Acide: 

 

Chromatogramme 14.  Résultat de l'analyse du blanc (Eau+THF)  de l'hydrolyse acide. 
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2.2.2.4.1. à T0 

 

Chromatogramme 15. Résultats de l'analyse du placebo dégradé en milieu acide To. 
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Chromatogramme 16. Résultats de l'analyse du Témoin dégradé en milieu acide à To. 

 

Spectre  9. Absorption UV (210nm) des élements de l'analyse du Témoin dégradé en milieu acide à To. 
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Chromatogramme 17. Résultats de l'analyse du PF dégradé en milieu acide à To. 

 

Spectre  10. Absorption UV des éléments de l'analyse du PF dégradé en milieu acide à To. 
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2.2.2.4.2. à T3h 

 

Chromatogramme 18. Résultat de l'analyse du placebo dégaradé sous reflux en milieu acide à T=3h. 
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Chromatogramme 19. Résultat de l'analyse du Témoin dégradé sous reflux en milieu acide à T=3h. 

 

Spectre  11. Absorption UV des éléments de l'analyse du Témoin dégradé sous reflux en milieu acide à T=3h. 
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Chromatogramme 20. Résultats de l'analyse du PF dégradé sous reflux en milieu acide à T=3h. 

 

Spectre  12. Absorption UV des éléments de l'analyse du PF dégradé sous reflux en milieu acide à T=3h. 
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2.2.2.5. Hydrolyse basique: 

 

Chromatogramme 21. Résultat de l'analyse du mélange du solvant basique (KOH/THF 80:20). 
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2.2.2.5.1. à T0 

 

Chromatogramme 22. Résultat de l'analyse du placebo dégradé en milieu basique à To. 
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Chromatogramme 23. Résultats de l'analyse du Témoin (MP) dégradé en milieu basique à To. 

 

Spectre  13.  Absorption UV des éléments de l'analyse du Témoin (MP) en milieu basique à To. 
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Chromatogramme 24. Résultats de l'analyse du PF dégradé en mileu basique à To. 

 

Spectre  14. Absorption UV des éléments de l'analyse du PF dégradé en milier basique à To. 
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2.2.2.5.2. à T3h 

 

Chromatogramme 25. Résultat de l'analyse du placebo dégradé en milieu basique à T=3h. 



Tests de Stress et dosage des produits de dégradation| Partie Pratique | Résultats 

78 

 

Chromatogramme 26. Résutlats de l'analyse du Témoin (MP) dégradé en milieu basique à T=3h. 

 

Spectre  15. Absorption UV de l'analyse du Témoin (MP) dégradé en milieu basique à T=3h. 
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Chromatogramme 27. Résultats de l'analyse du PF dégradé en milieu basique à T=3h. 

 

Spectre  16. Absorption UV des éléments de l'analyse du PF dégradé en milieu basique à T=3h. 
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2.2.2.5.3. à T24h 

 

Chromatogramme 28. Résultats de l'analyse du placebo dégradé en milieu basique à T=24h. 
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Chromatogramme 29. Résultats de l'analyse du Témoin (MP) dégradé en milieu basique à T=24h. 

 

Spectre  17. Absorption UV des éléments de l'analyse du Témoin (MP) dégradé au milieu basique à T=24h. 
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Chromatogramme 30.  Résultats de l'analyse du PF dégradé en milieu basique à T=24h. 

 

Spectre  18. Absorption UV des éléments de l'analyse du PF dégradé en milieu basique à T=24h. 
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2.2.2.5.3.1. Evolution des aires des pics de glimépiride 

 

Figure 11. Evolution de l'aire du pic du Glimépiride du Témoin (MP) dégradé en milieu basique à To, 

T=3h et T=24h. 

  

Légende : 

à T0. 

à T3h. 

à T24h. 
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2.2.2.6. Chaleur Sèche: 

Pour les résultats des analyses du Blanc (méthanol/Acétonitrile 50:50) et des analyses 

effectuées à To Cf. les résultats des analyses des échantillons non dégradés (2.2.2.2). 

 

Chromatogramme 31. Résultat de l'analyse du placebo dégradé à la chaleur sèche à T=15 jours. 
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Chromatogramme 32. Résultat de l'analyse du témoin (MP) dégradé à la chaleur sèche à T=15 jours. 

 

Spectre  19. Absorption UV des éléments de l'analyse de la MP dégradée à la chaleur sèche à T=15jours. 
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Chromatogramme 33. Résultats de l'analyse du PF dégradé à la chaleur sèche à T=15jours. 

 

Spectre  20. Absorption UV des éléments de l'analyse du PF dégradé à la chaleur sèche à T=15jours. 
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2.2.2.7. Photodégradation: 

Pour les résultats des analyses du Blanc (méthanol/acétonitrile 50:50 V:V) et des 

analyses effectuées à To Cf. les résultats des analyses des échantillons non dégradés (2.2.2.2). 

 

Chromatogramme 34. Résultats de l'analyse du placebo dégradé à la lumière du soleil à T=15 jours. 
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Chromatogramme 35. Résultats de l'analyse de la MP dégradée à la lumière du soleil à T=15 jours. 

 

Spectre  21. Absorption UV des éléments de l'analyse de la MP dégradée à la lumière du soleil à T=15jour. 
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Chromatogramme 36. Résultats de l'analyse du PF dégradé à la lumière du soleil à T=15 jours. 

 

Spectre  22. Absorption UV des éléments de l'analyse du PF dégradé à la lumière du soleil à T=15jour.  
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2.2.2.8. Dégradation oxydative: 

 

Chromatogramme 37. Résultat de l'analyse du mélange du solvant (H2O2 30%/THF 50:50 V :V). 
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2.2.2.8.1. A température ambiante : 

2.2.2.8.1.1. A T0 

 

Chromatogramme 38. Résultat de l'analyse du placebo dégradé à 25° par oxydation à To. 
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Chromatogramme 39. Résultat de l'analyse de la MP dégradée à 25° par oxydation à To. 

 

Spectre  23. Absorption UV des élément de l'analyse de la MP dégradée à 25° par oxydation à To. 
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Chromatogramme 40. Résultats de l'analyse du PF dégradé à 25° par oxydation à To. 

 

Spectre  24. Absorption UV des éléments de l'analyse du PF dégradé à 25° par oxydation à To. 
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2.2.2.8.1.2. A T3h 

 

Chromatogramme 41. Résultat de l'analyse du placebo dégradé à 25° par oxydation à T=3h. 



Tests de Stress et dosage des produits de dégradation| Partie Pratique | Résultats 

95 

 

 

Chromatogramme 42. Résultat de l'analyse de la MP dégradée à 25° par oxydation à T=3h. 

 

Spectre  25. Absorption UV des éléments de l'analyse de la MP dégradée à 25° par oxydation à T=3h. 
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Chromatogramme 43. Résultats de l'analyse du PF dégradée à 25° par oxydation à T=3h. 

 

Spectre  26. Absorption UV des éléments de l'analyse du PF dégradée à 25° par oxydation à T=3h. 
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2.2.2.8.1.3. A T24h 

 

Chromatogramme 44. Résultat de l'analyse du placebo dégradé à 25° par oxydation à T=24h. 
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Chromatogramme 45. Résultat de l'analyse de la MP dégradée à 25° par oxydation à T=24h. 

 

Spectre  27. Absorption UV des éléments de l'analyse de la MP dégradée à 25° par oxydation à T=24h. 
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Chromatogramme 46. Résultat de l'analyse du PF dégradé à 25° par oxydation à T=24h. 

 

Spectre  28. Absorption UV des éléments de l'analyse du PF dégradé à 25° par oxydation à T=24h. 
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2.2.2.8.2. Sous chauffage à reflux (SR) : 

2.2.2.8.2.1. A T0 

 

Chromatogramme 47. Résultat de l'analyse du placebo dégradé par oxydation SR à To. 
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Chromatogramme 48. Résultat de l'analyse de la MP dégradée par oxydation SR à To. 

 

Spectre  29. Absorption UV des éléments de l'analyse de la MP dégradée par oxydation SR à To. 
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Chromatogramme 49. Résultats de l'analyse du PF dégradé par oxydation SR à To. 

 

Spectre  30. Absorption UV des éléments de l'analyse du PF dégradé par oxydation SR à To. 
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2.2.2.8.2.2. A T3h 

 

Chromatogramme 50. Résultat de l'analyse du placebo dégradé par oxydation SR à T=3h. 



Tests de Stress et dosage des produits de dégradation| Partie Pratique | Résultats 

104 

 

Chromatogramme 51. Résultat de l'analyse de la MP dégradée par oxydation SR à T=3h. 

 

Spectre  31. Absorption UV des éléments de l'analyse de la MP dégradée par oxydation SR à T=3h. 
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Chromatogramme 52. Résultats de l'analyse du PF dégradé par oxydation SR à T=3h. 

 

Spectre  32. Absorption UV des éléments de l'analyse du PF dégradé par oxydation SR à T=3h. 
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2.2.3. Résultats quantitatifs : prises d’essais et pourcentages de dégradation 

Tableau VI. Récapitulatif des résultats quantitatifs des analyses de dégradation forcée de la Glimépiride et calcul des pourcentages de dégradation. 

Condition de 

dégradation
Température Temps de l'analyse Echantillon

Pesée en 

mg

Aire du pic de 

Glimépiride

Aire du pic de 

Sulfoglime

Σ des aires des 

autres impuretés 

détectées

% de Glimépiride % de Sulfoglime
Σ% des autres 

impurtés

% de 

dégradation 

non détectée

N° du 

Chromatogramme

Témoin MP 25,3 26563307 55110 0 99,79% 0,21% 0,00% 0,00% 4

Essai PF 1062,0 25785709 106300 0 99,59% 0,41% 0,00% 0,00% 6

Témoin MP 26,8 28103832 75876 0 99,88% 0,27% 0,00% 0,00% 9

Essai PF 1081,6 26403844 125630 0 100,54% 0,48% 0,00% 0,00% 10

Témoin MP 26,8 13839893 10121847 0 49,19% 35,97% 0,00% 14,84% 12

Essai PF 1081,6 18235431 5826586 0 69,44% 22,19% 0,00% 8,38% 13

Témoin MP 26,4 27706174 123359 0 99,96% 0,45% 0,00% 0,00% 16

Essai PF 1061,7 25562255 155200 0 99,16% 0,60% 0,00% 0,24% 17

Témoin MP 26,4 12623259 10972953 0 45,54% 39,59% 0,00% 14,87% 19

Essai PF 1061,7 15856275 7175645 0 61,51% 27,84% 0,00% 10,65% 20

Témoin MP 24,9 24137019 0 53644 92,33% 0,00% 0,21% 7,47% 23

Essai PF 1062,6 25723400 0 44617 99,70% 0,00% 0,17% 0,13% 24

Témoin MP 24,9 22783935 0 69921 87,15% 0,00% 0,27% 12,58% 26

Essai PF 1062,6 25237193 0 55164 97,82% 0,00% 0,21% 1,97% 27

Témoin MP 24,9 18724780 0 118179 71,62% 0,00% 0,45% 27,92% 29

Essai PF 1062,6 22266041 0 291924 86,30% 0,00% 1,13% 12,57% 30

Témoin MP 24,4 25046128 54463 0 97,77% 0,21% 0,00% 2,02% 39

Essai PF 1062,7 25830190 104825 0 100,11% 0,41% 0,00% 0,00% 40

Témoin MP 24,4 25188394 63036 22227 98,32% 0,25% 0,09% 1,35% 42

Essai PF 1062,7 25913802 108898 0 100,43% 0,42% 0,00% 0,00% 43

Témoin MP 24,4 25457209 66588 0 99,37% 0,26% 0,00% 0,37% 45

Essai PF 1062,7 26116340 117744 0 101,22% 0,46% 0,00% 0,00% 46

Témoin MP 25,6 26512073 48290 0 98,64% 0,18% 0,00% 1,18% 48

Essai PF 1063,0 25732845 98126 0 99,70% 0,38% 0,00% 0,00% 49

Témoin MP 25,6 17998858 5884730 82189 66,96% 21,89% 0,31% 10,84% 51

Essai PF 1063,0 9959526 10466842 48013 38,59% 40,55% 0,19% 20,67% 52

Témoin MP 25,1 25864098 73355 0 98,14% 0,28% 0,00% 1,58% 32

Essai PF 1062,6 8542267 3462246 334746 33,11% 13,42% 1,30% 52,17% 33

Témoin MP 25,1 26084165 44766 0 98,98% 0,17% 0,00% 0,85% 35

Essai PF 1062,6 25492055 122708 0 98,81% 0,48% 0,00% 0,72% 36

Hydrolyse Acide

T0

T=3h

Non dégradé T0

T0

T=3h

Hydrolyse Neutre

T0

T=3h

Dégradation 

Oxidative

Ambiante

Chauffage à 

Reflux

Chauffage à 

Reflux

Ambiante

Ambiante

Chauffage à 

Reflux

T0

T=3h

T=24h

Hydrolyse Basique

T0

T=3h

T=24h

Chaleur sèche ~ 105°C T0

Photodégradation Ambiante T0
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2.3. Validation analytique : 

2.3.1. Dosage du glimépiride par HPLC: 

2.3.1.1. Spécificité : 

Voir les Chromatogrammes 4, 5, 6, 53. 

2.3.1.2. Linéarité : 

Tableau VII. Résultats de la linéarité de la méthode du dosage de Glimépiride par HPLC. 

Solution 
% Théorique de 

Glimépiride 

Quantité pesée 

(théorique) de 

Glimépiride en mg 

(x) 

Quantité mesurée 

(expérimentale) de 

Glimépiride en mg 

(y) 

Témoin 1 70% 

17,7 17,825 

17,7 17,764 

17,7 17,785 

Témoin 2 85% 

22,3 22,301 

22,3 22,319 

22,3 22,445 

Témoin 3 100% 

26,9 26,855 

26,9 26,936 

26,9 27,086 

Témoin 4 115% 

29,4 29,554 

29,4 29,330 

29,4 29,337 

Témoin 5 130% 

34,1 34,102 

34,1 34,074 

34,1 34,099 

On établit la régression linéaire et l’analyse des résidus avec le logiciel 

Microsoft® Excel® version 2007. Les résultats obtenus sont les suivants : 
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Tableau VIII. Résultats de l'analyse de la régression linéaire pour l'étude la linéarité du dosage de Glimépiride. 

RAPPORT DÉTAILLÉ 
      Statistiques de la régression 

     Coefficient de détermination multiple 0,999919134 
     Coefficient de détermination R^2(**) 0,999838274 
     Coefficient de détermination R^2 0,999825833 
     Erreur-type 0,076941917 
     Observations 15 
     

       ANALYSE DE VARIANCE 
      

  Degré de liberté Somme des carrés Moyenne des carrés F 
Valeur critique de 

F 
 Régression 1 475,7935512 475,7935512 80369,7363 4,94002E-26 
 Résidus 13 0,076960762 0,005920059 

   Total 14 475,8705119       
 

       

  Coefficients Erreur-type Statistique t Probabilité 

Limite inférieure 
pour seuil de 

confiance = 95% 

Limite supérieure 
pour seuil de 

confiance = 95% 

Constante b (*) 0,197830609 0,093572862 2,11418785 0,05439248 -0,00432127 0,399982488 

Pente a (*) 0,993969941 0,003506122 283,4955667 4,94E-26 0,986395426 1,001544456 

(*) Pour une droite désignée par l’équation :   y=ax+b 

(**) : Cette valeur est celle du coefficient de corrélation linéaire rp², avec: 

xi : est dans notre cas la valeur individuelle de la quantité de Glimépiride 

pesée. 

yi : est la valeur individuelle de la quantité de Glimépiride mesurée 

(expérimentale). 

N : nombre d’observations (15).  
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Tableau IX. Résultats de l'analyse des résidus de la régression linéaire pour l'étude la linéarité du dosage 

de Glimépiride. 

ANALYSE DES RÉSIDUS 
 

   Observation Prévisions pour Y Résidus 
1 17,79109856 0,033901438 
2 17,79109856 -0,027598562 
3 17,79109856 -0,006098562 
4 22,36336029 -0,06286029 
5 22,36336029 -0,04436029 
6 22,36336029 0,08113971 
7 26,93562202 -0,080622018 
8 26,93562202 -0,000122018 
9 26,93562202 0,149877982 

10 29,42054687 0,13345313 
11 29,42054687 -0,09104687 
12 29,42054687 -0,08354687 
13 34,09220559 0,009794408 
14 34,09220559 -0,018205592 
15 34,09220559 0,006294408 

 

 

Figure 12. Courbe de tendance montrant la variation de la quantité de Glimépiride mesurée par notre 

méthode analytique en fonction de des quantités théoriques pesées. 
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Figure 13. Graphique montrant la répartition des résidus (différences) par rapport à la quantité de 

Glimépiride pesée. 

2.3.1.3. Exactitude : 

Tableau X. Résultats de l'étude de l'exactitude du dosage de glimépiride. 

Nombre 
d'essais 

Nombre de 
séries 

% Théorique de 
Glimépiride 

Pourcentages de 
recouvrements 

obtenus 

1 

1 70% 

100,0% 

2 101,0% 

3 101,8% 

4 

2 100% 

101,2% 

5 99,6% 

6 98,3% 

7 

3 130% 

99,7% 

8 100,2% 

9 99,2% 

  
Moyenne 100,1% 

  
CV% 1,08% 

 

2.3.1.4. Fidélité : 

Le coefficient de variation (CV) de fidélité intermédiaire est égal à 1.95%. 

Le CV de répétabilité est de 1.12%. 
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2.3.2. Dosage de la Sulfoglime par HPLC: 

2.3.2.1. Spécificité : 

 

Chromatogramme 53. Résultat de l'analyse du temoin de Sulfoglime. 

 

Spectre  33. Absorption UV de l'élément de l'analyse du témoin de Sulfoglime. 
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2.3.2.2. Limite de détection 

La limite de détection des impuretés inconnues déterminée lors de la 

validation analytique est de 0.02%. 

La limite de détection du Sulfoglime déterminée lors de la validation 

analytique est de 0.01%. 

 

2.3.2.3. Limite de Quantification 

La limite de quantification correspond à 3,33 fois la limite de détection. 

Elle est estimée, donc, à environs : 

 0.08% pour les impuretés inconnues. 

 0.04% pour la sulfoglime. 

 

2.3.2.4. Linéarité du dosage de Sulfoglime : 

Cinq concentrations réparties sur l’intervalle d’étude [0,05% à 2,0% de la 

teneur théorique de sulfoglime] ont été préparées selon la méthode de validation 

citée auparavant. Chaque concentration a été injectée trois fois : 
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Tableau XI. Résultats de la linéarité de la méthode du dosage de Sulfoglime par HPLC. 

Solution 
% Théorique de 

Glimépiride 

Quantité théorique 

de Sulfoglime en 

mg (x) 

Quantité mesurée 

(expérimentale) de 

Sulfoglime en mg (y) 

Témoin 1 0,05% 

0,0001 0,000088 

0,0001 0,0000895 

0,0001 0,0000871 

Témoin 2 0,50% 

0,0013 0,00119654 

0,0013 0,0012018 

0,0013 0,0012092 

Témoin 3 1,00% 

0,0026 0,0024928 

0,0026 0,0025039 

0,0026 0,002519 

Témoin 4 1,50% 

0,0036 0,0035828 

0,0036 0,0035954 

0,0036 0,0036087 

Témoin 5 2,00% 

0,0049 0,00486993 

0,0049 0,0048177 

0,0049 0,0048388 

 

 

On établit la régression linéaire et l’analyse des résidus avec le logiciel 

Microsoft® Excel® version 2007. Les résultats obtenus sont les suivants : 
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Tableau XII.Résultats de l'analyse de la régression linéaire pour l'étude la linéarité du dosage de Sulfoglime. 

RAPPORT DÉTAILLÉ 
      Statistiques de la régression 

     Coefficient de détermination multiple 0,99969947 
     Coefficient de détermination R^2 0,99939903 

     Coefficient de détermination R^2 0,9993528 
     Erreur-type 4,4335E-05 
     Observations 15 
     

       ANALYSE DE VARIANCE 
      

  
Degré de 

liberté 
Somme des 

carrés 
Moyenne des 

carrés F 
Valeur critique de 

F 
 Régression 1 4,2493E-05 4,2493E-05 21618,5841 2,50782E-22 
 Résidus 13 2,5553E-08 1,9656E-09 

   Total 14 4,2519E-05       
 

       

  Coefficients Erreur-type Statistique t Probabilité 

Limite inférieure 
pour seuil de 

confiance = 95% 

Limite supérieure 
pour seuil de 

confiance = 95% 

Constante b -5,1895E-05 2,049E-05 -2,53272545 0,02499586 -9,616E-05 -7,62947E-06 

Pente a 0,9994532 0,00679749 147,032595 2,5078E-22 0,984768109 1,014138295 
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Tableau XIII. Résultats de l'analyse des résidus de la régression linéaire pour l'étude la linéarité du 

dosage de Sulfoglime. 

ANALYSE DES RÉSIDUS 
  

   Observation Prévisions pour Y Résidus 

1 4,80506E-05 3,99494E-05 

2 4,80506E-05 4,13994E-05 

3 4,80506E-05 3,89994E-05 

4 0,001247394 -5,08504E-05 

5 0,001247394 -4,55944E-05 

6 0,001247394 -3,81944E-05 

7 0,002546684 -5,38836E-05 

8 0,002546684 -4,27836E-05 

9 0,002546684 -2,76836E-05 

10 0,003546137 3,66632E-05 

11 0,003546137 4,92632E-05 

12 0,003546137 6,25632E-05 

13 0,004845426 2,4504E-05 

14 0,004845426 -2,7726E-05 

15 0,004845426 -6,62595E-06 

 

 

Figure 14. Courbe de tendance montrant la variation de la quantité de Sulfoglime mesurée par notre 

méthode analytique en fonction de des quantités théoriques pesées. 
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Figure 15. Graphique montrant la répartition des résidus (différences) par rapport à la quantité de 

Sulfoglime pesée. 

 

2.3.2.5. Exactitude du dosage de Sulfoglime : 

Tableau XIV. Résultats de l'étude de l'exactitude du dosage deSulfoglime 

Nombre 
d'essais 

Nombre de 
séries 

% Théorique de 
Sulfoglime 

Pourcentages de 
recouvrement 

obtenus 

1 

1 0.05% 

88,0 

2 89,5 

3 87,1 

4 

2 1.00% 

95,9 

5 96,3 

6 96,9 

7 

3 2.00% 

99,4 

8 98,3 

9 98,8 

  
Moyenne 94,45 

  
CV% 5,17% 

 

 

 

-0,0001

-0,00005

0

0,00005

0,0001

0,0000 0,0010 0,0020 0,0030 0,0040 0,0050 0,0060R
é

si
d

u
s 

Quantité de Sulfoglime pesée 

Graphique des résidus 



Tests de Stress et dosage des produits de dégradation| Partie Pratique | Discussion 

117 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Discussion 
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Les résultats des études de dégradation forcée montrent que le glimépiride 

est une molécule instable dans les conditions hydrolytiques. Cette instabilité 

devient accrue dans le milieu acide et sous l’effet de la chaleur, spécialement 

pour la matière première. Le PF confère, relativement, plus de stabilité à la 

molécule vis à vis des conditions hydrolytiques dans les différents pH selon les 

résultats obtenus dans les tests d’hydrolyse neutre, acide et basique. Concernant 

la dégradation oxydative, les tests indiquent une certaine stabilité de la molécule 

vis-à-vis de l’effet du peroxyde d’hydrogène quand la réaction n’est pas induite 

par la chaleur. Mais d’après les résultats du test de dégradation oxydative sous 

chauffage à reflux, la molécule devient beaucoup plus sensible à l’effet de 

dégradation autant dans l’état de matière première que dans l’état du produit 

fini. Nous constatons aussi que le glimépiride est pratiquement stable sous 

l’effet de la photodégradation à la lumière du soleil. Le glimépiride à l’état MP 

est aussi stable sous l’effet de la chaleur sèche. Cependant, le PF est très instable 

sous cet effet et le test engendre une dégradation qui dépasse largement les 30%. 

Le produit de dégradation majeur est le sulfoglime (Glimépiride 

sulphonamide) qui est aussi une impureté de synthèse du glimépiride. Les 

proportions des autres impuretés de dégradation détectées ne sont pratiquement 

pas significatives à l’exception du cas de l’hydrolyse basique, mais les taux des 

dégradations non détectés par notre méthode deviennent importants dans les 

tests d’hydrolyse neutre, acide et basique, mais aussi dans le test de la 

dégradation oxydative et le test de la chaleur sèche pour le PF. Cependant, en 

établissant le bilan massique, nous avons pu calculer mathématiquement certains 

de ces taux. (Cf. Tableau VI) 

 

Comme il a été précis dans son introduction, cette étude pratique a atteint 

ce qu’elle avait fixé comme objectif, à savoir, de quérir des informations à 
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propos du comportement du Glimépiride, aussi bien à l’état de MP qu’à l’état de 

PF, en exposant les échantillons à différent types de stress : photodégradation, 

dégradation oxydative, haute température et hydrolyse neutre, acide et basique. 

Ces informations viennent dans le cadre de la validation du processus industriel, 

pour former l’assise sur laquelle nous allons déterminer les points d’intervention 

au niveau de la ligne du développement pour garantir une durée de vie maximal 

pour le produit. 

 

La méthodologie générale du travail pratique est appliquée selon la 

technique contrôle qualité du Glimépiride 4mg extraite du DMF de la MP, 

rédigée et vérifiée par les analystes de validation et approuvée par le Directeur 

Contrôle Qualité du laboratoire hôte. Cette technique est une amélioration de la 

méthodologie proposée par la pharmacopée européenne pour le dosage de 

glimépiride. 

Seule l’impureté B (Sulfoglime ou Glimépiride sulphonamide) est prise en 

considération au niveau du DMF pour la validation du dosage des substances 

apparentées et pour les tests de stress. Néanmoins, nous avons préparé des 

échantillons de l’impureté A et de l’impureté D (les impuretés mentionnée au 

niveau de la monographie du glimépiride dans la technique du dosage des 

substances apparentées). Ceci dans le seul but d’alimenter la bibliothèque du 

système informatique de traitement des données chromatographiques par les 

spectres UV de ces substances. Les spectres UV du glimépiride et du sulfoglime 

ont été répertoriés lors de la validation analytique réalisée au préalable par les 

analystes du laboratoire. 

3.1. Ajustement de la méthode 

La méthode de dégradation forcée proposée sur le DMF a été ajustée en 

fonction des exigences expérimentales rencontrées. Pour les tests d’hydrolyse 
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neutre, acide et oxydative, il a été impossible de dissoudre 100mg de glimépiride 

dans 50mL du mélange (eau, HCl 0.5N ou H2O2)/THF 50:50 V:V. La 

diminution au ¼ de la quantité de glimépiride proposé s’est avéré efficace. Les 

résultats obtenus en appliquant la méthode ajustée ont été significatifs. 

Concernant l’hydrolyse basique, à part l’impossibilité de dissoudre 100mg de 

glimépiride dans 50 mL du mélange KOH 0.25/THF 50 :50 V :V. Le solvant de 

dissolution composé par ce mélange a présenté un aspect non homogène ce qui a 

imposé l’ajustement de cette méthode. 

A premier abord, nous avons procédé à la diminution de la quantité de 

glimépiride au ¼, ce qui nous a permis d’obtenir une bonne dissolution de 

l’échantillon dans le solvant basique. Cependant, le résultat (Chromatogramme 1) 

obtenu a montré un pic de glimépiride pur mais asymétrique (facteur de symétrie 

égal à 1.518 > 1.5). Nous savons d’après la pharmacopée et d’après la structure 

chimique du glimépiride que cette molécule présente le phénomène de 

polymorphisme. Ce résultat obtenu est peut être dû à l’existence de deux formes 

de glimépiride en équilibre dans la solution dont les temps de rétention sont très 

approché, ce qui cause une fusion de deux pics croisés ou peut être aussi à 

l’aspect non homogène du solvant (miscibilité partielle entre les deux 

composants). 

Nous avons, ensuite, augmenté la concentration de KOH à 0.5N et modifié 

les proportions des composants du solvant jusqu’à obtention d’une miscibilité 

parfaite et ainsi d’un aspect clair et homogène du solvant. La quantité de 

glimépiride a été bien dissoute dans le solvant, les résultats (Cf. paragraphe 

2.2.2.5) ont montré que le pic redevient symétrique, et les proportions de 

dégradation ont été significatives.  

Le changement de la masse de glimépiride à peser à 25mg a été appliqué 

dans le reste des conditions de stress. 
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3.2. Phase mobile et échantillons non dégradés 

Le Chromatogramme 2 montre que le bruit causé par les composantes de la 

phase mobile lors de l’analyse est négligeable, et que la ligne de base est droite 

et ne présente aucun pic. 

Sur le Chromatogramme 3, on constate la présence d’un pic dont le temps de 

rétention est de 5.6 min, ce pic est présent sur tous les chromatogramme ou le 

solvant de dissolution est composé de Méthanol/Acétonitrile 50 :50 V :V. La 

ligne de base n’apparait pas droite à cause de l’échelle très agrandie au niveau 

de l’axe des absorbances (AU) sur le chromatogramme. Dans l’échelle normale 

(comme le montrent les chromatogrammes suivants) la ligne de base est droite et 

parfaitement horizontale, et le bruit engendré par le solvant et la phase mobile 

est négligeable à partir de la 4
ème

 minute du Temps de rétention (Tr) à 

l’exception du pic du solvant à Trsolvant= 5.6 min. 

L’analyse du témoin non dégradé (Chromatogramme 4) montre un pic pur de 

glimépiride à Tr = 7.5min (% de l’aire du pic=99.79%) et d’un petit pic impur 

de sulfoglime (Tr= 4.1min ; % de l’aire du pic = 0.21%). Ce dernier étant une 

impureté de synthèse, on le trouve aussi sur les standards de référence 

fraîchement préparés. La matière première est conforme à la pharmacopée 

lorsque la proportion de sulfoglime est inférieure à 0.40% par rapport à la 

quantité totale de glimépiride. 

L’analyse du placebo (Chromatogramme 5) ne présente aucun pic à partir de 

Tr=4 min. 

L’analyse de l’essai dégradé (Chromatogramme 6) présente un aspect 

semblable à celui du témoin à partir de la 4
ème

 min de Tr. Le pourcentage de 

sulfoglime est de 0.4% ce qui est à la limite du critère de conformité. 

3.3. Tests de stress 

3.3.1.1. Hydrolyse neutre 
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Le blanc eau/THF présente un pic à Tr=4.49min. (Chromatogramme 7) 

Le placebo dégradé en milieu neutre à T0 montre un pic à Tr=8.8min en 

plus du pic de son solvant de dissolution (Chromatogramme 8). Ces deux pics ne 

seront pas tenus en compte lors du calcul du pourcentage de dégradation. 

 

La dégradation neutre (pages 61, 65) montre, une dégradation accrue du 

témoin et donne deux pic purs de glimépiride et de sulfoglime à T=3h. Le taux 

de glimépiride diminue de moitié (jusqu’à atteindre 49,19%) avec une nette 

augmentation du taux de sulfoglime (35.97%) avec 14.84% de dégradation non 

détectée. Aucune autre impureté n’est au dessus de 0.10%. Le même phénomène 

s’est déroulé pour l’essai dégradé mais de façon moins drastique. D’ailleurs le 

pourcentage de dégradation a été de 30,1% qui est la limite optimale pour 

l’étude du stress testing. D’après ces résultats, on peut déduire que l’hydrolyse 

aqueuse favorise la transformation du glimépiride en sulfoglime par 

clivage. Le sulfoglime étant le dernier précurseur de la synthèse réagissant avec 

le trans-methylcyclohexyl isocynate pour former le glimépiride.
 38

 

La réaction de clivage est donc (comme indiquée sur le DMF) :
 5  

                                                                          

                                          (A) 

Le trans-méthylcyclohexylamine (t-MCA) ne peut être détecté à cause de 

l’absence de structure qui absorbe dans les longueurs d’ondes UV dans la 

molécule. Cependant en se basant sur de la formation équimolaire du 

sulfoglime, CO2 et le t-MCA, et la relation de proportionalité linéaire entre la 

quantité de matière formée et son taux en pourcentage, les taux du CO2 et du t-

MCA seront calculés à partir du taux de sulfoglime formé en fonction de leurs 

masses moléculaires : 
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Ainsi on calcule la fraction qui manque pour établir le bilan 

massique.(Tableau XV) 

Tableau XV. Tableau de test du bilan massique pour le témoin dégradé par hydrolyse neutre à T=3h 

Elément TD 3h/110 °C 

Σ des % des autres impuretés détectées 0% 

%sulfoglime (expérimental) 35.97% 

%CO2 (calculé) 4,50% 

%t-MCA (calculé) 11,59% 

%Glimépiride théorique = 100%-somme des % des impuretés 47,94% 

%glimépiride (expérimental) 49.19% 

% de dégradation non détectée = AMBD (Tableau VI) 14,84% 

Nous remarquons qu’il n’y a pas de différence significative entre la 

quantité de glimépiride calculée théoriquement à partir de la somme des taux de 

sulfoglime, CO2 et t-MCA et le taux de glimépiride obtenu expérimentalement 

(Tableau VI). Mais aussi : %Dégradation non détectée ~ %CO2+%t-MCA 

On déduit donc que la sommation mathématique basé sur le schéma de 

dégradation mentionné  dans l’équation (A) correspond à la fraction manquante 

du bilan massique (dégradation non détectée). 

 

En suivant le même algorithme, on arrive aux mêmes déductions pour 

l’essai dégradé par hydrolyse neutre à T=3h : 
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Tableau XVI. Tableau de test du bilan massique pour l’essai dégradé par hydrolyse neutre à T=3h. 

Elément TD 3h/110 °C 

Σ des % des autres impuretés détectées 0% 

%sulfoglime (expérimental) 22,19% 

%CO2 (calculé) 2,78% 

%t-MCA (calculé) 7,15% 

%Glimépiride théorique = 100%-somme des % des impuretés 67,88% 

%glimépiride (expérimental) 69,44% 

% de dégradation non détectée=AMBD (Tableau VI) 8,38% 

De même %glimépiride théorique ~ %glimépiride (expérimental) 

Et  AMBD~ %CO2  +  %t-MCA 

 

On peut enfin déduire que la formulation du PF protège relativement la 

molécule de glimépiride une certaine stabilité vis-à-vis de l’hydrolyse aqueuse. 

 

3.3.1.2. Hydrolyse acide 

Le produit de dégradation majeur obtenu par le test de stress par hydrolyse 

acide est le sulfoglime qui dépasse le taux de 40% pour le témoin dégradé à 

T=3h, 25% pour l’essai dégradé (pages 66-72). 

Le schéma réactionnel explicité par l’équation (A) (Cf. paragraphe 3.3.1.1) 

se reproduit dans l’hydrolyse acide. L’acidité induit la réaction de façon a plus 

orienter la dégradation vers la formation du sulfoglime : 
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Tableau XVII. Tableau de test du bilan massique pour le témoin dégradé par hydrolyse acide à T=3h. 

Elément TD 3h/110 °C 

Σ des % des autres impuretés détectées 0% 

%sulfoglime (expérimental) 39,59% 

%CO2 (calculé) 4,96% 

%t-MCA (calculé) 12,75% 

%Glimépiride théorique = 100%-somme des % des impuretés 42,70% 

%glimépiride (expérimental) 45,54% 

% de dégradation non détectée=AMBD (Tableau VI) 14,87% 

%glimépiride théorique ~ %glimépiride (expérimental) 

Et  AMBD~ %CO2  +  %t-MCA 

De même pour l’essai dégradé : 

Tableau XVIII. Tableau de test du bilan massique pour l'essai dégradé par hydrolyse acide à T=3h. 

Elément TD 3h/110 °C 

Σ des % des autres impuretés détectées 0% 

%sulfoglime (expérimental) 27,84% 

%CO2 (calculé) 3,49% 

%t-MCA (calculé) 8,97% 

%Glimépiride théorique = 100%-somme des % des impuretés 59,70% 

%glimépiride (expérimental) 61,51% 

% de dégradation non détectée=AMBD (Tableau VI) 10,65% 

 

On déduit donc que la sommation mathématique basé sur le schéma de 

dégradation mentionné  dans l’équation (A) correspond à la fraction manquante 

du bilan massique (dégradation non détectée). 
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On peut aussi déduire que la formulation du PF protège relativement la 

molécule de glimépiride vis-à-vis de l’hydrolyse acide. 

 

3.3.1.3. Hydrolyse basique 

Le produit de dégradation majeur détecté au cours de l’hydrolyse basique 

est une impureté inconnue située à T~4.5min (pages 73-81). Nous remarquons 

que la dégradation du témoin commence immédiatement à T0 avec un taux de 

glimépiride de 92,33%. 

Pour les témoins (à T0,3h et 24h), le pic de l’impureté n’est  pas reconnu. Pour 

les essais, le pic de l’impureté inconnue est étiqueté en tant que sulfoglime à 

cause de son Tr très proche de celui du sulfoglime dans les autres essais. 

Néanmoins, le pic est impur et son spectre UV est différent de celui du 

sulfoglime obtenu dans les différents autres essais. Ce qui pousse à déduire qu’il 

s’agit d’un problème d’intégration de la surface du pic. D’autant plus si l’on sait 

que le milieu basique inhibe la formation du sulfoglime à partir du glimépiride, 

car c’est une réaction qui nécessite la présence de H
+
 pour se dérouler.

 5
 

Tableau XIX. Tableau de test du bilan massique pour le témoin dégradé par hydrolyse basique à T=3h et 

à T=24h. 

Elément 3h 24h 

%sulfoglime (expérimental) 0% 0% 

Σ des % des autres impuretés détectées (Tr=4.5) 0,27% 0,45% 

%Glimépiride théorique = 100%-somme des % des impuretés 99,73% 99,55% 

%glimépiride (expérimental) 87,15% 71,62% 

%Glimépiride théorique - %glimépiride (expérimental) 12,58% 27,93% 

% de dégradation non détectée=AMBD (Tableau VI) 12,58% 27,92% 

%Glimépiride théorique - %glimépiride (expérimental) = % de 

dégradation non détectée 
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Nous constatons qu’il y a une quantité de la matière formée lors du test qui 

n’est pas détecté correspondant à une perte de plus de 10% à 3h de réaction, et 

qui augmente à environs 30% après 24h. Nous constatons aussi que cette 

quantité de matière non détectée correspond à la différence entre le taux de 

glimépiride théorique et le taux de glimépiride expérimental. On déduit, donc, 

que cette perte est composée d’une ou de plusieurs impuretés de dégradation du 

glimépiride sous l’effet de l’hydrolyse basique et que ces impuretés ne peuvent 

être détectée par notre méthode pour les éventuelle raisons suivantes : 

- Dans le cas où ces nouvelles structures contiennent des groupements 

chromophore, deux hypothèses se posent: 

o Soit la méthodologie générale de notre travail ne permet pas de 

détecter ces nouvelles impuretés de manière spécifique : le couple 

phase mobile/solvant ne permet pas son élution, ou la colonne 

n’est pas convenable pour ce faire (Temps de rétention supérieur 

à 30 min ou inférieur à 4min). 

o Soit la longueur d’onde d’extraction du chromatogramme n’est 

pas adéquate au spectre d’absorption de ces structures. 

o Soit on devrait soupçonner un problème technique dans le 

détecteur UV/Visible. 

- Dans le cas où ces nouvelles structures n’absorbent pas en UV : il se 

peut que la condition de stress appliquée dégrade les impuretés de 

dégradation obtenues avant qu’elles ne soient analysées vers des 

composants indétectables par spectroscopie UV.  

Dans tous les cas, un couplage HPLC-PDA-MS s’avère d’une utilité pour 

élucider cette perte. 
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Tableau XX. Tableau de test du bilan massique pour l'essai dégradé par hydrolyse basique à T=3h et à 

T=24h. 

Elément 3h 24h 

%sulfoglime (expérimental) 0% 0% 

Σ des % des autres impuretés détectées (Tr=4.5min) 0.21% 1.13% 

%Glimépiride théorique = 100%-somme des % des impuretés 99,79% 98,87% 

%glimépiride (expérimental) 97.82% 86.30% 

%Glimépiride théorique - %glimépiride (expérimental) 1,97% 12,57% 

% de dégradation non détectée=AMBD (Tableau VI) 1.97% 12.57% 

%Glimépiride théorique - %glimépiride (expérimental) = AMBD 

Les mêmes constatations et déduction faite pour le témoin dégradé en 

milieu basique peuvent être conclues dans le cas de l’essai dégradé. A signaler 

que ces résultats prouvent aussi que la formulation du produit fini protège la 

molécule de glimépiride de la dégradation par hydrolyse basique. 

 

3.3.1.4. Dégradation oxydative 

Les résultats obtenus (pages 90-105) montrent que le glimépiride est 

relativement stable dans les conditions d’oxydation avec une très petite 

augmentation des impuretés après 24h en solution avec le peroxyde 

d’hydrogène. Cependant, quand la solution est chauffée à 110°C sous reflux 

pendant 3 heures, nous obtenons une dégradation importante, ayant comme 

produit de dégradation essentiel le sulfoglime. 

Puisque la Mass Balance n’est visiblement pas équilibrée dans le deuxième 

cas (chauffage à reflux) (voir Tableau VI), on procède à la méthode de calcul 

appliquée dans le schéma réactionnel de formation du sulfoglime à partir du 

glimépiride (équation (A)). 
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Tableau XXI. Tableau de test du bilan massique pour le témoin dégradé par oxydation à T=3h. 

Elément TD 3h/110 °C 

Σ des % des autres impuretés détectées (Tr=5.3min) 0,31% 

%sulfoglime (expérimental) 21,89% 

%CO2 (calculé) 2,74% 

%t-MCA (calculé) 7,05% 

%Glimépiride théorique = 100%-somme des % des impuretés 68,01% 

%glimépiride (expérimental) 66,96% 

% de dégradation non détectée=AMBD(Tableau VI) 10,84% 

%glimépiride théorique ~ %glimépiride (expérimental) 

Et  AMBD ~ %CO2  +  %t-MCA 

De même pour l’essai dégradé : 

Tableau XXII.Tableau de test du bilan massique pour l'essai dégradé par oxydation à T=3h. 

Elément TD 3h/110 °C 

Σ des % des autres impuretés détectées (Tr=5.3min) 0,19% 

%sulfoglime (expérimental) 40,55% 

%CO2 (calculé) 5,08% 

%t-MCA (calculé) 13,06% 

%Glimépiride théorique = 100%-somme des % des impuretés 41,12% 

%glimépiride (expérimental) 38,59 

% de dégradation non détectée=AMBD(Tableau VI) 20,67% 

%glimépiride théorique ~ %glimépiride (expérimental) 

Et  AMBD~ %CO2  +  %t-MCA 
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On déduit donc que la sommation mathématique basé sur le schéma de 

dégradation mentionné  dans l’équation (A) correspond à la fraction manquante 

du bilan massique (dégradation non détectée). 

On déduit aussi que la formulation du PF fragilise relativement la molécule 

de glimépiride en induisant ou facilitant son oxydation. 

3.3.1.5. Chaleur sèche 

Les résultats obtenus (pages 85-87) montrent que le glimépiride est stable à 

l’état de matière première quand il est exposé à une haute température pendant 

15 jours. A T=15 jours nous remarquons une augmentation minime et non 

significative du sulfoglime. 

Contrairement à la MP, les résultats de l’analyse du PF dégradé à la chaleur 

sèche montre une dégradation considérable du glimépiride à T=15jours, et une 

formation de plusieurs impuretés inconnues en plus du sulfoglime comme 

impureté majeure de dégradation dans ces conditions et un pourcentage 

intéressant de dégradation non détectée (fraction manquante dans la Mass 

Balance). Les impuretés inconnues formées sont situées à : 

Tr1= 4.5min (0.68%) ; Tr2= 8.9 min (0.31%); Tr3= 14.7min (0.30%) 

Nous remarquons que les impuretés formées sont celles trouvée dans les 

conditions basiques et acides en plus de nouvelles fractions inconnues. 

La réaction de la formation du sulfoglime à partir du glimépiride est 

(l’équation (A)): 

                                         

Nous tenterons ainsi de définir la fraction de CO2 et du t-MCA selon le 

principe de la formation équimolaire du sulfoglime, du CO2 et du t-MCA : 
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Tableau XXIII. Tableau de test du bilan massique pour l'essai dégradé par chaleur sèche à T=15 jours. 

Elément TD 3h/110 °C 

Σ des % des autres impuretés détectées 1,30% 

%sulfoglime (expérimental) 13,42% 

%CO2 (calculé) 1,68% 

%t-MCA (calculé) 4,32% 

%Glimépiride théorique = 100%-somme des % des impuretés 79,28% 

%glimépiride (expérimental) 33,11% 

% de dégradation non détectée (Tableau VI) 52,17% 

%Glimépiride théorique - %glimépiride (expérimental) = AMBD =% 

de dégradation non détectée – (%CO2+%t-MCA) = 46,17% (de perte) 

 

Comme lors de l’analyse des résultats de dégradation en milieu basique, 

nous remarquons que la Mass Balance reste déséquilibrée à cause d’une perte de 

matière non détectée par notre méthode. 

Un couplage HPLC-PDA/HPLC-MS s’avère d’une utilité pour élucider 

cette perte. (Voir le raisonnement et les hypothèses proposées en page 127) 

Nous concluons aussi que la formulation du PF fragilise la molécule de 

Glimépiride vis-à-vis de la haute température, un ou plusieurs excipients 

induiraient peut être des réactions de dégradation par hydrolyse ou oxydation 

avec le principe actif. 

3.3.1.6. Photodégradation 

Il n’y a pas de changement significatif dans le profile des impuretés du 

glimépiride dégradé (MP ou PF) à T=15jours par rapport au profiles des 

échantillons non dégradés. La lumière n’affecte pas, donc, la stabilité du 
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glimépiride. Il n’est donc pas nécessaire d’inclure des notes à propos des 

conditions du stockage à ce propos. 

 

3.4. Validation Analytique : 

3.4.1. Dosage du glimépiride par HPLC 

3.4.1.1. Spécificité : 

Le témoin de glimépiride et l’essai présentent le même profile du 

chromatogramme. 

Pas d’interférence entre le pic de glimépiride et le pic de sulfoglime. 

Le placebo ne présente aucun pic dans le temps de rétention du glimépiride. 

On conclut, donc, que la spécificité de la méthode est satisfaisante. 

3.4.1.2. Linéarité 

La méthode du dosage de glimépiride est linéaire, elle est validée par un 

coefficient de corrélation de 0.9998 et un histogramme de résidus petits et 

aléatoires. La droite y = 0,994x + 0,1978 passe par l’origine. 

3.4.1.3. Exactitude 

La méthode de dosage de glimépiride par HPLC est exacte, elle est validée 

par un pourcentage de recouvrement moyen de 100,1% et un CV% de 1.09% 

(inférieur à 2%). 

3.4.1.4. Fidélité 

La méthode de dosage de glimépiride par HPLC est fidèle, elle est validée 

par un CV de fidélité intermédiaire de 1.95% (inférieur à 2%) et un CV de 

répétabilité de 1,12%. 

 

3.4.2. Dosage du sulfoglime par HPLC 

3.4.2.1. Spécificité 



Tests de Stress et dosage des produits de dégradation| Partie Pratique | Discussion 

133 

Le témoin de glimépiride et l’essai présentent le même profil de 

chromatogramme. 

Les temps de rétention du sulfoglime et du glimépiride montrent une bonne 

sélectivité. 

Le placebo ne présente aucun pic ni dans le temps de rétention de 

glimépiride ni dans celui du sulfoglime. 

La spécificité de la méthode est donc satisfaisante. 

3.4.2.2. Linéarité 

La méthode du dosage de sulfoglime est linéaire, elle est validée par un 

coefficient de corrélation de 0.9994 et un histogramme de résidus petits et 

aléatoires. La droite y = 0,9995x – 5e
-05

 passe par l’origine. 

3.4.2.3. Exactitude 

La méthode de dosage de sulfoglime par HPLC est exacte, elle est validée 

par un pourcentage de recouvrement moyen de 94,45% et un CV% de 5.17%. 
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Ces différentes études nous ont permis d’avoir une idée claire sur le 

comportement chimique du glimépiride dans les conditions de stress. 

Il s’agit d’une molécule stable vis-à-vis de l’effet de la lumière. Il n’est 

donc pas nécessaire d’utiliser un conditionnement spécial pour la protection 

contre l’effet de la lumière ni de préciser, à ce propos, des conditions spéciales 

de stockage. Cette conclusion devra être confirmée par une étude de 

photostabilité selon les spécifications de l’ICH-Q1B.
 11

 

Le glimépiride est très sensible à l’hydrolyse sous l’effet de la chaleur à 

l’état de MP et la formulation du PF garantie plus de résistance à ce niveau. 

Cette molécule présente aussi une résistance vis-à-vis de l’exposition à de 

hautes températures pendant de longues durées quand elle est à l’état de matière 

première. Cette propriété est, par contre, perdue au passage au PF. 

La même chose est constatée concernant le comportement de la molécule 

au PF vis-à-vis de la dégradation oxydative induite par une haute température. 

Ceci est peut être dû à l’effet catalytique de l’oxydation que présente certains 

excipients utilisées dans la formulation de ce produit comme le stéarate de 

Magnésium qui, comme d’autres ions métalliques présents dans les formulations 

en état de traces, est connu par l’accélération de l’oxydation des substances 

actives,
 43

 surtout en la présence du PVP (polyvinyl pyrrolidone) dans la 

formule, substance contenant des taux considérables de peroxydes résiduels.
 44

  

L’introduction d’antioxydant dans la formulation peut s’avérer être une bonne 

stratégie pour la stabilisation de la molécule.
 43

 

Le glimépiride présente, quand même, une certaine résistance à l’oxydation 

à la température ambiante. On peut donc postuler que les conditions de stockage 

du PF devraient prendre en considération ces données. Une limitation de la 

température des entrepôts devrait être instaurée pour minimiser les risques de 
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catalyse des réactions d’oxydation entre les peroxydes résiduels et le principe 

actif en la présence des ions de Mg. 

Le produit de dégradation majeur décelé par cette méthode est le 

sulfoglime. Mais d’autres schémas de dégradation existent dans les conditions 

d’hydrolyse basique. 5 

Notre méthode n’a pas été capable de mettre en évidence de manière 

analytique certains des produits de dégradation, comme les impuretés inconnues 

engendrées par les conditions de stress en milieu basique, ou de la t-MCA. D’où 

l’intérêt d’instaurer de nouvelles méthodes de détection, comme le couplage 

avec la spectroscopie de masse (MS) ou la résonnance magnétique nucléaire 

(NMR) pour la détermination de ces composés. 

Cependant, grâce aux principes du bilan massique et de la formation 

équimolaire des produits de dégradation, nous avons pu calculer les proportions 

du t-MCA, produit de dégradation relié à la formation du sulfoglime à partir du 

glimépiride et qui ne peut être détecté par les méthodes d’HPLC 

conventionnelles.  

 

Les tests de stress interviennent à toutes les phases du développement d’un 

produit et permettent un gain de temps et de ressources pour garantir plus 

d’innocuité et de stabilité aux produits pharmaceutiques. Les améliorations 

proposées fournissent une idée claire sur la stabilité et la fragilité de la molécule 

étudiée et indiquent les modifications à porter au niveau de la formulation, des 

méthodes d’analyse et des conditions de stockage optimales garantissant plus de 

qualité et de sécurité pour le patient.  
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Annexe I. Protocole générale pour la réalisation des tests de stress pour la matière première et le 

produit fini. 
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Annexe II. Rapport du suivi de la Température lors de l'étude du test de stress à la chaleur sèche. 

 

 

 



 

 

Résumé 
 

Les tests de stress sont l’outil majeur à utiliser dans les buts de prévenir les 

problèmes de stabilité et d’identifier les produits et les schémas de dégradation 

au sein des produits pharmaceutiques. Ainsi, fournir des informations 

importantes pour le développement de formulations plus stable et qui 

garantissent plus d’innocuité, de qualité et d’efficacité pour le patient. 

 

Le glimépiride est une molécule hypoglycémiante moderne qui appartient 

au groupe des dérivés de la sulfonylurée et qui est très utilisée dans le traitement 

du diabète non insulino dépendant. 

 

Aucune étude de tests de stress effectuée sur le produit fini de glimépiride 

(Glimépiride 4mg) n’a été publiée. Le but de ce travail est d’étudier le 

comportement de cette molécule, à l’état de matière première et à l’état de 

produit fini, sous l’effet de différents types de stress (hydrolyse acide, neutre et 

basique, dégradation oxydative, thermolyse et photodégradation). 

 

Cette étude nous a permis de définir les profils de dégradation de la matière 

première de glimépiride et de noter les avantages et les inconvénients qu’apporte 

la formulation du produit fini à la stabilité de cette molécule. Aussi, de souligner 

les marges des éventuelles améliorations à apporter dans le développement 

pharmaceutique du produit fini. 



 

 

Abstract 
 

 

Stress testing is the main tool used to prevent stability problems and 

identify degradation products and pathways in pharmaceutical products. Thus, it 

provides important information for the development of stable formulations 

ensuring more safety, quality and efficiency to the patient. 

 

Glimepiride is a modern hypoglycemic molecule that belongs to 

sulfonylurea derivates group and it’s widely used in the treatment of Type 2 

Diabetes Mellitus. 

 

No studies of stress testing performed on the drug product of glimepiride 

(Glimepiride 4mg) were published yet. The aim of this work is, then, to study 

the behavior of this molecule in both its drug substance and drug product forms, 

under the effect of different types of stress (acid, neutral and basic hydrolysis, 

oxidative degradation, thermolysis and photodegradation). 

 

This study allowed us to define the degradation profiles of the drug 

substance of glimepiride and note the molecule stability related advantages and 

disadvantages brought by the formulation of the drug product. Also highlight the 

margins of possible improvements in the pharmaceutical development line of the 

finished product. 



 

 

 ملخص

 

 

الأداة اٌفؼبٌت واٌشئٍسٍت ٌٍىلبٌت ِٓ ِشبوً اسخمشاس حشوٍب  حؼخبش اخخببساث اٌخحًٍ اٌمسشي

اٌّسخحضشاث اٌصٍذلأٍت، ووزا اٌخؼشف ػٍى ِٕخجبث ححًٍ ِىىٔبث هزٖ اٌّسخحضشاث ووٍفٍت حىىْ هزٖ 

إٌّخجبث. هزٖ الاخخببساث حّٕحٕب بزٌه ِؼٍىِبث ِهّت لأجً حطىٌش حشوٍببث أوثش اسخمشاسا وحضّٓ 

 ػٍٍت أفضً ٌٍّشٌط.ِؼبٌٍش أِبْ وجىدة وفب

 

اٌغٍٍٍّبٍشاٌذ هً جزٌئت حذٌثت حخفط ِسخىٌبث اٌسىش فً اٌذَ وحٕخًّ ٌٍّجّىػت اٌىٍٍّبئٍت 

ٌّشخمبث اٌسٍفىٍٍٍٔىسٌب. وهً جزٌئت ِسخؼٍّت ػٍى ٔطبق واسغ فً ػلاج ِشض اٌسىشي اٌلاوساثً 

 )إٌىع اٌثبًٔ(.

 

ٌج ػٍى اٌّسخحضش اٌصٍذلأً ٌُ ٌسبك أْ حُ ٔشش أي دساست ػٓ اخخببساث ححًٍ لسشي أجش

ِغ(. ٌزا فهذف هزا اٌؼًّ هى دساست سٍىن هزٖ اٌجزٌئت ححج حأثٍش ظشوف  4ٌٍغٍٍٍّبٍشٌذ )غٍٍٍّبٍشٌذ 

اٌخحًٍ اٌمسشي اٌمبسٍت )اٌخحًٍ فً ِحبًٌٍ حبِضٍت وِحبٌذة ولبػذٌت واٌخحًٍ ػبش الأوسذة واٌحشاسة 

 خبَ واٌّسخحضش اٌصٍذلأً ػٍى حذ سىاء.اٌّشحفؼت وحأثٍش اٌضىء( ورٌه فً حبٌخً اٌّبدة اٌ

 

ِىٕخٕب هزٖ اٌذساست ِٓ اٌخؼشف ػٍى وٍفٍت ححًٍ اٌّبدة اٌخبَ فً اٌظشوف اٌصؼبت ووزا ححذٌذ 

اٌٍّزاث واٌّسبوئ اٌخً ٌسبهُ بهب حشوٍب اٌّسخحضش اٌصٍذلأً فً اسخمشاس هزٖ اٌجزٌئت. وبزٌه حذدٔب 

 وٍب اٌّسخحضش اٌصٍذلأً.هىاِش اٌخحسٍٓ اٌخً ٌّىٓ أْ حطبي حطىٌش حش
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SSeerrmmeenntt  ddee  GGaalliieenn  
  

    JJee  jjuurree  eenn  pprréésseennccee  ddeess  mmaaîîttrreess  ddee  cceettttee  ffaaccuullttéé  ::  
  

--    DD’’hhoonnoorreerr  cceeuuxx  qquuii  mm’’oonntt  iinnssttrruuiitt  ddaannss  lleess  pprréécceepptteess  ddee  
mmoonn  aarrtt  eett  ddee  lleeuurr  ttéémmooiiggnneerr  mmaa  rreeccoonnnnaaiissssee  eenn  rreessttaanntt  
ffiiddèèllee  àà  lleeuurr  rreennsseeiiggnneemmeenntt..  

  

--    DD’’eexxeerrcceerr  mmaa  pprrooffeessssiioonn  aavveecc  ccoonnsscciieennccee,,  ddaannss  ll’’iinnttéérrêêtt  
ddee  llaa  ssaannttéé  ppuubblliicc,,  ssaannss  jjaammaaiiss  oouubblliieerr  mmaa  
rreessppoonnssaabbiilliittéé  eett  mmeess  ddeevvooiirrss  eennvveerrss  llee  mmaallaaddee  eett  ssaa  
ddiiggnniittéé  hhuummaaiinn..  

  

--  DD’’êêttrree  ffiiddèèllee  ddaannss  ll’’eexxeerrcciiccee  ddee  llaa  pphhaarrmmaacciiee    àà  
llééggiissllaattiioonn  eenn  vviigguueeuurr  aauuxx  rrèègglleess  ddee  ll’’hhoonnnneeuurr,,  ddee  llaa  
pprroobbiittéé  eett  dduu  ddééssiinnttéérreesssseemmeenntt..  

  

--  DDee  nnee  ppaass  ddéévvooiilleerr  àà  ppeerrssoonnnnee  lleess  sseeccrreettss  qquuii  mm’’aauurraaiieenntt  
ééttéé  ccoonnffiiééss  oouu  ddoonntt  jj’’aauurraaiiss  eeuu  ccoonnnnaaiissssaannccee  ddaannss  
ll’’eexxeerrcciiccee  ddee  mmaa  pprrooffeessssiioonn,,  ddee  nnee  jjaammaaiiss  ccoonnsseennttiirr  àà  
uuttiilliisseerr  mmeess  ccoonnnnaaiissssaanncceess  eett  mmoonn  ééttaatt  ppoouurr  ccoorrrroommpprree  
lleess  mmœœuurrss  eett  ffaavvoorriisseerr  lleess  aacctteess  ccrriimmiinneellss..  

  

--  QQuuee  lleess  hhoommmmeess  mm’’aaccccoorrddeenntt  lleeuurr  eessttiimmee  ssii  jjee  ssuuiiss  
ffiiddèèllee  àà  mmeess  pprroommeesssseess,,  qquuee  jjee  ssooiiss  mméépprriisséé  ddee  mmeess  
ccoonnffrrèèrreess  ssii  jjee  mmaannqquuaaiiss  àà  mmeess  eennggaaggeemmeennttss..  

  

  

  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      
 

 
  أن أراقب الله فً مهنتًأن أراقب الله فً مهنتً  --

أن أبجل أساتذتً الذٌن تعلمت على أٌدٌهم مبادئ مهنتً أن أبجل أساتذتً الذٌن تعلمت على أٌدٌهم مبادئ مهنتً   --

  وفٌا لتعالٌمهم.وفٌا لتعالٌمهم.  وأعترف لهم بالجمٌل وأبقى دوماوأعترف لهم بالجمٌل وأبقى دوما

أن أزاول مهنتً بوازع من ضمٌري لما فٌه صالح الصحة أن أزاول مهنتً بوازع من ضمٌري لما فٌه صالح الصحة   --

العمومٌة، وأن  لا أقصر أبدا فً مسؤولٌتً وواجباتً تجاه العمومٌة، وأن  لا أقصر أبدا فً مسؤولٌتً وواجباتً تجاه 

  المرٌض وكرامته الإنسانٌة.المرٌض وكرامته الإنسانٌة.

أن ألتزم أثناء ممارستً للصٌدلة بالقوانٌن المعمول بها وبأدب أن ألتزم أثناء ممارستً للصٌدلة بالقوانٌن المعمول بها وبأدب   --

  السلوك والشرف، وكذا بالاستقامة والترفع.السلوك والشرف، وكذا بالاستقامة والترفع.

الأسرار التً قد تعهد إلى أو التً قد أطلع علٌها الأسرار التً قد تعهد إلى أو التً قد أطلع علٌها أن لا أفشً أن لا أفشً   --

أثناء القٌام بمهامً، وأن لا أوافق على استعمال معلوماتً أثناء القٌام بمهامً، وأن لا أوافق على استعمال معلوماتً 

  لإفساد الأخلاق أو تشجٌع الأعمال الإجرامٌة.لإفساد الأخلاق أو تشجٌع الأعمال الإجرامٌة.

لأحضى بتقدٌر الناس إن أنا تقٌدت بعهودي، أو أحتقر من لأحضى بتقدٌر الناس إن أنا تقٌدت بعهودي، أو أحتقر من   --

  طرف زملائً إن أنا لم أف بالتزاماتً.طرف زملائً إن أنا لم أف بالتزاماتً.

    ""شهٌدشهٌد      "والله على ما أقول"والله على ما أقول                                                                        
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