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Résumé

Résumé

Dans les laboratoires pharmaceutiques la validation des méthodes analytique avant libération
d’un médicament sur le marché est une étape importante et nécessaire pour garantir la qualité
du produit qui va étre délivré aux patients, qui sont tenus de prouver que les méthodes
d’analyses employées sont parfaitement valides et fiables, la validation est un critére essentiel

de I’assurance de la qualité.

A travers ce travail, nous avons effectué une étude analytique sur les différents essais
physico-chimiques existants, pour la validation de la méthode analytique dosage par le
spectrophotométre dans 1’ultra-violet du médicament paracétamol 1000 mg appartenant a la
classe thérapeutique des antalgique, en se basant dans cette démarche sur les critéres de la
validation qui est: spécificité, I’exactitude, la linéarité, la reproductibilité et la
répétabilité.

Nos résultats expérimentaux et les tests statistiques réalisés montrent que pour la méthode de
validation est linéaire dans une gamme de concentration définie. Le coefficient de corrélation
(r) de l'équation de régression était supérieur a 0,98. La précision de la méthode est
démontrée par les valeurs des coefficients de variance inférieurs a 2%. Aucune interférence
des excipients ou des produits de dégradation de la formulation pharmaceutique de ce
médicament n’a été observée. Selon ces résultats la méthode est spécifique, linéaire, précise,
exacte, reproductible et peut étre appliquée a I'analyse du médicament paracétamol avec un

excellent taux de recouvrement.
Mots clés.

Validation, dosage, paracétamol, méthodes analytique, spécificité, exactitude, linéarité,

reproductibilité, répétabilité.



Résumé

Abstract

In pharmaceutical laboratories, the validation of analytical methods before release of a drug
on the market is an important step and necessary to guarantee the quality of the product that
will be issued to patients, which are required to prove that the analysis methods used are
perfectly valid and reliable. Validation is an essential criterion for quality insurance.

Through this work, we have carried out an analytical study on the various existing physic-
chemical trials, for the validation of the analytical method dosage by the spectrophotometer
in the ultra-violet of the paracetamol 1000 mg drug belonging to the therapeutic class of
analgesic. Based in this approach on the criteria of validation, which is specificity, accuracy,

linearity, reproducibility and repeatability.

Our experimental results and statistical tests carried out shows for the validation method is
linear in a defined range of concentration. The correlation coefficient (r) of the regression
equation was greater than 0.98. The accuracy of the method was demonstrated by the values
of the variance coefficients below 2%. No interference of the excipients or degradation
products of the pharmaceutical formulation of this medication have been observed.
According to these results, the method is specific, linear, precise, exact, and reproducible and

can be applied to the analysis of the paracetamol drug with an excellent recovery rate.
Key Word

Paracetamol, analytical methods, specificity, accuracy, linearity, reproducibility,
repeatability.



Résumé

uailall

Ohasal Ay 55 puin g dagn B shad (3 suall 8 ) 50 (33Ua) 8 Allail) Ll Aaa (e (38l amy Ay 50 il yiida
Bsisas Lalai dallia deadival) Jdaill 3yl of LB islhae el g5 ¢ yall o jlaa) aiss 3 ziiall 3352
Basall o adill il e o daall (e B 5 clgy

A8l de e aall dallad) Al 5 Al 5l o el Caling Jea Aldas A jo Uy el cJaadl 138 DA (e
i G il 1000 J sabizasl HLll ) a3l (e Al (§ 58 i) A58 (8 Caplall (e Ao 5 Aldail)
Llaall 2801 5 dpa adll s ga g daall o GEadl ulee ozl 13 ) 3L (oSl (e DDl ddl)
sl sl

O daa 3Lk 8 kA 4 dauall (e sl A8 yh o) el S Aplian ) col HLaal) 5 A el Lailns ek
Ol COlelae o IS (e 4y Hhall 385 a3y 10,98 (e ST laas¥) Alaleal (1) B,V Jalea S S 53l
OS5 egliill o2gd Bg o) sall 1] AV anall Axpall ) ax Cilatia ol Ay 8 Jaxs gl Lady &l 7 2 (e
e 213 jiul Jara aa J galinal L) el 52 Jilad e Leludat Sy g ) jSall AL A8y (Addy (dphad Badase A4 Hhal)

daalidal) culalsl

Sl ¢S ¢ adl) (Bal) cpm peadl) cliaill 3kl ¢ sabiand )



Sommaire

Sommaire
INEFOAUCTION = e 1
Chapitre 01 : Parte bibliographique ...........ccooo o e 4
.1 Geénéralité sur 1es MEICAMENTS.........ceeiiuieiie et 4
LLL DAFINITION ©.iiieeeeeeeeeeee e 4
1.1.2 LS COMPOSITIONS = ..ot a e 4
1.1.3  Catégorie des MEdICAMENTS ........ueiiiiiiiiiiiiiiiie e e e e et e e e e e e e s e e e e e e e e nneeeees 5
1.1.4  Origine des MEdICAMENTS :........uuiiiiiieiiiiiiiiei e e e e e e e e e e e e e e e e nneeeees 5
0 R O =TS o= L1 o PSR 6
1.2 PAracCltamOl..........ooiiiiiieiie ettt 7
L2.1 DAFINITION ... 7
1.2.2  Caractéres du paracetamol :.........ccooiieeiiiiiiiiiee e e 8
1.2.2.1  Caractere StrUCTUIAlE @ 8
1.2.2.2  Caractére physiCO-ChIMIQUE .....ceiiieiiieeeiee e 9
1.2.3  Effet INAESIFADIE .. ..o 9
1. Spectrophotomeétre UV ViSIDIe .....ooviiei e 10
0 I ) 1 4T o PP 10
I © o] =T 1) PSS OUPPPPSPRPR 10
FE3  PIINCIPE feoiiiiieieeeee e 10
114 APPAreIllage © oo 11
L5  LaloideBéer Lambert @ .......ooooviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 11
1.6 Les conditions de validation de la loi de Beer Lambert @ ..., 11
I OO A AN o o] [oF: 1 o] oIS 12
I11.  Généralité sur les méthodes de validation............ccoooeeeeeeieiee e, 12
L1 definition de validation & ..........ooeviiiiiiiiiiieeee e 12
L S0 o (o 7= T F= L4 o] o PP 13
1.3 Lescritéeres de la validation ©............cooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 13
3.1 SPACITICITE .. e e e e e e e e e e eeanees 14
HHE3.2  LINBaANItE & e 14
R T T e Tod | (1 o L= USSR 14
R S o - Yol Y o] TR TRRTRRI 15
H1.3.41  ReproduCtibDIlite & . ..coooieiiieiiiee e e 15
H1.3.42 LaREPELabIlite @ ..o 15
v Y Fo =T 1= E= 013 a0 L 18
V.1 Echantillonnage ;... oo e e e 18
IV.2  MatEriels ULIIISE © ....ooeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 18

Y2 B =T o To (U]} ) A =T 163 1 £ TSTP 18



Sommaire

V.4 Préparation de SOIULION :.......ueeii e 18
IV.5 Protocol d’analyse a valider © ..............ccooiiiiiiiiiiiiii e 19
IV.5.1 Dosage du principe aCtif i .....ouuueiiiiiieiiice e 19
IV.5.2 Dosage de MEdICAMENT I ........eiiiiiiiiiiiiiiiii e e et e e e e e e eeeeees 19

Y IV 1= 4 o o - PP 19
IV.6.1  Linéarité (Mode OPEratoire) :........cooiiiuueiriiieeeeiiiiiiie e e e e e 19
1IV.6.2 L’exactitude (Mode OPEratoire) ©..............cooeiiiiiiiiiiiiiiiieieiiii e 20
IV.6.3 LA SPACITICITE ... 23
IV.6.4 Lareproductibilité ... e e 24

V' RESUITALS BT ISCUSSIONS ..o 28
[ R 1 - g | 28
V.2 REPELADIITE & ... e e e e e e e e aaaaae 32
V.3 ReproduCtibDIlItE ©. ..ot e e e e e e e aeeaee 34
R o 1< od | 011 =T URRPPPPUPPR 36
RV T ¢ Tox 11 {0 T [ SRR 37
(070 0] 11 ] o] o PP 42
Références bibliographiQUES :..........oii oo 44
F N 0] 0123 TSP 49



Liste des figures

Liste des figures :

Figure 1: Structure de paraCetamol ..........cccoiieiiiiiii e 8
Figure 2: Les dérives de paraCetamol ...........cccouiiiiieiie e 8
Figure 3: Spectrophotometre UV-ViSiDIe...........cooiiiiiiiiiiiceee e 10
Figure 4: Principe de SpPectrOpNOtOMEALIe .........ccueveiririeiiirie et 10
Figure 5: Paracétamol 1000 M ......ccveiieiiieiiiieseeie et sneesneenneenes 18
Figure 6: Préparation d'une série des dilUtIONS. .........ccccoveieiiiieeieiie e 20
Figure 7: Les 3 séries de mesures (90 mg, et 100 Mg, 110 MQ) ....ocovevvevveieiienece e 22
Figure 8: Préparation de dilution de paracétamol SeUl............cccecviiieiieviiie s 23
Figure 9: Préparation de dilution de paracétamol et tous les excipients.........cccccevevveevvenenne. 24
Figure 10: Préparation des dilutions de reproductible ............ccccocveveiieviiicciesc e 25
Figure 11: Préparation de dilution de répétabilité.............c..cccovvveiiiieiiii e 26
Figure 12: Droite de HNEAITE..........cc.eiiiiiee et 28

Figure 13: Droit d’eXaCtitUd@......ccecveiieiiieie et e e ste e enes 38



Liste des tableaux

Liste des tableaux

Tableau 1: Les origines des MediCaMENTS. .........cccueiiiieiierieie e e 6
Tableau 2: Tableau 2 les séries des dilutions de Solution Mere.. ........cccocevevieiieiieiinccicieieen, 20
Tableau 3: Résultats de mesure d’ Absorbance et concentration d’une série de dilution......... 28
Tableau 4: Résultats de calcule de teneur en POUrCENTage. .........ccooverveirerieienereneese e 31
Tableau 5: Résultats de mesure de 1’absorbance des 9 prises d’esSai........ccccvvverveiinivinnennn, 32
Tableau 6: Résultats de calcule de teneur en POUrCENage. .........coverveirerieiireneneese e 32
Tableau 7: ReproduCtibDilité.............ooioiiiii e 34
Tableau 8: RESUIAts deS CAICUIS. ......ccvoiviiiiiiiciece e 34
Tableau 9: SPECITICITE. .......c.oiiiiee e 36
Tableau 10: Résultats de mesure d’absorbance et concentration des 3 SEries. .......c.ccovvevveene.. 37
Tableau 11: RESUITAtS d'eXACTITUAR. ......ccveiviiiiieiieieee e 38
Tableau 12: Résulta de calcul de teneur des 03 SEIES. ......cocviiririnieierese e, 39
Tableau 13: Résultas de calcul de la concentration de la solution meére et solution fille (série

0L et e 39
Tableau 14: Résultats de calcul de la concentration de la solution mere et solution fille (série

02 e 39

Tableau 15: Résultats de calcul de la concentration de la solution mére et solution fille (série
(0K ) F PP 39



Liste des Abréviations

Liste des abréviations :

CV : Coefficient de Variation
ISO : International Organisation for Standardisation
M : Molarité

PA : Principe actif

R : Coefficient de corrélation
T% : Titre en pourcentage
UV : Ultraviolet

VIS : Visible

Var : Variance

ddl : Degré de liberté

C : Concentration

ET : Ecart- type






Introduction

Introduction :

Un médicament est une substance présentée comme possédant des propriétés curatives,
préventives ou administrée en vue d'établir un diagnostic, qui sont consommés par des
patients pour répondre a des objectifs thérapeutiques. Parmi les différents types des
médicaments on trouve les antalgique, telle que le paracétamol qui indiqué dans le traitement

symptomatique de la fievre et des douleurs.

Il est généralement disponible en comprime, et également disponible sous forme soluble
(sachets, comprimé effervescents). Il est méme décliné sous forme des préparations liquides
pour les jeunes enfants (DRIAD Y.1982).

Les méthodes analytiques sont indispensables pour quantifier les médicaments et leurs
métabolites dans les préléevements biologiques. Pour pouvoir étre utilisées, ces méthodes
doivent étre validées pour obtenir des résultats faibles. L'objectif de la validation est de
produire des résultats fiables et reproductibles (BRESSOLLE et al.; 2004).

La validation est l'expression compleéte d’une séquence d'activités ayant pour but de
démontrer et documenter qu'un médicament peut étre fabriqué de facon fiable par des
procédés déterminés, avec une qualité appropriée pour leur utilisation destinée. Les controles
en cours de procédé et I’analyse a libération seuls ne sont pas suffisants pour assurer cette
qualité. Par conséquent tous les facteurs qui pourraient affecter la qualité de produit doivent
étre correctement concus et démontrés pour fonctionner efficacement. La validation est la
preuve qu’un procédé fonctionne. Elle doit étre effectuée en utilisant des principes
scientifiques afin d’établir la capacite du procede et de confirmer [l'acceptabilite du
médicament (RAYNAUD; 2011).

Le principe de la validation des procédures analytiques quantitatives est aujourd’hui
largement répondu dans tous les domaines d’activité ou des mesures sont réalisées. Le champ
d’application de la validation analytique s’étend a toute procédure d’analyse utilisée dans le
contréle de la matiere premiere, le développement galénique, le contréle en cours de
fabrication, le contréle des produits intermediaires et finis et les essais de stabilité de tous les

produits pharmaceutiques (Bouklouze et Digua; 2006).
Cette méthode de validation possede des critéres sont :
. Linéarité

. Exactitude
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. Spécificite
. Précision

Notre travail, a été entierement réalisé au niveau du laboratoire pédagogique de chimie
analytique et environnement (Université Abbés Laghrour de Khenchela). Nous avons choisi
comme échantillon le médicament paracétamol 1g. Ce travail se consacre a une étude de

validation statistique d’'une méthode de dosage spectrale du médicament paracétamol 1g.

La méthode analytique choisie est une méthode spectrale qui absorbe dans 1’ultra-violet.
Cette exigence de validation est pratiquement courante dans le domaine industriel, ou toute
nouvelle méthode décrite dans un dossier d’autorisation de mise sur le marché et elle doit étre

accompagnée d’une validation compléte.
Ce mémoire se compose de trois chapitres :
»  Chapitre 1 : une synthese bibliographique.

Dans ce chapitre, nous avons entre autre abordé les themes suivants :

. Geénéralités sur les médicaments et paracétamol,
. Spectrophotométrie UV- Visible,
. Généralité sur la validation de la méthode de dosage d’un médicament.

»  Chapitre 2 : Matériel et méthodes utilisés.

»  Chapitre 3 : concerne les résultats obtenus.
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Chapitre 01 : Parte bibliographique

.1 Géneralité sur les médicaments
1.1.1 Définition :
On peut definir un médicament comme étant toute substance ou composition présentée

comme possédant des propriétés curatives ou préventives a 1’égard des maladies humaines ou

animales.

Une seconde définition du médicament, appelée définition par fonction considére le
médicament comme un produit pouvant étre administré a I’homme ou a 1’animale en vue
d’établir un diagnostic médicale ou restaurer, corriger ou modifier leurs fonction organiques
(HAROUSSEAUX; 2011).

1.1.2 Les compositions :
Un médicament contient : le principe actif et les excipients

a) Principe actif : substance d’origine chimique ou naturelle qui agit contre une
maladie, soit en le traitant, soit en limitant son aggravation (CLAIRE; 2020). Son
dosage est établi en fonction de la puissance et 1’age du patient (AIMECHE et
MEKERSI; 2019).

b) Les excipients :

a) Les excipients :
Les excipients ont donc plusieurs fonction comme :
»  Agrégeant: excipients qui assurent la cohésion d’un mélange de poudres et
permettent la réalisation de comprimés ;
»  Diluants ou veéhicules : phase continue qui permet la solution ou la dispersion
des constituants du médicament dans un volume suffisant ;
> Intermedes : substances permettant la réalisation physique du médicament ou
assurant sa stabilité (par exemple, émulsionnant) ;
»  Colorants : substances colorées servant de témoin d’homogénéité d’un
mélange de poudres ou a identifier le medicament fini ;
»  Edulcorants ou correctifs : modificateurs du golt permettant de rendre une
préparation agréable ou de masquer le mauvais gott d’un principe actif ;
»  Conservateurs : substances destinées a empécher la dégradation chimique ou
’altération microbiologique d’un médicament (DANGOUMAU; 2006).
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.1.3 Catégorie des médicaments :
Il existe plusieurs catégories de médicament, parmi lesquelles figurent notamment :
% Les spécialités pharmaceutiques : qui sont les médicaments préparés a I’avance par
I’industrie pharmaceutique sous une condition particuliére, pour avoir délivrées aux

patients.

X/
°e

Préparation magistrales : les médicaments sont préparés extemporanément en
pharmacie par le pharmacien ou le préparateur en pharmacie.

% Préparation hospitaliéres ou officinales : ce sont des préparations réalisées en série,
d’avance, par des pharmacies hospitaliéres, appelées pharmacie a usage intérieure.
Elles sont dispensées aux patients hospitalisés dans 1’hopital ou elles sont fabriquées

(HAROUSSEAUXJ; 2011).

Ces préparations et spécialités pharmaceutiques peuvent se présenter sous différentes formes

pharmaceutique :

v' Comprimé
v Solution buvable
v" Solution injectable (AIMECHE, MEKERSI; 2019).

I.1.4 Origine des médicaments :
Les origines des médicaments sont regroupées dans le tableau :
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Tableau 1 : Les origines des medicaments (FENNI S.; 2020)

L’utilisation des plantes en thérapeutique ~ Morphine : extraite de
(phytothérapie) est trés ancienne. On utilise  la capsule du pavot a
soit la plante entiere ; soit les produisent opium

d’extraction qu’elles fou missent.

L’utilisation d’organes ou de glandes Hormones
fraiches en thérapeutique est aussi ancienne polypeptidiques
que les plantes. extractives ; ’insuline
11 s’agit essentiellement de : vaccins obtenus Antibiotiques

a partir de bactéries ou de virus.

Principale source de production des Acide acétyle ;
médicaments modernes. Molécules Salicylique ; certaines
complexes obtenues par des méthodes de pénicillines

synthése de chimie organique.
Ce sont souvent des produits minéraux Argiles ; Bicarbonate
naturels employés comme principes actifs ou de sodium ; Sulfate de
excipients de médicaments. magnésium ; Calcium
; Fer
Les méthodes de génie génétiques sont les Hormones (hormone
derniéres venues parmi les méthodes de croissance
d'obtention des médicaments : elles I’insuline)
permettent de fabriquer par les cellules
vivantes - procaryotes ou eucaryotes - des
substances naturelles polypeptidiques
présentant toutes les caractéristiques de leur
modéle humain.

1.1.5 Classification :
Un médicament est une substance présentée comme possédant des propriétés curatives,

préventives ou administrée en vue d'établir un diagnostic. Il existe plusieurs types de
nombreuse des médicaments (LAETITIA; 2014). Chaque médicament est utilisé dans un but
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précis et par des spécialités médicales differentes. Il est donc nécessaire de mettre en place

des classifications.

La classification des médicaments est en fonction du type chimique de I’ingrédient actif ou de
la maniere dont il est utilisé pour traiter une condition particuliere. Chaque médicament peut
étre classé dans une ou plusieurs classes thérapeutiques de médicaments (Prouchandy;

2018). Il y a de nombreuses fagons de classifier les médicaments.

Classement en fonction

‘ {
_’5‘1 "‘r ’*t De leur nom chimique
" Du mode d'absorption

Du mode thérapeutique

ir."'
( 2

Du type de préparation

ZV.‘

.Nn.
4 .
v\*

"‘g" # ’ Des familles thérapeutiques
5

1.2 Paracétamol
1.2.1 Définition
Le paracétamol est un des médicaments les plus consommé dans le monde que cela soit par
automédication ou prescription, c’est la substance active de nombreuses spécialités
médicamenteuses de la classe des antalgiques antipyrétiques non salicylés. 1l est indiqué dans
le traitement symptomatique de la fievre et des douleurs d'intensité faible a modérée

(Barriere et al.: 2010).

Le paracétamol agit directement au niveau du systeme nerveux central. Certaines études
indiquent qu’il inhibe la production de prostaglandines, molécules qui interviennent dans le

mécanisme de la sensation de douleur et de 1’élévation de la température corporelle.
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1.2.2 Caracteres du paracétamol :

1.2.2.1Caractere structurale :
La molécule du paracétamol est constituée d'un cycle benzénique, substitué par un

groupement hydroxyle et par un groupement amide en position para.

La molécule N- acétyle-p-Amin phénol a donné deux noms « le paracétamol » (para-acétyle-

amine-phénol) et « Acétaminophéne » (N-acétyle-para-Amin phénol).

Figure 1: Structure de paracétamol

La formule brute du paracétamol est CSHINO2.

Le paracétamol est un dérivé de 1’acétanilide (N-phényléthanamide). Un groupement

hydroxyle en position para le différencie de 1’acétanilide.

La phénacétine est également synthétisé a partir de I’acétanilide, par ajout d’un groupement

éthoxy (MICHAUT; 2015).

TOTOLYC

Paracetamol Phenacetin acetanilide

Figure 2: Les dérivés de paracétamol



Partie Bibliographigue

1.2.2.2Caractere physico-chimique :
Le paracétamol est un acide organique faible (pka = 9,5) trés liposoluble, qui se présente

sous forme de poudre cristalline, blanche, inodore et de saveur amere. Sa masse molaire est
de 151,17 g/mol (AISSAT; 2010), Il absorbe dans I'UV avec un maximum d’absorption a la
longueur d'onde de 244 nm. Son point de fusion a 168-172°C.

Le paracétamol est soluble dans 1'eau froide, I'eau chaude, 1’éthanol ; facilement soluble

dans ’alcool ; trés peu soluble dans éther et chloroforme (DRIAD; 2009).

Le paracétamol est stable dans I'eau, mais sa stabilité diminue en milieu acide ou basique.
Les mélanges de paracétamol sont stables dans des conditions humides (AIMECHE et
MEKERSI; 2019).

1.2.3 Effet indésirable
L’excellente tolérance des doses thérapeutique des paracétamols est un facteur majeur de la

tres large utilisation du médicament. Le probléme majeure de 1’utilisation du paracétamol est
son hépato toxicité apres un sur dosage. Des effets indésirables ont néanmoins été rapportés
sans que I’imputabilité (le fait que I’effet indésirable soit bien causé par le médicament) ait

été établie la plupart du temps. Les principaux EI retrouvés dans la littérature sont :

= Tres rarement : éruption cutanée avec rash ou éruption Ur icarienne d’origine
probablement allergique, thrombopénie et asthme.

= Controversé : hépatite aigué cytolytique et insuffisance rénale chronique.

= De facon ponctuelle : hypotension, choc anaphylactique purpura vasculaire,
ulcération rectale, pancréatite aigué généralement en association avec d’autre

médicament comme la codéine, hépatite chronique active et hépatite granulomatose.

Une toxicité sur le foie a dose thérapeutique ne peut également étre exclue chez

Certaines personnes a risques.

Chez le tres jeune enfant, 1’administration de paracétamol pourrait augmenter le

risque de survenue d’un asthme.

Devant 1’apparition d’un effet indésirable, il est nécessaire d’arréter le médicament

incriminé et de consulter son médecin (HAMICHE, BOUSSEKINE; 2013).
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Il.  Spectrophotomeétre UV visible
1.1 Définition :

Un spectrophotomeétre UV-visible est un appareil qui mesure 1’absorbance d'une solution
homogeéne pour une longueur donde donnée (ALINE; 2008). La spectrophotométrie
d’absorption dans I’UV et le visible est une méthode physique non destructive dans les
laboratoires d’analyses basée sur la propriété des molécules d’absorber des radiations
lumineuses de longueur d’onde déterminée. Elle permet entre autres, d'identifier une
substance chimique et de déterminer la concentration d'un soluté dans une solution, par
I'interaction des électrons des molécules du soluté (OWEN; 2016).

1.2 Objectif :

Elle vise a déterminer son absorption ou (transmittance) en fonction de sa concentration,

et de déterminer ou prévoir la couleur de 1’échantillon (HELOISE, GABRIEL; 1979).

Figure 3: Spectrophotometre UV-Visible
11.3 Principe :

Un spectrophotomeétre mesure I'absorbance d'une solution a une longueur d’onde donnée.
Dans la pratique, I'appareil réalise une mesure de l'intensité de la lumiere aprés son passage
au travers d'une cuve contenant la solution a étudier. L'intensité de la lumiére
monochromatique émise (10) est connue (CAMUT; 2009).

Diaphragme —_— 1 Cellule photoélectrique Afficheur

Ic:]j/—%e,ozz; A

3 ~T——Echantillon Amplificateur

Source polychromatique -7 Ig
\

Monochromateur Cuve

Figure 4: Principe de spectrophotométre
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1.4 Appareillage :

Le spectrophotométre permet la comparaison d’un faisceau lumineux avant et apres

passage dans un échantillon.

Un spectrophotométre comporte :

Y/
0'0

Une source lumineuse.

Un monochromateur : il permet de sélectionner la longueur d'onde de la lumiere qui
traversera la solution a doser.

Une cuve transparente : qui contient la solution a étudier Suivant la qualité et la
quantité d'échantillon, il existe différentes cuves, genéralement en plastique ou en
verre (spectre visible) ou en quartz (UV).

Un détecteur : qui mesure I’intensité lumineuse aprés la traversée de la cuve.

La cellule photoélectrique : permet la transformation de 1’énergie lumineuse en
énergie électrique, le courant produit est trés faible et sera amplifié ultérieurement.

L’amplificateur : un systéme électronique amplifie le courant fourni par la cellule
photoélectrique (BERNARD et al.; 2012).

I1.5 La loi de Béer Lambert :

La relation de Beer-Lambert décrit que, a une longueur d'onde A donnée, 1’absorbance d’une

solution est proportionnelle a sa concentration, et a la longueur du trajet optique Alors, pour

une solution limpide contenant une seule substance absorbante A=€.1 .c:

A: est I’absorbance ou la densité optique (sans unité) de la solution pour une longueur
d'onde A

c¢: (en mol.ml—) est la concentration de la substance absorbante

I: (en cm) est la longueur du trajet optique

€: (en mlmol-l.cm—1) est le coefficient d’extinction molaire de la substance

absorbante en solution (BERBERAN-SANTOS; 1990).

11.6 Les conditions de validation de la loi de Beer Lambert :

La loi de Beer Lambert est valable dans des conditions tres précises :
La solution doit étre homogeéne dans les solutions hétérogenes, il existe des
phénomenes de diffusion lui entraine une baisse accélérée de 1’intensité résultante.
La loi de Beer-Lambert est valide pour les solutions de faibles concentrations. Ainsi,
la solution doit étre diluée si la concentration est tres importante, la relation A = f (C)

n’est plus linéaire. il faut un monochromatisme trés poussé pour éviter des
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interférences de certaines substances, enfin pour deux substances en solution

absorbant les photons a la méme longueur d’onde, 1’absorbance sera égale a la somme

des absorbances, de chacune des substances.

En résumé :

Y V VYV V

La lumiere incidente doit étre monochromatique,
La solution doit étre suffisamment diluée,
La solution doit étre homogéne (pas de précipité, ni de gaz),

Le soluté ne doit pas donner de réaction sous 1’effet de la lumiere.

1.7 Applications :

La spectrophotométrie est utilisée dans beaucoup de domaines :

v

Domaine de la biochimie clinique, Elle permet de réaliser des dosages
biochimiques de nombreux parametres sériques ou plasmiques (ex glucose,
urée ...etc.) et des études de cinétique de réaction (détermination d’activité
enzymatique).

Dans l’industrie pharmaceutique, de nombreux tests de dissolution de
médicaments sont réalisés par spectrophotométrie d’absorption UV-VIS.

Elle est utilisée lors de la réalisation du test MTT (méthode rapide de
numeération des cellules vivantes).

En microbiologie, la densité d’une culture bactérienne est estimée par sa
turbidimétrie mesurée par 1’absorbance d’un échantillon a 600 nm.

En biologie moléculaire, Elle est utilisée lors de I'extraction d'’ADN, pour

quantifier 'ADN et déterminer sa pureté.

IHl.  Généralité sur les méthodes de validation

111.1 définition de validation :

La validation analytique est la procédure par laquelle on démontre, preuve expérimentale a

I’appui, que les performances de la méthode permettent de répondre aux exigences de I’usage

auquel elle est destinée. Elle est fondée sur une analyse statistique basée sur un certain
nombre de critéres (VIAL; 2006).

La norme ISO/IEC 17025, définit la validation comme étant « la confirmation par examen et

fourniture de preuves réelles que les exigences particulieres d’un usage projeté donné sont
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rempliesy». Elle la définit aussi, comme étant I’ensemble des opérations effectuées en vue de
prouver qu’une procédure est suffisamment exacte et fiable, pour avoir confiance dans les
résultats fournis pour 1’'usage prévu et comme une composante essentielle des mesures qu'un
laboratoire devrait mettre en ceuvre pour lui permettre de produire des données analytiques

fiables (ISO/IEC 17025; 2005).

Le principe de la validation des procédures analytiques quantitatives est largement répandu
dans tous les domaines d’activités ou des mesures sont réalisées. Le champ d’application de la
validation analytique s’étend a toute procédure d’analyse utilisée dans le contrdle de la
matiére premiere, le développement galénique, le contréle en cours de fabrication, le contréle
des produits intermédiaires et finis et les essais de stabilit¢ de tous les produits
pharmaceutiques. Dans le domaine pharmaceutique, son exigence est avant tout une pratique
réglementaire (THIAM; 2000).

111.2 But de validation

La validation analytique a pour but de rendre des résultats suffisamment fiables, garantir
aux autorités compétentes ainsi qu’aux laboratoires d’analyse que chaque analyse réalisée
ultérieurement une fois la procédure validée sera la plus exacte possible. Cela veut dire que
I’€écart entre la valeur calculée et la vraie valeur sera inférieure aux limites d’acceptation selon
la procédure. Autrement dit, I’objectif de la validation est de démontrer que la procédure en

question correspond a I’usage auquel elle est destinée (HUBERT et al.; 2006).

111.3 Les critéres de la validation :

La méthode de dosage pare spectrophotométre UV-Vis d’un médicament a été validée en

étudiant successivement les parametres suivants :
. Spécificité

. Linéarité

o Exactitude

. Précision : Reproductibilité, Répétabilité
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111.3.1Spécificité :
Le premier critére pour évaluer une méthode analytique consiste a verifier sa  capacité a
¢tablir de maniére univoque I’existence de la substance a analyser en présents d’autres
composants potentiellement présents. Cette capacité¢ de distinguer 1’analyse des autres
composants a été désignée pendant plusieurs années par le nom de «sélectivité» ou selon les
guidelines par «spécificité» d’une méthode (ROZET et al.; 2007).

Concrétement, la méthode est testée sur les autres produits présents dans le médicament
afin de vérifier leur non interférence.

Il y a également la possibilité d’effectuer une étude dégradation forcée ou plusieurs
conditions sont testées pour faire apparaitre des produits de dégradation (BEN AMARA,;
2017).

I11.3.2Linéarité :

La linéarité d’une procédure d’analyse est sa capacité, a I’intérieur d’un certain intervalle, a
fournir des résultats directement proportionnels a la concentration en analyte dans
I’échantillon. Cette proportionnels s’exprime au travers d’une expression mathématique
définie a priori. Le modéle étudié ici est un modéle linéaire d’équation Y=ax+b. (MARTINE
et al.; 2003). L’intervalle de concentration a valider est couvert par une série de 5
concentrations au minimum régulierement espacées contenant le 100 % en terme de
concentration massique du principe actif ou d’un témoin et ce a partir d’une solution mere
d’analyse. Des solutions filles de concentrations différentes seront préparées. Ces solutions
filles permettront de vérifier la linéarite.

L’¢étude de la linéarité est répétée trois fois de suite sur le principe actif seul. Afin de
vérifier la validité de la linéarité, il est nécessaire d’effectuer un contréle statistique sur les
résultats obtenus.

La linéarité de la méthode a été calculée a partir d’une gamme de concentration dont 1’étude
est de 80 % et de 160 % de la teneur théorique e médicament. (AIMECHE et MEKERSI;
2019).

111.3.3Exactitude :

L’exactitude d’une procédure analytique exprime 1’étroitesse de 1’accord entre la valeur de
concentration acceptée comme référence ou la valeur vraie et la valeur déterminée par la
procédure analytique (MARTINE et al.; 2003).

Exactitude = erreur systématique (bais) d’une valeur obtenue / valeur considérée comme

exacte.
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L’exactitude de la méthode a été évaluée en utilisant trois niveaux de concentration (90 p.
cent, 100 p. cent et 110 p. cent de la quantité théorique) pour chaque concentration trois
mesure de la variable dépendante sont effectuées (BOUKLOUZE et DIGUA; 2006).

L’étude statistique des résultats va permettre de vérifier I’exactitude de la méthode. Pour
cela, on calcule le taux de recouvrement (r) qui représente le rapport ente la concentration
estimée par le modele mathématique et la teneur théorique réelle. Il permet d’apprécier
I’exactitude de la méthode pour chaque principe actif (JOHN et al.; 2004).

Le taux de recouvrement r =100 * Ce/C i
Avec :
Ce : Concentration du principe actif estimée par 1’appareil,
Ci : Concentration du principe actif introduite exactement.
111.3.4Précision :
111.3.4.1 Reproductibilité :

La reproductibilit¢ a un niveau donné correspond a I’étroitesse de 1’accord entre les
résultats individuels obtenus pour le méme échantillon soumis a I’essai dans des laboratoires
différents et dans les conditions suivantes : analyste différent, appareil différent, méme jour
ou jour différent (CENTRE D’EXPERTISE EN ANALYSE ENVIRONNEMENTALE
DU QUEBEC; 2018).

La reproductibilité a la différence de la répétabilité, La reproductibilité a la différence de
la répétabilité, considere les conditions ou les résultats d’essais sont obtenus par la méme
méthode, sur des individus d’essais identiques, dans différents laboratoires, avec différents
opérateurs et utilisant des équipements différents (BENAYOUN et al.; 2009).

111.3.4.2 La Répétabilité :

La Répétabilité est le critére justifiant de la précision de la méthode d’analyse. En effet, il
est primordial de prouver qu’une analyse répétée dans les mémes conditions donne un
résultat identique (LEFEBVRE; 2020).

Elle se définit comme I’étroitesse de 1'accord entre les résultats des mesurages successifs
du méme mesurant. Les mesurages étant effectués dans la totalité des mémes conditions.
Elle est estimée par les parameétres d’évaluation de la dispersion: ET (écart- type) et CV

(coefficient de variation) (vassaut et al.; 1999).
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Ces conditions expérimentales seront appelées conditions de répétabilité. La valeur de
répétabilité r est la valeur en dessous de laquelle on peut estimer que se situe la différence
absolue entre deux résultats d’analyse unique, obtenus dans les conditions de répétabilité

définies ci-dessus, et ce, avec un niveau de confiance de 95 %.

L’écart type de répétabilité Sr est I’écart type des résultats obtenus dans les conditions de
la répétabilité. C’est un paramétre de la dispersion des résultats, obtenu dans les conditions

de la répétabilité (Guide pratique pour la validation; 2005).
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IV Matériels et méthode :

IV.1  Echantillonnage :
Les analyses sont effectuées pour le principe actif qui est le PARACETAMOL. On lit

sur la notice, la composition suivante :

o PARACETAMOL (PA) ..eoeeeeeeeeeseeee e 1000 mg.
L T TR RRURRRRUPS 1 comprimé.

r

Doliprane-

PARACETAMOL

1000 ¢
> doulcurs ot fievre |

8 comprimés Sanofi aventis
SANOFI aventis

Doliprane

-

Figure 5: Paracétamol 1000 mg

Les analyses sont effectuées au niveau de laboratoire de recherche de chimie analytique et
environnement (université Abbes Laghrour—Khenchela).

IV.2 Matériels utilisé :
1) Verreries usuelles
¢ Fioles jaugées.
% Béchers.
< Entonnoir.
¢ pipettes graduées.
2) Appareillages
%+ Spectre photomeétre UV-Vis.
% Agitateur magnétique.
++ Balance électronique de précision.
IV.3  Produit et réactifs :
Solution HCI 0.1N.
Eau distillee.
Produit (médicament Paracétamol).
Témoin paracétamol (poudre fourni par le fabricant).
V.4 Préparation de solution :
a- Solution d’acide chlorhydrique 0.1M
a-1 Solution d’acide chlorhydrique 1M (solution meére) :

L)

Dans une fiole jaugée de 1000 ml contenant 200 d’eau distillée, ajouter environ 84 ml
d’une solution concentrée d’acide chlorhydrique R, agiter puis compléter au volume avec de

I’eau distillée, refroidir et homogénéiser.
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a-2 Solution d’acide chlorhydrique 0.1M :

Dans une fiole jaugée de 1000 ml, prendre 100 de la solution meére puis compléter au
volume avec de 1’eau distillée et agiter pour bien homogénéiser
IV.5 Protocol d’analyse a valider :

IVV.5.1Dosage du principe actif :

e Solution standard :
Peser une quantité exacte de 100 mg de paracétamol standard dans une fiole jaugée de 100 mi
et compléter au volume avec une solution d’acide chlorhydrique 0,1M. Agiter jusqu'a
compléte dissolution. Diluer ensuite 1 ml dans une fiole de 100 ml et compléter au trait de
jauge toujours avec la solution d’acide chlorhydrique 0,1 M.
On détermine 1’absorbance de solution a 243+]1 nm contre un blanc (solution d’acide
chlorhydrique 0,1M).

IVV.5.2Dosage de médicament :

e Solution test :
Apres avoir pulvériser (cing) 05 comprimés, prendre une quantité équivalente & 100 mg de
paracétamol (1/5éme du poids moyen) dans une fiole jaugée de 100 ml et compléter au
volume avec une solution d’acide chlorhydrique 0,1M. Agiter pendant 2 Heure, filtrer (si
nécessaire) et prendre 1ml du filtrat dans une fiole jaugée de 100 ml et compléter au volume
avec la solution d’acide chlorhydrique 0,1 M. Il faut agiter pour homogénéiser.
On détermine 1’absorbance de solution a 243+1 nm contre un blanc qui est la solution d’acide
chlorhydrique 0,1M.
IV.6  Méthode :

IV.6.1 Linéarité (Mode opératoire) :

e On mesure 100 mg de standard de Paracétamol.

e Ajouter dans une fiole de 1000 ml.

e Compléter Avec environ 700 ml de la solution H CI 0,1M.

e Agiter bien pour la dissolution.

e Amener au volume de un litre avec la solution H CI 0,1M.
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Réaliser une série de dilution selon le tableau suivant :

Tableau 2: Les séries des dilutions de Solution mere.
Solution meére (ml) 4 5 6 7 8

Solution HCL ajoutée 0,01 N 46 45 44 43 42

On détermine les lectures des solutions au spectre photométre a 243+1 nm. Noter pour
chaque solution trois absorbances.

4 ml 5ml 6 ml 7 ml 8 ml

| |

SM

L1 1 11

SA 46 ml 45 mi 44 ml 43 ml 42 ml

SM : solution mere (ml)

SA : solution HCI ajoutée 0.1M (ml)

Figure 6: Préparation d'une série des dilutions.

IV.6.2 L’exactitude (Mode opératoire) :

L’exactitude permet de déterminer a quel point les mesures sont proches de la valeur attendue
ou de référence.

La méthode de 1’exactitude a été étudiée sur 3 séries :

La quantité théorique est : (90 p. cent ; 100 p. cent et 110 p. cent)
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1. 1ére série (90 p. cent) :

On mesure 90 mg de comprimé de paracétamol et compléter a 100 ml dans une fiole
jaugée de 100 ml avec une solution H CI 0,1M.

Agiter bien pour la dissolution.

Introduire 1 ml de cette solution dans une deuxieme fiole de 100 ml et compléter a 100
ml avec la solution H Cl 0,1M.
2. 2éme série (100 p. cent)

On pése 100 mg de comprimé et compléter a 100 ml dans une fiole jaugée de 100 ml
avec une solution HCI 0,1M.

Agiter bien pour la dissolution de médicament.

Introduire 1 ml de cette solution dans une deuxieme fiole de 100 ml et compléter a 100
ml avec la solution HCI 0,1M. (Effectuer 3 répétitions).
3. 3eme série (110 p. cent)

On pése 110 mg de comprimé et compléter a 100 ml dans une fiole jaugée de 100 ml
avec une solution HCI 0,1M.

Agiter trés bien pour la dissolution le médicament.

Introduire 1 ml de cette solution dans une deuxiéme fiole de 100 ml et compléter a 100
ml avec la solution HCI 0,1M. (Effectuer 3 répétitions).
A la fin on noter les absorbances par effectuer la lecture des solutions au spectre

photomeétre a 2431 nm.
1ére

série :(90 mg)

A. Prélever 90 mg de médicament et compléter a 100 ml avec une solution HCI 0,1M.
B. Introduire 1 ml de cette solution et compléter a 100 ml avec une solution HCI 0,1M.

100 ml d’HCI1 0.1M [L 1ml l
\ m
\_

\_/
.......... > Dilution

R 1 > 2

v V|

90 mg 100 ml d’HC1 0.1M
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> 2°™série : 100mg
-Prélever 100 mg de médicament et compléter a 100 ml avec une solution HCI 0,1M.
-Introduire 1 ml de cette solution et compléter a 100 ml avec une solution HCI 0,1M.

Iml

~ 1

Doliprane! O \_/
__‘ > L Dilution >

100 mg 100 ml ’HC1 0.1IM =¥

100 ml d’HC1 0.1M

3eme

série (110 mg) :

- Peser 110 mg de médicament et compléter a 100 ml avec une solution HCI 0,1
M.
- Introduire 1 ml de cette solution et compléter a 100 ml avec une solution HCI

0,1M.
| 1ml *
()

100 ml ’HC1 0,IM \ U U
L Dilution

- >
Doliprane ' ) )
1000 ¢
v -
o /V
110 mg

100 ml d” HC1 0.1M

Figure 7: Les 3 séries de mesures (90 mg, et 100 mg, 110 mg)
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I1V.6.3 La spécificité :

Mode opératoire

La spécificité de la méthode a été appréciée en étudiant la méthode de reconstitution avec du
paracétamol seul, Par rapport aux reconstitués contenant du paracétamol et tous les

excipients, traités de la méme maniere.

»  Paracétamol seul :
e Dans une fiole de 100 ml, transférer 100 mg de 1’étalon Paracétamol avec environ 70
ml de la solution HCI 0,1M.
e Agiter bien jusqu'a la dissolution et amener au volume avec HCI 01M
e Effectuer 3 répétitions.
e Effectuer la lecture des solutions au spectre photometre a 243+1 nm. Noter bien les

absorbances.

100 ml d’HCI1 0.1M

O— -
2

O

»—

I @ Dilution >

100 mg de I’étalon

100 ml d’HC1 0.1M

Figure 8 : Préparation de dilution de paracétamol seul

» Paracétamol et tous les excipients :
e Dans une fiole de 100 ml, transferer 100 mg de médicament avec environ 70 ml de la

solution HCI 0,1M.
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Mode

Agiter tres bien jusgu'a la dissolution et amener au volume avec HCI 01M.

Dans une deuxiéme fiole de 100 ml, diluer 1 ml de cette solution et compléter a 100
ml avec HCI 0,1M.

Effectuer 3 répétitions.

Effectuer la lecture des solutions au spectre photometre a 243+1 nm. Noter bien les

absorbances.

1ml
100 mg HCI 0,1 M\ l l l
Dollprane — ‘ ‘ ‘
Q 1000 | ey Dilutions
"'"'"""'!
100 mg

N\

100 ml d’HC1 1,1 M

Figure 9 : Préparation de dilution de paracétamol et tous les excipients
IV.6.4 La reproductibilité :

opératoire :

L'étude a été menée sur 6 doses test différentes, soit environ 110,752 mg (Quantité théorique)
du médicament :

1)
2)
3)
1)

5)

Dans une fiole jaugée de 100 ml, peser 110.4 mg de médicament et compléter a 100
ml avec une solution HCI 0,1M.
Dans une fiole jaugee de 100 ml, peser 110.52 mg de médicament et compléter a 100
ml avec une solution HCI 0,1M.
Dans une fiole jaugée de 100 ml, peser 110.6 mg de médicament et compléter a 100
ml avec une solution HCI 0,1M.
Dans une fiole jaugée de 100 ml, peser 110.72 mg de médicament et compléter a 100
ml avec une solution HCI 0,1M.
Dans une fiole jaugée de 100 ml, peser 110.9 mg de médicament et compléter a 100
ml avec une solution HCI 0,1M.
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6) Dans une fiole jaugée de 100 ml, peser 110.00 mg de médicament et compléter a 100
ml avec une solution HCI 0,1M.
Introduire 1 ml de chaque solution dans une deuxieme fiole de 100 ml et compléter a
100 ml avec la solution HCI 0,1M.
Effectuer la lecture des solutions au spectre photometre a 243+1 nm. Noter bien les
absorbances.

110.4 110.52 110.6 110.72  110.9 111.0
Dollprane l

- ' ' ' ' ' @

Solution HCI T
0.1M

Compléter a 100 ml avec la solution HCI 0,1M.

Introduire 1 ml de chaque solution dans deuxieme fiole de 100 ml et compléter a
100 ml avec la solution HCI 0,1M

TERRY

Figure 10: Préparation des dilutions de reproductible
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111.3.4.2 La répétabilité

L'étude a été menée sur le méme échantillon test de 100 mg de poudre de noyau non
enrobé provenant du méme lot test de comprimés de 1000 mg de paracétamol (correspondant
a la formulation indiquée). L'échantillon a été traité dans les conditions opératoires de la
méthode.

-Effectuer la lecture de solution au spectre photometre a 243+1 nm (9 fois). Noter bien les
absorbances.

100 ml d’HC1 0.1M Iml

\ |
Dollprane

PARACETA) MOL’
Qwoom. | | Dilution >
douleurs et fidvre —

A-unn-’

100 mg 100 ml ’HCLOAIM <

Figure 11: Préparation de dilution de réepétabilité

26






Résultats et Discussion

V Résultats et discussions :
V.1 Linéarité :

Tableau 3: Résultats de mesure d’ Absorbance et concentration d’une série de dilution.

Solution mere (ml) 4 5 6 7 8
Solution HCI ajoutée
0.1N (ml) 46 45 44 43 42
Absorbance moyenne 0,575 0,678 0.803 0.915 1,04

Concentration Solution fille

0,008 | 0,01 0,012 0,014 0,016
(mg/ml)

0,

¢ La droite d’étalonnage :

Régression linéaire de les absorbances obtenue en fonction de la concentration se traduit par
une ligne droite passant sensiblement par l'origine, avec I'équation : y = 0,0171x - 0,0017.

0,018

0,016

y =0,0171x - 0,0017
0,014 Rz = 0,999

0,012

0,01

0,008

0,006

concentration

0,004

0,002

0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

absorbance

Figure 12: Droite de linéarité
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+« Analyse statistique :

X Y XY X? Y2
0,575 0.008 0,0046 0,330625 0,000064
0,678 0,01 0.0068 0.459684 0,0001
0,803 0,012 0,0096 0.644809 0,000144
0,915 0,014 0,013 0.837225 0,000196
1,04 0,016 0,017 1,0816 0,000256
Moyenne 0,802 0,012 0.0102 0.6707886 0,000152

1. Le coefficient de corrélation (r) :

XY-XY

VEXZ-XB)(Y2-(Y))

X : Valeur d’absorbance.

Y : Valeur de concentration.

X?* Moyenne d’absorbance.

¥2: Moyenne de concentration.

Ontrouve: r=0.9995

Le coefficient de détermination R2=0,999

2. Test de linéariteé :

a=0,0171 b=-0,0017 R?= 0,999

b=-0,0017 :I’ordonnée a I’ origine n’est pas significativement différent de zéro.

3. Lavariance :
1 =12
Var= EZ(X — X)
Var=- (0,136319)=0.034

4. L’écart type :

A= /Var(x)=0.185
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5. Moyenne de teneur :

Les teneurs ont été calculées pour chaque lecture les dosages. Les dosages sont exprimés en
% et ils ont été déterminés a partir de 1’expression :

100% » C théorique
T% » Créelle
To% = Créelle % 100
Cthéorique

D’aprés la loi de Beer-Lambert :
A réelle — €. L.C réelle (1)
A temoin= €. L. C tgmoin (2)

(1) Aessai _ Créelle
(2) Atémoin  C témoin

Aessai
Donc : Créele = Ceémoin———
Atémoin
En faisant les remplacements nécessaires, on calcule
T C témoin AAt:rSnS:iin % 100
0= C théorique
100 1 100 1 Ptémoin _ 1
: sorique= —— X — smoin = — X — = —
AVec : C tneorique 100 X 000t C temoin 100~ 100 100 100

Ptémoin_ 1 A essai

DonC : T%: 100 10&001Atémoin X 100

100 100
Ona: 1000 mg(Pa) > Pm (poudre)
100 mg » P essai (poudre)

P témoin>< 1 A essai

ﬁ — 8 i
TY%= —100 g0 Atmom » 100
P essaiX——X—X—
Pm 100 100

Aessai Ptémoin Pm
T%=——X — X
Atémoin Pessai 1000

X 100,
Ou:

A cssai - Absorbance obtenue pour la solution fille lors de 1’étude de linéarité.
A «moin : Absorbance de la solution standard (témoin).

P tmoin : Prise de standard.

P cssai : Prise d’essai du 1’échantillon.

Pm : Poids moyen des 5 comprimés.
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Avec : A témoin= 0,727, P ttémoin=100 mg, P s, =110,752 mg et Pm=1114,3 mg
La gamme des concentrations est comprise entre 80% jusqu’a 160%.

Calculede T % :

0,575 100 1114,3
0,727 110,752 1000

T% = X 100 = 80%

Tableau 4 : Résultats de calcule de teneur en pourcentage.

Absorbance T %

0,575 80%

0,678 93.83%
0,803 111,13%
0,915 126.63%
1,04 143.93%

6. Test de Student :

On calcule le test de Student si la valeur moyenne trouvée et la valeur considérée ne différent
pas significativement pour un degré de probabilité déterminé

Im-X]|
texp = A

m :est le 1 er valeur d’absorbance.

x - est la valeur moyenne obtenue.

A :est I’écart type.

0.575-0,802
o= 20802 g 997
0.185

Ona:(n=5)/(ddl,..=4)/(a.=0,05
Donc : ty,=2.132
On obtient ainsi = tex<ttap

7. Intervalle de confiance (IC) :
A
IC=(M “ X = M + i X

M : Moyenne de teneurs T(%) =111.10%

%) = 111,10+ 0.20
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Conclusion :

» Ces résultats indiquent que la méthode est linéaire et que la droite passe

statistiquement par zéro et elle est affectée d’un coefficient de détermination

trés satisfaisant (R2 = 0,999).
> On considéere que la méthode est linéaire car on trouve une valeur de tey
inférieure a typ pour un risque choisi de 0,05%.

4

V.2 Répétabilité :

Tableau 5: Résultats de mesure de 1’absorbance des 9 prises d’essai.

Essai n° 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Masse (mg) 110.752
Absorbance | 0.607 | 0,611 | 0,608 | 0,607 | 0,607 | 0,611 | 0,608 | 0,609 | 0,608
Moyenne d’absorbance (X) :0,6084
1-La variance :
Var= ﬁx(x —X)2= %(0.00002022) = 2.53*10°
2- L’écart type : A= /Var(x) =0.0016
3- Moyenne de la teneur T(%b) :
To%= Afassa-i X Ptémoi-n x Pm % 100
A témoin P essai 1000
Top= 2207 5 190 113 o 100 = 84.00%
0,727 = 110,752~ 1000
Tableau 6: Résultats de calcule de teneur en pourcentage.
Vel I 2 3 4 5 6 7 8 9
T % 84,00 | 84,56 | 84,14 | 84,00 | 84,00 | 84,56 | 84,14 | 84,28 | 84,14
% % % % % % % % %

Moyenne de la teneur T(%) = 84,20%
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4- e coefficient de variation :

A
CV—§X100

_0.0016

Cv = X 100=0.263 %

0,6084

5- Intervalle de confiance :

Ona: (n=9); (ddl_1) = 8); (o = 0.05); Ttap = 1,86
IC:(M‘ttabX\/%; M + teap X

IC =84.20 + 0.0010

_A
VU—I)

Conclusion :

» Ces résultats indiquent que la méthode est répétable.

» La valeur du coefficient de variation et de la variance indiquent que la
moyenne des teneurs rendent parfaitement compte de la bonne répétabilité de
la méthode.
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V.3 Reproductibilité :

Les résultats des mesures d’absorption des 6 tubs d’essai dans le tableau suivant :

Tableau 7: Reproductibilité.

La mass

(mg)
Concentration

110,04

110,5 110,6 110,7 110,9 111

0.01104 0.01105  0.01106  0.01107  0.01109 0.0111
(mg\ml)

Absorbance
0.621 0.622 0.623 0.626 0.627 0.629

moyenne

e Analyse statistique :

Les résultats de calcul de la masse et la concentration théorique et la concentration réelle.

Tableau 8: Résultats des calculs.

La mass . -
Concentration  C théorique
(mg) Absorbance

S. mere (mg\ml) (mg\ml)

110,4 0,621 1,104 0.01104 0.00943 9518
110,5 0,622 1,105 0.01105 0,00945 9534
110,6 0,623 1,106 0.01106 0,00948 9549
110,7 0,626 1,107 0.01107 0,00953 95095
110,9 0,627 1,109 0.01109 0,00956 96,10
111 0,629 1,11 0.0111 0,00960 96,41

1-Le coefficient de corrélation (r) :

Y-XY

=0.98029

[=
- @-m)

X : Valeur d’absorbance.
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Y : Valeur de concentration.

X : Moyenne d’absorbance.

Y : Moyenne de concentration.

2-La variance :
_ 1 - Y2
Var —n_]Z(X X)

Var =§ (0.000048) = 9,6  10~°

3-L’écart type :

A =JVAR (X)=0,0031

4-Moyenne de teneur :

Pour chaque densité optique, les dosages ont été calculés. Les dosages sont exprimés en %,

ont été déterminées a partir de 1’expression :

A essai P témoin Pm
— * —x ——* [()()
A témoin P essai 1000

T%=

Moyenne de teneur T (%) = 95,75 %.

5-Le coefficient de variation :

écart type x 100 = 0,0031 * 100 = 0,496 %

" Moyenne de série X 0,625

6-Intervalle de confiance :
(n=6), (o= 0,05), (ddl(-1y ; N=5), ; teap = 2,015

IC= (M- Ty * —

A
m;M + Ttab * /n_l):

IC = 95,75 £0,0025
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/Conclusion :

Ces résultats indiquent que la méthode est reproductible.

parfaitement compte de la bonne reproductibilité de la méthode.

<

La valeur du coefficient de variation et la variance et la moyenne des teneurs rendent

~

4

V.4 Spécificite :

Résultats de calcul de la concentration réelle et la concentration théorique et les titres en

pourcentage et en masse (paracétamol principe actif seul).

Tableau 9: Spécificité.

: Absorbance

C réelle C théorique Absorbance Tenure-en
(PA seule +

(mg\ml) (mg\ml) (PA seul) - %
excipients)

0,00952 0,01 0,692 0,606 92,88

0,00950 0,01 0,691 0,603 92,42

000953 0,01 0,693 0,609 93,34

e Analyse statistique :
Les dosages sont exprimés en %, ont été déterminées a partir de I’expression :

Aessai P témoin Pm

A témoin * P essai * 1000 * 100

T% =

Moyenne de teneur trouvée : (T%) =92,88 %.

1- La moyenne :
SXi 2,255
n 3

= 0.692

m =
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2- Lavariance :
VAR = Lz‘, (x2 —F) = 1z(z £107%) = 1106
n-—1 2
3- L’écart type :

A=,/VAR(X)= 0,001
4- Le coefficient de variation :
écart type 0.001

= 100 =
Moyenne de sériem i 0.692

cv *100 = 0.145%

5- Intervalle de confiance :
Avec : (n=3), (o =0.05), (ddln-1)= 2), (twn = 2,92).
On trouve : IC =92,88 + 0,0021

Conclusion :

Ces résultats indiquent que la méthode est spécifique. Il apparait qu’aucun excipient

du comprimé ou impureté n’interfére sur le dosage du principe actif.

V.5 Exactitude :
Tableau 10 : Résultats de mesure d’absorbance et concentration des 3 séries.

Série Serie 01 (90mg) Serie 02 (100 mg)  Série 03 (110mg)

Masse m= 90 mg

0.528 0.597 0.643

Absorbance 0.532 0.593 0.648

0.532 0.592 0.640

C théorique 0.009 0.01 0.011
(mg/ ml)

C réelle (mg/ml) 0.0066 0.0082 0.0097

e La droite d’étalonnage
Une régression linéaire effectuée sur les absorbances obtenues en fonction des concentrations
aboutie a une droite d’équation : y = 0,0273x - 0,008
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0,012
£ 0,01
g’ : y =0,0273x - 0,008 /
g y /
© 0,006
o
C
ot 0,004
[
o
O 0,002
0 T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Absorbance

Figure 13: Droit d’exactitude

e Analyse statistique
1- Le coefficient de corrélation (r) :
XY - XY

r=
(&= @) - )

: valeur d’absorbance

< X

: valeur de concentration
X : Moyenne d’absorbance

Y : Moyenne de concentration
On trouve : r = 0,9988

e Les résultats sont regroupés dans ce tableau :

Tableau 11: résultats d'exactitude.

Série Absorbance Variance Ecart Intervallede Coefficient Moyenne

type confiance (o[ de la
variation  teneur(%o)
(%)

Série 0.531 5.5%107¢ 0.00234 90,37 4+ 0.013 0.441 90,37
1

Serie 0.594 7*107%  0.00265 91.04 + 0.015 0.446 91.04
2

Série 0.644 1.65*10~> 0.00406 89.69 + 0.023 0.640 89.69
3
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2- Moyenne de la teneur :

Tableau 12: Résulta de calcul de teneur des 03 séries.

89,92 90,60 90,60
91,50 90,89 90,74
89,60 90,29 89,18

Tableau 13: Résulta de calcul de la concentration de la solution mére et solution fille (série 01).

Masse principe actif C.S. mere (mg/ml) C.S. fille (mg/ml)
(mg)
90 0.9 0.009
90 0.9 0.009
90 0.9 0.009

Tableau 14: Résultats de calcul de la concentration de la solution mere et solution fille (série 02).

Masse principe actif

C.S. mere (mg/ml)

C.S. fille (mg/ml)

(mg)

100 0.1 0.001
100 0.1 0.001
100 0.1 0.001

Tableau 15:Résultats de calcul de la concentration de la solution mére et solution fille (série 3).

Masse principe actif

C.S. mére (mg/mil)

C.S. fille (mg/ml)

(mg)

110 11 0.011
110 11 0.011
110 11 0.011
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Conclusion :

e Ces résultats indiquent que la méthode est exacte et affectée d’un coefficient
de corrélation trés satisfaisant (R*= 0.9977).

e La valeur du coefficient de variation et la variance et 1’écart type et la
moyenne des teneurs sont excellents et trés proche dont la méthode de dosage
proposé considérée comme exacte.

e En définitif, la méthode proposée est specifique, linéaire, exacte, reproductible
et répétable. Ses performances sont compatibles avec des limites d’acceptation
de £ 10% de la teneur théorique en paracétamol 1000mg dans le produit fini.






Conclusion

Conclusion :

Le dosage par spectrophotométrie est une méthode de dosage largement utilisée en
pharmacopée et dans I'industrie pharmaceutique. Il s'agit d'une méthode de détermination de
la concentration d'une substance chimique dans une solution en mesurant l'intensité
d'absorption ou d'émission de rayonnement électromagnetique par la substance testée

(paracétamol).

La validation est fondée sur une analyse statistique des méthodes analytiques, basée sur
un certain nombre de critéres (spécificité, 1’exactitude, la linéarité, la reproductibilité, la
répétabilité), aboutissant a une assurance de donner des résultats fiables. En conséquence, elle
a pour but de démontrer que les techniques correspondent a 1’utilisation pour laquelle elles
sont proposées. Ceci fait clairement apparaitre le lien trés étroit qui existe entre la qualité

d’une analyse et la validation de la méthode qui permet de la faire.

Dans le présent travail, on s’est intéressé a I’analyse et a la validation d’une méthode de

dosage spectrale du médicament paracétamol 1g.

D’apres les résultats obtenus au cours des tests de la validation, on peut conclure que la

méthode est validée, spécifique, exacte, précise, linéaire et reproductible.
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ANNEXES

Annexes :

Table de Student ¢

v Q
0.100  0.050 0025 0.010 0.005 0.001
l 3078 6311 12706 31.821  63.657  318.309
2 1.886  2.920 4.303 6.965 0.925 22.327
3 1.638 2.358 J3.182 4.54) H.811 10.215
4 1.533 2132 2.776 3.747 4.604 7.173
5 1476 2015 2.571 3.365 4.032 H.803
6 1.440  1.943 2.447 3 143 3.707 H.208
7 1415  1.895 2.365 2,998 J.499 4.785
8 1.397  1.860 2.306 2 896 3.300 4.501
9 1.383  1.833 2.262 2.521 3.250 4.297
10 1372 1.812 2.228 2.764 3.169 4.14
11 1363  1.796 2.201 2.718 3.106 4.025
12 1.356 1,782 2.179 2.681 3.055 3.930
13 1.350 1.771 2 160 2.650 3.012 3.852
14 1.345 1.761 2145 2.624 2977 3.787
15 1.341 1.753 2.131 2.602 2.947 3.733
16 1.337 1.746 2.120 2.583 2.921 3 636
17 1.333 1.740 2.110 2.567 2.898 3.616
18 1.330 1734 2.101 2.552 2.878 3.611
19 1.328  1.729 2.093 2.539 2.861 3.579
20 1.326 1.725 2.086 2.528 2.845 3.552
21 1323 1.72 2.080 2518 2.831 3.527
22 1.321 1717 2.074 2.508 28519 3.505
23 1319 1.74 2.069 2.500 2.807 3.485
21 1318 1.711 2064 2.492 2.797 3.467
25 1.316 1.708 2.060 2.485 2.787 3.450
26 1315  1.706 2.056 2.479 2779 3435
27 1314 1.703 2.052 2473 2.771 3421
28 1.313  1.701 2.048 2.467 2.763 3.108
20 1.311 1.699 2.045 2.462 2.756 3.396
30 1.310  1.697 2.0142 2457 2.750 3.385
100 1290 1.660 1.984 2.365 2.626 3.174
0 1.282 1.645 1.960 2.326 2.576 3.090




