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Abréviation

PA : principe actif

LP : libération prolongée

CP: comprimé
PEG: polyéthyléne glycol
FDA: Food and Drug Administration
NAPQI: N-Acetyl-P-Benzo-Quinone
COX : Cyclooxygénase
H2 : enzyme prostaglandine synthéase
SNC : Systéme nerveux centrale
AINS : anti inflammatoires non stéroidiennes
cyp450 : cytochrome p 450
PO : per ose (voie orale)
IV : voie intraveineuse
POX : peroxydase
UV-visible : ultra violet- visible

E1 : énergie fondamental
E2 : énergie d’émission
A : Absorbance
T : Transmittance
HPLC : chromatographie liquide haute performance
Om: phase mobile
Os: phase stationnaire.
Med : médicament

[C] : concentration.
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Introduction générale

INTRODUCTION

Le paracétamol (I’acétaminophéne) est le médicament antalgique le plus connu et le plus utilisé
dans le monde, il existe sous différentes formes pharmaceutiques et avec des dosages divers,

afin de pouvoir satisfaire aux besoins des soins et cela pour toutes les tranches d’age.

Le paracétamol est une substance active, ayant des propriétés antalgique, antipyrétique et anti-
inflammatoire, largement indiquée dans le traitement des différentes manifestations

douloureuses tel que les états grippaux, douleurs dentaires, articulaires, maux de téte ...

Pour garantir la qualité irréprochable du paracétamol dans le produit fini, on effectue de
nombreux contrdles parmi eux le contréle physico-chimique qui permet de vérifier le respect de

ses spécifications tel que le dosage et la pureté. ..

Plusieurs techniques analytiques comme la spectrophotométrie UV —VIS, la chromatographie
liquide a haute performance, la chromatographie sur couche mince, la potentiométrie directe ont
¢été utilisées pour le dosage du paracétamol dans les formulations pharmaceutiques. Cependant,

chaque technique analytique présente des avantages et des limites.

Notre travail réalisé au sein du laboratoire de chimie analytique de la facult¢ de médecine de
Tizi-Ouzou consiste & faire une étude comparative du dosage du paracétamol dans le produit
fini (EXPANDOL 500mg) en forme séche (comprimés) par la technique spectrophotométrie
UV-Visible qui est basée sur la propriété du paracétamol a absorbé certaines longueurs d'ondes
du spectre UV et la technique chromatographique HPLC qui permet la réalisation d’une analyse
quantitative des comprimés d’EXPANDOL 500mg en matiére de leurs teneur en paracétamol.
L’objectif de cette étude comparative est de voir la possibilité de substituer la méthode usuelle
(HPLC) par une méthode alternative (spectrophotométriec UV-VIS) pour le dosage du
paracétamol dans le produit fini (comprimés d’EXPANDOL 500mg).

Ainsi, ce travail comporte deux parties :

Une partie bibliographique, qui comporte une présentation compléte de notre molécule
d’¢étude « paracétamol » ainsi que 1’essentiel des techniques d’analyse utilisées dans la suite du
travail, a savoir la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) et Ila

spectrophotométrie UV/Visible.
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Une deuxi¢me partie qui est la partie expérimentale, qui comporte les différentes étapes du
dosage analytique du paracétamol dans le produit fini (EXPANDOL 500mg comprimés) par
HPLC puis par spectrophotométrie UV-VIS a fin d’exposer les résultats qui débouchent sur une

comparaison des deux techniques, une discussion et une conclusion.
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Chapitre I Paracétamol

1. Historique
Le paracétamol est une molécule plus que centenaire, née d’un heureux hasard,

suite a une erreur de livraison

otorlg dhote ynsls B

Figure 1 : Plante de cinchona

En 1878, Harmon Northrop Morse synthétise le  paracétamol  autrement
nommé « acétylaminophénol » dans le but de remplacer 1’écorce de cinchona qui est une

plante médicinale chere utilisée a I’époque pour soulager les douleurs et les états fiévreux.

En 1886, Arnold Cahn et Paul Hep deux médecins strasbourgeois découvrent les propriétés de
paracétamol en étudiant 1’effet du naphtaléne et ses dérivés sur les parasitaires intestinaux, le
produit est sans efficacité ce qui nous mene a conclure que ce n’est pas celui-ci qui est utilisé
dans la fabrication de paracétamol mais c’est 1’acétanilide qui donnera naissance a deux

molécules « phénacéténe et le paracétamol ». 21

En 1893, Joseph Von Mehring compare entre la toxicité de phénacéteéne et le paracétamol il a
trouvé que cette derniere est plus toxique que phénacéténe ce qui fais que le paracétamol est

délaissé. 13!
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Figure 2 : Joseph van Mehring

Vers les années cinquante, des essais cliniques montrent les propriétés antalgiques et
antipyrétiques du paracétamol, la Food and Drug Administration « FDA » autorise donc la vente
du Tynelol sur le marché américain (aux états unis) en 1956 et le doliprane et codoliprane en

France en 1957.

Aujourd’hui, le paracétamol est le médicament antalgique le plus utilisé au monde entier grace
a son bon rapport bénéfice/risque et ses effets indésirables minimisés en comparant avec
I’aspirine qui provoquent des effets parfois graves notamment les hémorragies, syndromes et

les ulcéres gastro intestinal. !

Figure 3 : Comprimé de paracétamol
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2. Définition
Le paracétamol ou 1’acétaminophéne est la substance active qui entre dans la composition
de nombreuses spécialités médicamenteuses présentées sous différentes formes et
conditionnement 15! vendu en libre-service, il est utilisé soit seul ou en association avec d’autres

médicaments (6!

Le paracétamol est de classe des analgésiques non salicylés, indiqué contre les fievres et les

douleurs d’intensités moyennes a forte. !

Figure 4 : Paracétamol

3. Structure chimique

Paracétamol nom vient de la contraction de para-acétyle-aminophénol.

Paracetamol C;H,NO,

0
N4<
H

CH.

Figure 5 : Formule chimique
et molécule de paracétamol

La molécule est composée d’un seul cycle benzénique substitué par un groupement

Hydroxyle « OH» et par un groupement amide en position para de la structure. 8!
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4. Mécanisme de Synthése du paracétamol

La syntheése de 1’acétaminophene fut réalis€ chimiquement en 1878 par
Harmon Nothrop Morse, il s’agit d’une réduction du para-nitrophénol en para-
aminophénol en présence d’étain dans 1’acide acétique suivit d’une acylation par

I’anhydride acétique en donnant I’amide N-(4-Hydroxy phényle éthane amide

comme le montre la synthése ci-dessous. 18!

OH
OH dil. HaS0 OH
[| O s ] 4 =
AN . ANO
Lﬁ) NaNOs |f I'/
NO>
0 O
X NaBHa )\OJJ\ “
| . -
R~
| HN
NO:

Figure 6 : Synthése du paracétamol

5. Propriétés physico-chimiques : '

Les propriétés physiques et chimiques de paracétamol sont mentionnées

dans de tableau ci-dessous
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¢ Tableau I:Propriétés physico-chimiques du paracétamol

Propriétés chimiques Propriétés physiques

Nom chimique : N-(4-Hydroxyphényl) acétamide | Point de fusion : 168-172°C

Nom IUPAC : 4-acétylaminophénol Densité : 1.263g/mol
DCI: Paracétamol Masse volumique : 1.293 g/ cm 3.
Formule brute : CSHONO2 Solubilité : soluble dans I’eau

-Facilement soluble dans alcool a 90%

-Trées peu soluble dans I’éther.

Masse molaire : 151.1626 g/mol et pKa=9.38 Aspect : poudre cristalline blanche a jaune pale,
inodore de saveur amere.

6. Pharmacocinétique

« Absorption

Voie orale : résorption rapide et compléte par voie per os : le max de concentration
plasmatique atteinte entre 30-60 minutes pour les comprimés et les poudres aprés ingestionet

une demi vie plasmatique d’environ 2h.

Voie injectable : le médicament se trouve directement dans la circulation sanguine

(biodisponibilité : 100%), possede la méme efficacité que la voie orale.
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«» Distribution

Le paracétamol se diffuse rapidement vers tous les tissus en atteignons les organes cibles

161 les concentrations sont comparable dans le sang la salive et le plasma et la liaison aux

protéines plasmatique est faible. 112!

«» Meétabolisme

Me¢étabolisé principalement dans le foie ou il subit une glucoroconjugaison et sulfoconjugaison,
il existe une autre voie mineure catalysée par cyp450 en formant un intermédiaire réactif la( N-
acétyle-p-benzoquinone-imine) abrévié en « NAPQI » qui est soit réduit et €liminé dans les
urines apres conjugaison avec la cystéine et 1’acide mercaptopurique, ou bien dans certain cas
son métabolite toxique est augmenté dans le sang ce qui est responsable d’une intoxication

massive par le paracétamol

[ o
ECErLE rTEr Ol e

Figure 7 : Voies de métabolisation

+¢ Elimination : urinaire, rapide.
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Chapitre I Paracétamol

7. Pharmacodynamique

Le paracétamol permet de traiter les douleurs (antalgiques) et faire baisser les fiévres

(antipyrétique) 1211161
8. Mécanisme d’action

Le paracétamol disposait d’une action inhibitrice en bloquant la cyclooxygénase

« COX » qui posseéde une affinité aux systéme nerveux central (SNC), il empéche
la production des prostaglandines H2 synthéases [6], celles-ci comporte deux sites
d’action les COX1 et COX2 les cibles d’action des AINS et le peroxydase POX qui est la
cible principale d’agissement, 1’effet inhibiteur dépend du taux des radicaux libres

présent dans le milieu, par ce mécanisme le paracétamol baisse la fievre

Hypothalamus

D Cycooxyoénase
. |

@ :} Synthétize

B8 Rl

(BT T f—} _|'._E_|~.|r...

Figure 8 : Mode d'action

D’autre part 1’action antalgique de paracétamol est expliquée par la libération de I’acide
arachidonique influe par COX permet de produire 02 types de prostaglandines instables
G2 et H2 qui sont ensuite stabilisées par la peroxydase enfin ces prostaglandines E2

stables sensibilisent les nocicepteurs de douleurs. 131
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Chapitre I Paracétamol

0. Indications thérapeutiques

-Traitement symptomatique des douleurs d’intensité 1égeére a modérés et /ou d’états fébriles :

« Algies articulaires, céphalées états fébriles de tout origine ».

-Traitement symptomatique des douleurs d’arthrose. 2!

-Usage ¢tendu en pédiatrie.

-Fréquemment associé¢ a d’autres antalgiques (dextropropoxyphéne, codéine, morphine)

a mécanisme d’action différents « opiacés » dans le cas des douleurs majeures.

10. Contre-indications

Le paracétamol ne doit pas €tre pris en cas :

» Hypersensibilité au paracétamol ou a I’un de ses constituants (exceptionnelle).

[12]
» Insuffisance hépatocellulaire (allongement de demi-vie d’¢élimination)

o4
>  Porphyrie.

11. Posologie

Le paracétamol est le moins dangereux des antalgiques, si on respect la posologie qui se

différe selon I’age
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Chapitre I Paracétamol

Chez les nourrissons et nouveau-né.

Pour les nouveaux nés qui ont un age postconceptionnel de 28 a 44 semaines
d’aménorrhée, I’administration se fait que par voie intraveineuse a une dose de charge
de 20 mg/kg, suivi de doses d’entretien de 10 mg/kg toutes les 6h entre 32 et 44

semaines d’aménorrhée et toutes les12h entre 28 et 31 semaines. 19!

e Chezles nourrissons de 44 semaines d’aménorrhée et les enfants plus agés

La dose quotidienne recommandée est de 15 mg/kg (1.5 mg/kg) toutes les 6 h

quel que soit leurs poids_ 11!

e Chez les adultes

La dose journaliére par voie orale prescrite aux adultes est comprise entre 0.5 a 1 gr

[16]
sans dépasser la dose maximale de 3g/j pour les adultes qui pésent moins de 50 kg ou

présentent certains facteurs de risques (insuffisance hépatique et rénale, consommation

AT . : o 17 L :
d’alcool réguliére et un état de jeune prolongé) et la perfusion intraveineuse de
paracétamol doit étre prét de 15 minutes jusqu’a 4 fois par jour avec un minimum

d’intervalle de 4 h entre 02 administrations. °!
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Chapitre I Paracétamol

Paracétamol =1¢" choix

Pour qui ?
h 4 ) 4
=65 ans, dénutri,
<12 ans Adultes alcoolique,
Enfant > 12 ans : E :
insuffisant. hepatique

|

Sirop ou suppo;

A 4 ¥

10 a 15 mg/kg
toutes les 4 h

Max 4¢g/24h Max 3¢g/24h

Max 60 mg/kg/24h

e Insuffisantcardiaque
ou hypertendu?

Autres medicaments utilisés ? l l
| ! ]
Recherche Formes non Toutes
historique effervescentes galéniqgues
patient

<

Figure 9 : Schémas montrant la posologie du paracétamol

12. Effets indésirables
Lorsque le paracétamol est bien toléré, il est rare qu’il présente des effets
indésirables mais comme tout médicament dans des conditions bien définit il est
susceptible de provoquer :
-Des réactions d’hypersensibilité :( choc anaphylactique, cedéme
de Quincke, érythéme, urticaire et rash cutané). 12!

-Asthme (trés rare)

-Insuffisance rénale chronique (consommation a longue terme de
paracétamol chez les alcoolismes peut induire une néphropathie
chronique).

-Ulcération rectale. 118!

-Pancréatite aigiie en cas d’association avec d’autres médicaments

Page 14



Chapitre I Paracétamol

Notamment la codéine.
-Thrombopénie, leucopénie, et neutropénie (exceptionnellement)

-Rhabdomyolyse.

-Purpura vasculaire. !

13. Toxicité au paracétamol

Surdesage : un surdosage a partir de 10 gr de paracétamol en une seule prise chez
I’adulte et de 150 mg/kg de poids corporel en une seule prise chez 1’enfant est responsable
de provoquer une hépatite cytolytique susceptible d’aboutir & une nécrose compléte et
irréversible s’expliquant par une insuffisance hépatocellulaire, une acidose métabolique et
une encéphalopathie pouvant allez jusqu’au coma et la mort. Cette intoxication est

stimulée chez les sujets 4gés, les jeunes enfants, la femme enceinte et les alcoolismes. !

e Les signes de toxicité se manifeste et s’gravir au cours du temps :

-Stade 01 (24 heures premiers) : nausées, vomissement « exceptionnellement coma avec

acidose lactique »

-Stade 02 (24 h-72 h) : début d’hépato toxicité « cytolyse ».

-Stade 03 (72h-96 h) : hépato toxicité maximale — hépatite fulminante « ictére et
encéphalopathie »

-insuffisance rénale.
-acidose lactique, hypoglycémie, coagulation [21].
e La prise en charge des intoxications aigues consiste a faire :
-Un lavage gastrique

-Administration de charbon active (diminue 50 a 80% de paracétamol et
neutralise la N-Acétyle cystéine).
-Administration de I’antidote IV : pour régénérer le glutathion réduit qui

permet la réduction de métabolite toxique.
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LPHATE » * GLUCURONIDE =
. .

llll!'-.l'll
e ‘__.H"P.-F

Figure 10 : Toxicité

14. Précautions d’emploi

-Respecter les doses maximales recommandées : chez I’adulte et I’enfant de plus de 50 kg,
la dose totale de paracétamol ne doit pas dépasser 4gr/jour.

-Vérifier I’absence de paracétamol dans la composition d’autres médicaments pour éviter
le surdosage. 121

-Utilisation prudente ou déconseillée en cas d’insuffisance hépatocellulaire, insuffisance
rénale sévere (clairance de la créatinine<= 30ml/min), alcoolisme chronique, malnutrition

chronique et déshydratation. 122!
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Chapitre IT Spectrophotométrie UV-Visible

1. Définition de spectrophotométrie UV/visible

La spectrophotométrie UV/visible c’est I’une des méthodes d’analyse quantitative et
qualitative utilisé¢ dans différents domaines telle que la recherche scientifique, 1’industrie
pharmaceutique, la chimie clinique et le controle de qualité.

Cette méthode consiste a mesurer 1’absorbance « densité optique » d’une substance chimique

23]

en solution limpide

Figure 1 : Spectrophotometre UV-Visible

2. Principe de spectrophotométrie UV/visible.

La spectrophotométrie UV/visible est basée sur I’aptitude de certaines molécules a absorber

de la lumiére dans le domaine UV/visible (entre 200 et 800nm). 124l

L’absorption du rayonnement UV/visible provoque une transition é€lectronique entre deux
niveau d’énergie tel que un électron passe de 1’état fondamentale d’énergie Ei vers un état
excité d’énergie E» son retour donc a I’orbital initiale céde une petite quantité d’énergie sois

sous forme de rayonnement noté :AE= E,-E;( émission ) soit sous forme de chaleur!'*”
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Chapitre IT Spectrophotométrie UV-Visible

Diaphragime

—~ | v |
Sowrce poblychramatigue e _I-. 3 I = -: e -
| L | |‘{ [— >—0,024 n|

Celiule pholodlectrigque AMfcheur
-

-Echantillcan wmipdrhoateur

Manochromateur g

Figure 2 : schéma de Principe d'UV-Visible

Spectre UV-visible et domaine spectral

Les spectres sont des diagrammes qui représentent 1’absorption d’une radiation UV-
visible traversant 1’échantillon & étudié en fonction de la longueur d’onde de radiation ,
plusieurs parametres permettent la quantification de ’absorption d’une radiation tel que

I’absorbance « A », transmittance « T »,et coefficient d’extinction molaire « €m » .

Il existant deux parameétres importants en spectroscopie UV-visible sont les longueurs d’onde

des maximum et minimum d’absorption et I’intensité d’absorption mesuré par le coefficient

d’extinction molaire %!

Le domaine UV-visible est divisé en trois plages :

» UV lointain (A inferieur a 200nm)
» UV proche (A entre 200 et 400nm)

» Visible (A entre 400-800 nm). [26]
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Chapitre IT Spectrophotométrie UV-Visible

Le spectre de UV-Visible

I I I I I

400 a0a &0 700 200
Longeur d'onde en nanométre

Figure 3 : Domaine spectrale

4. Instrumentation

Le spectrometre est un appareil qui enregistre la variation de 1’absorbance A ou la
transmittance T d’une radiation en fonction de la longueur d’onde A ou le nombre d’onde
respectivement, cet appareil est constitué de différents compartiments :

Source lumineuse : c’est une lampe a filament de tungsténe (émettre dans la zone de 350-
1700 nm), ou une lampe hydrogéne (ou a deutérium pour des intensités plus éléves !
Monochromateur : ¢’est un modéle simple et peu encombrant 25 qui permettent de convertir
la lumiére poly chromatique en une lumiére monochromatique et de sélectionner la longueur
d’onde du travail .Il se compose d’une fenétre d’entrée, systéme de dispersion pour la
décomposition de la lumicre blanche en différents composants et une fenétre de sortie pour
sélectionner la longueur d’onde.

Cellule : susceptible de contenir 1’échantillon, elle doit étre saisie lors de la manipulation par
ses faces mates, et d’étre rincer avant chaque manipulation par la solution échantillon. 23!
Détecteur photoélectrique : permet de capter un signal lumineux et de le transformer en
[25]

signal électrique.

Un ordinateur : pour le traitement de signal et I’affichage.
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Source de lumiére monochramaticue

variable A‘.._,\___\_

source fenie

moncchromateur détecteur

traftement du signal

Figure 4 : Instrument UV-Visible

5. Applications

> Etude structurale :

Etude de la liaison hydrogéne, de I’isomérie cis-transe, la polymérisation ...

> Etude des équilibres cinétiques :

Détermination de la vitesse de réaction en suivant [’évolution
chronométrique de I’absorbance. 231

> Analyse qualitative.

> Analyse structurale et identification.
-L’¢étude des spectres ultraviolets ne peut a elle seule permettre 1’identification
certaine d’un analyte.
- Les informations qualitatives (epsilon, et lambda min et max) fournies par cette méthode
peuvent parfois compléter les données obtenues par des techniques plus puissantes

telles que la spectroscopie dans 1’infrarouge, la spectrométrie de masse, la RMN...

-Dans des conditions particuliéres, les spectres dans 1’ultra-violet sont utilisés

pour une confirmation de structure ou pour une identification.

-On utilise soit la comparaison avec des spectres de référence, soit des regles

empiriques telles que les « réegles de WOODWARD FIESER »

-Dans le cas de mélanges simples avec peu de constituants qui absorbent, on
peut cependant identifier des espéces. Cette identification est rendue plus

performante via I’analyse multi variable

-La spectrométrie UV/visible est aussi utilisée pour la caractérisation des ions minéraux.
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Chapitre 11 Spectrophotométrie

UV-Visible

Controle de la pureté

La présence d’impuretés peut modifier le spectre d’absorption UV/Vis et se traduit par
des :

-Changement des positions des maxima d’absorption.

-Apparition d’épaulements ou de pics supplémentaires par effet d’enveloppe des spectres.

Pour un composé, le coefficient d’absorption molaire & est constant dans un solvant donné

Si le composé pur est
transparent et que
I'impureté qu'il renferme

Si le composé n'est
pas fransparent (s,),
lIa valeurde g,
augmente avec le
degré de pureté du
COmpose.

absorbe, 'absorbance va
décroitre quand la pureté
augmente.

Exemples de molécules identifiées par spectrométrie UV/Visible selon la

pharmacopée européenne : le di phosphate de primaquine, La vitamine A 4!}

> Analyse quantitative : la spectrophotométrie UV/visible est une méthode

d’analyse quantitative dans les limites de concentrations de I’ordre de 10 mol/l et

_ . [23]
10> mol/l 4 travers la loi de BEER LAMBERT

6. Loide BEER et LAMBERT

L’UV-visible est largement exploite en analyse quantitative, depuis fort longtemps

dans domaine du visible. Les mesure reposent sur la loi de BEER LAMBERT, qui

relie ’absorbance de la lumiére a la concentration d’un composé en solution.

€ : Coefficient d’absorption molaire (I/mol. cm).

Page 22



Chapitre 11 Spectrophotométrie UV-Visible

A : Absorbance ou densité optique

L : Epaisseur ou longueur du chemin optique en (cm)

C : Concentration molaire en mol /1. 126l

intensite intensite
incidente transmise
I, ¥
cuwve

Figure 5 : Intensité incidente et transmise

La transmittance (T) est relie a ’absorbance par 1’expression suivant :

| A = -logT |

La transmittance (T) est le rapport de ’intensité du faisceau transmis (I) sur I’intensité
1271

du faisceau initial (Ip) souvent exprimé en pourcentage.

transmittance absorbance

E 3

conceniranoi concaeniration

Figure 6 : Transmittance et absorbance en fonction de la concentration
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Conditions de validation de la loi de BEER et LAMBERT

AN NN

La lumiére utilisée doit étre monochromatique
Les concentrations doivent étre faibles
La solution ne doit pas étre ni fluorescente ni hétérogene.
Le soluté ne doit pas donner lieu a des transformations photochimiques.
Le soluté ne doit pas donner d’associations variables avec le solvant. 26!
DOMAINE DE VALIDITE
A(le,-c)* e A = kO
0,8 - S - .
0.7 L INMNomaine 2
0,6 | de validité - T
0,5 = de 1la lo1i 1i : .
ITMNCAITrae
O, .
non wvalide
0,3 =
0.2 =
0,1 }— C(. 10 el /L)
Il A i 1 1 L 1

Figure 7 : Domaine de validation de la loi BEER et LAMBERT
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Additivité des absorbances

Lorsque la solution renferme plusieurs solutés absorbants a une méme longueur d’onde et qu’il

n’y a pas d’interactions entre eux, la loi de BEER LAMBERT est additive.

Et de ce fait ’absorbance totale des solutions est la somme des absorbances des différents

constituants contenues dans la solution.

A=A1+A2=L (&1C1+&2C>)

A : absorbance des deux composés.  A; : absorbance du compose 1.

C1 : concentration du composé 1. A2 : absorbance du composé 2.
C> : concentration du composé 2. L : longueur de la cuve.
&1 : coefficient d’absorption molaire du composé 1. & 2 : coefficient d’absorption

molaire du composé 2 12!

6. Méthodes utilisées en analyse quantitative

6.1. Méthode directe

Lorsque seul le composé a doser qui absorbe a la longueur d’onde du travail.
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Gamme
d’étalonnage
<=2 <=2 G <SD

0.6
Diroite d'étalonnaze de la usbtance S a 265 nm
0.5 -
O.& -
E Ajw
E 0.2 -
o
o.2 -
o.1 -
Cde I'échantillon = 0, 0005
o.a : r T T
o O - O0oOD= o DDaa o ooaO1=2 OO0 15
Comncentration l:_m-D-LI.._l:I

Figure 8: Droite d'étalonnage d'une substance S

6.2. Méthode indirecte

2 cas peuvent se présenter :

2]

Composé a doser Constituants de la matrice
| |
\ ,'

Absorbent a A choisie

Transformation du composé a doser (réaction totale)

4'

L

Dérivé dont l'absorption est située dans une autre région
trale (absence d'i terfere:nc;es)

|.

Dosage du dérivé obtenu.
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Composé a doser sans chromophore exploitable

C

Transformation du composé a doser (Dérivatisation)

ﬁ

Dérive absorbant dans le domaine UV-Visible.

Dosage du dérivé obtenu.

|.

7.Dosage simultanée de deux composés

Un des avantages de la spectrométrie UV/vis est le dosage simultané¢ de deux ou plusieurs
composés colorés a condition que chacun d’entre eux n’ait pas une absorbance importante a la

longueur d’onde maximale de 1’autre substance’

Lecaadas

AA: —————————
a2 Agcnz

Al

-
B L T L T L L LT PP Y PR

(

Vgmesgpuanloapegas
-

5 e N, T A .
a3 AaC%y

memssssssreevscsnsamehoan

ax )Mz(:ox ........
2> Z.IC'-

-

S
ot
>
M

Figure 9: Spectre d'absorption de deux composés contenu dans un méme mélange
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/1 : maximum d’absorption du composé 1 dont la concentration est C1.
Z2: maximum d’absorption du composé 2 dont la concentration est C2 .

eret £2: coefficients d’extinction molaire des composés 1 et 2.

(A1) u + (A2) mi=An

(A1) 2t (A2) =An

Ani=lern Crl eanr.Co ‘ .
2 équations a 2 inconnues C1 et C2

As=1e122.Ci+le2n.Co

8.Intérét de la spectrophotométrie UV en analyse quantitative

Méthode rapide ayant :

Vaste champ d’application : Composés organiques, inorganiques et biochimiques. -----
Analyse directe = pour le grand nombre de composés qui absorbent dans LUV et le visible.
Analyse apres transformation pour de nombreux composés non absorbant.

Grande sensibilité : Limites de détection entre 10 et 10™ M.

Bonne sélectivité.

Bonne précision.

Facilité de mise en ceuvre et possibilité d’automatisation. (411
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Chapitre 111

Chromatographie HPLC

1. Généralités

La chromatographie est une technique analytique importante qui permet la

séparation, identification des constituants d’un échantillon donné pour des fins

qualitatives et/ou des analyses quantitatives 1?81, son principe est basé sur la

différence d’affinité des constituants de 1’échantillon vis-a-vis de la phase

stationnaire et de la phase mobile.

Il existe plusieurs techniques Chromatographiques : 136!

Chromatographie

N
o

& N

Phase gaze Phasze hquide

\

Exclusion

w

Adszorption
Sur colonne

(J

Echang Partage Paires Echange
ed'ions dions deligand
C.LL. Phase greffees
(hqude - (BPL)
Liquide)

Dezurface

CCM
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Chapitre 111 Chromatographie HPLC
2. Définition de la chromatographie HPLC

La Chromatographie liquide haute performance (HPLC : High performance liquid
chromatography) 2! est une des techniques chromatographiques les plus récentes
permettant la séparation, identification et de dosage des composés chimiques.
301311 Elle est caractérisée par l'utilisation de divers phénoménes physiques :

adsorption, partage, échange d’ions, exclusion diffusion. 132!

3. Principe de PHPLC

La chromatographie HPLC est une technique de séparation sur colonne qui repose sur la
distribution des espéces entre 2 phases non miscibles : une phase stationnaire contenue dans

une colonne et une phase mobile liquide dont le flux traverse la totalité de la colonne 134+

Analytes |
K: Coefficient de distribution
’ & de l'analyte entre les deux phases
‘ C C: Concentration de I'analyte
Phase PhaSE K — _S dansla phase stationnaire
w “ ” " C Cy: concentration de 'analyte
Stﬂt.Dnnalre mObﬂe M dansla phase mohile

Figure 1 : Principe de la chromatographie sur colonne

4. Appareillage

Les principaux composants d’une chaine HPLC sont :

4.1) Réservoir de la phase mobile (solvant) :
Est une bouteille en verre dans lequel plonge un tube avec une extrémité filtrante en téflon,
il contient la phase mobile en quantité suffisante équipé de dispositif de barbotage d’azote ou

d’agitation magnétique pour piégé les gazes dissout en particulier I’oxygene.
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4.2) La Pompe d’injection :
A pour role d’écouler la phase mobile a I’intérieur de la colonne en exercant une haute
pression, elle permet de travailler soit :

En mode isocratique : c'est-a-dire avec 100% de méme éluant tout au long de 1’analyse.

Ou bien en mode gradient : qui veut dire que la composition de la phase

mobile change au cour de ’analyse. 3

Cette pompe doit étre trés puissante car la viscosit¢ des solvants et la
granulométrie trés fine des phases stationnaires entrainent des différences de
pression ou des pertes de charges entre le sommet et I’extrémité des colonnes
qui peuvent parfois étre importantes (50 a 100 bars).

La pompe est munie d'un systtme de gradient permettant d'effectuer une

programmation de la nature du solvant. [40]

4.3) Injecteur
L’injection doit se faire en un temps trés bref afin de ne pas perturber le régime

d’écoulement dans la colonne et le détecteur.

L’injecteur le plus utilisé c’est la vanne a boucle externe qui permet d’avoir

un volume constant, chose qui est trés importante notamment en analyse

[31]

quantitative.

Vers |a colonne

o vers la colonne
5 orifice
T de remplissage

effluent (seringue en 4)

houcle boucle

Figure 2 : Vanne d'injection a six voies avec boucle d'échantillonnage a
gauche :
Position remplissage de la boucle -A, droite : Position d’injection dans la

colonne
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4.4) Colonne

-Les colonnes en HPLC sont usuellement en acier inoxydable. 13!

-La plupart des colonnes ont une longueur de 10 a 30 cm et un diametre intérieur de 4

a 10pm.

-Depuis peu, existent des micros colonnes a haute performance qui ont un diametre
de 1 a 4,6 mm et une longueur de 3 a 7,5 cm. Ces colonnes qui sont remplies de
particules de 3 a Sum. Présentent les avantages de la rapidité et d'une consommation

minimale de solvant.

-Cette dernicre propriété est d'une importance considérable car les solvants de haute

pureté pour la HPLC sont trés cotiteux.
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-La colonne est souvent précédée pour augmenter sa durée de vie, d’un pré colonne
dite colonne de garde, courte de 1 cm, qui retient les composés indésirables. On
change périodiquement ce pré colonne, bien qu'il soit par ailleurs conseillé de faire
passer les échantillons avant analyse a travers un filtre de porosité inférieure a

0,5um.

4.5) Détecteur

En HPLC, il existe des détecteurs spécifiques de grande sensibilité. Des lors, le

dispositif utilisé¢ dépend de la nature de 1’échantillon.

> Criteres de choix du systéme de détection
» Fournir une réponse stable, rapide et reproductible.
» Garantir une bonne sensibilité de détection.
» Ne pas altérer la qualité de la séparation.
» Linéarité : réponse proportionnelle a la concentration a chaque instant.
» Minimiser le bruit de fond (réponse aléatoire de la ligne de base).
» Limite de détection faible compatible avec les résultats attendus.

+* Classification des détecteurs CLHP

» Détecteurs universels
Intéressants dans le cas de mélange de composition inconnue.

Basés sur la mesure d’une propriété globale de 1’effluent chromatographique.

Exemples :

v’ Réfractométre différentiel.
v Détecteur évaporatif a diffusion de lumiére.

v' Spectrométre de masse

> Détecteur spécifiques
Avantageux pour doser des traces détectables parmi d’autres produits non
détectables.

Basés sur les propriétés physico-chimiques particuliéres des analytes a doser.
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Exemples :

v Spectrophotométre UV-Visible.

v Spectrofluorimétre.

v’ Détecteurs électrochimiques (ampéremétre ; conductimétre, coulométre) - 401

4.6) Enregistreur (intégrateur) :

Permet d’enregistrer et d’afficher les données sous forme d’un ensemble de pics qu’on

appelle chromatogramme. 3¢

Bouels
d"imjection

i - —
vegazeur =—=F W] %

Vanne de| g

] e L

Pompe |
colonne + pré-colonne

Réseirvealrs
da solvanis Datecteur

1 l .';:.:_'.:.'.......:._....'.':.'.'.'.
mm — Emregistvaur - iniegratzur

Figure 3 : appareillage HPLC
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5) Analyse qualitative en HPLC :
Elle utilise un ensemble de parametres

5.1) grandeurs de rétention.
- Temps de rétention tr :temps écoulé entre I’injection et le sommet du pic.
- Temps de rétention réduit (corrigé) : t’; = t-tm.

- Volume de rétention Vr : le volume de la phase mobile nécessaire a entrainer le
soluté jusqu’a la sortie de la colonne, sur le chromatogramme, il correspond au
volume de la phase mobile qui s’est écoulé entre I’instant de I’injection et celui
correspondant au sommet du pic.

Soit :
D le débit de la phase mobile d’ou : Vr=trxD.

Le volume de la phase mobile de la colonne (ou volume mort Vm) peut étre
calculé¢ sur le chromatogramme par introduction d’un composé non retenu par la
phase stationnaire selon :

Vi=tm.D
Les volumes “ Vr ” et “ Vm ” sont reliés par une formule appelée Equation

fondamentale de la chromatographie. VR = VM+K Vs

Vs : volume de la phase stationnaire.

K : coefficient de distribution du soluté entre la phase mobile et la phase stationnaire.
K=Cs/C

-acteur de rétention (facteur de capacité).
K’=Qs/Qm

Expression de “ Vr> et tr en fonction de “ K’ : a partir de I’expression de k” :
Vs=K’.Vi/Kp En remplagant Vs dans I’équation fondamentale: Vr=(1+k’) Vm.
De méme : tr= (1+K°) ty.
Plus “ K’ ”est grand, plus le composé est retenu longtemps dans la colonne

et plus le pics’ élargira).
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5.2) L’Efficacité de la colonne

L’efficacité de la colonne est exprimée en nombre de plateaux théoriques,

elle traduit la fitness des pics.

— — T 2
N =16 (I;)—s.54 (£)

o : Largeur des pics a rrtliz—hauteur (6=0V5.5%).
o : L’écarte type (G=r_).
N

W : largeur du pic a la base (w=4G).

L:la longueur de colonne
N : nombre de plateaux théoriques.
Plus le nombre de plateau est élevé, plus la colonne est efficace.

5.3) Résolution

La résolution permet d’explorer D’aptitude du systéme chromatographique a

séparer les constituants de 1’échantillon en question, la résolution “ Rs” entre deux

pics est définie par la relation suivante :
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5.4) Sélectivité

La sélectivité permet d’étudier la position entre deux pics adjacents, la sélectivité est

exprimée par la grandeur a qui est donné par la relation suivante.

T’r : le temps de rétention réduit qui correspond a la différence entre le temps de

rétention du composé et le temps mort de la colonne. [¥7]

6. Analyse quantitative en HPLC

Pour un réglage donné de ’appareil, il y a une relation linéaire entre I’aire du pic
(ou sa hauteur) et la quantité du composé responsable de ce pic dans 1’échantillon
injecté. 3¢

mi = Ki Ai

m; : masse du composé “ i” injectée dans la colonne
Ki : coefficient de réponse absolu du composé i”

Ai : aire du pic d’élution du composé “ i”

Le coefficient absolu “ Ki”, dépend du réglage du chromatographe. Ce n’est pas un

parametre intrinséque du composé€.

En pratique, il existe cinq méthodes quantitatives en HPLC :

> Etalonnage externe.
La solution référence est de composition connue et la solution échantillon est de

composition inconnue.
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Pour la solution de référence on a :

Co = Aok — I = €
A

Et pour la solution échantillon, on pourra déterminer la concentration de chaque

un des constituants en appliquant la relation suivante :

C=kx A - C = cep

e

K ; : coefficient de réponse.

A; : Air de pic' ¥

6.1) Etalonnage interne

Cette méthode consiste a déterminer le coefficient de réponse relatif Ki/Ke en
introduisant un étalon interne a une certaine concentration Cg connue a la fois dans la
solution échantillon et lasolution étalon, cette méthode permet de pallier au probléme

de la non reproductibilité des volumes injectés.

a) Solution d’étalonnage

mi=ki. A

1 e Hj..lqj.
me KeAe
m2=k2. A2
mz K242
Ona: mr=kr.Afp Etona: meg KeAe
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Ces rapports permettent de calculer les coefficients de réponse relatifs de (1) et (2) vis-a-vis d

“ E” choisi comme étalon, et désignés par Kk et Kok

Hj Ty £ Mg
o hyp=—=—
I'E HE TI!E.“-'l.lqj
o
Ky myxmg

- E'IE_HE_?HEH:‘II

Comme les masses « m;» réellement injectées sont proportionnelles aux concentrations

m; =Ci-V)

Massiques correspondantes « C; »:

On déduit les deux expressions :

&1 X AE

li':‘l'_'l_.-"E_
Ceg XAl
- Oz = AE
= Cg XAz
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b) Solution échantillon

La seconde étape de 'analyse consiste a chromatographie un volume quelconque d'une solution

¢chantillon dans laquelle a ét¢ ajoutée une quantité connue de 1’étalon « E ».

Soient A'7, A'2, A'3, les aires du nouveau chromatogramme obtenu dans les mémes conditions
opératoires. Si m';, m'2, m'g, désignent les masses de 1, 2 et E réellement introduites dans la

colonne, on aura :

! ! ! ) 4
m A m A

1 1 2 2
— =K — et i e B s

/ 1/E 2/E
m'y A m'; / Al

A partir des coefficients relatifs calculés dans la premiére expérience (solution d’étalonnage)

ainsi que de la concentration de I'étalon interne dans I'échantillon, C'g, connue, on accede a :

A’ Al
C1=Cg Kl/EE,fL et Cy=C; KE/EA_E
E E
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En généralisant a n constituants, on peut calculer la concentration massique du

soluté i au moyen de I’expression :

[~
N

A2
A'g

, Et :C'E XKZ/E

C'l :C'E XK1/E .
C'»

=

¢) Caractéristiques d’un bon étalon interne.

I1 doit étre pur et ne pas se trouver initialement dans 1’échantillon.
Son pic d’¢lution doit étre bien résolu par rapport a tous ceux qui forment le
chromatogramme de 1’échantillon.
Son temps de rétention doit étre proche de celui (ou de ceux) du (ou des soluté(s) a
doser.
Sa concentration doit étre proche ou supérieure a celle des autres solutés pour étre
dans les conditions d’une réponse linéaire du détecteur.
I1 doit étre inerte vis-a-vis des composés de 1’échantillon.

» Etalonnage différé

» Normalisation interne

> Meéthode des ajouts dosés 101

7) Applications de ’HPLC

L’HPLC c’est une méthode de choix pour la séparation des substances peu
volatiles, les analytes sensibles a la température « Thermolabile » ainsi les
substances volatilisés.

Cette technique est tres utilisée dans plusieurs domaines de sciences, en particulier :

AGROALIMENTAIRE

-la détermination de la teneur en acides carboxyliques (acide lactique, acide
tartrique, malique, succinique et citrique).

- ’analyse des résidus, des additifs ou des toxines.
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X/
L X4

-I’analyse des hydrates de carbone (sucre et amidon).

PHARMACIE

-la recherche des impuretés dans les matieres premicres.

-I’analyse quantitative et 1’identification du principe actif PAdans les formespharmaceutiques.
-Les ¢études de stabilité des matiéres premieres et produits finis.

-Les études pharmacocinétiques et métaboliques des médicaments

MEDECINE

Tres utilisé dans les laboratoires de toxicologie et en médecine 1égale

BIOPHARMACIE

Analyse des masses molaires de polypeptides, protéines nucléaires
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Matériels et méthodes

La partie pratique de ce travail est réalis¢ au sein du laboratoire chimie analytique de
département de pharmacie de 1’'université mouloud Mammeri Tizi-Ouzou.

L’objectif de cette partie consiste a comparer les résultats du dosage d’un principe actif

« Paracétamol » contenu dans un produit fini en formulation comprimé « EXPANDOL
500mg » en utilisant deux techniques d’analyse, a savoir la chromatographie liquide haute

performance et la spectrophotométrie UV/visible.

1). Dosage du paracétamol par spectrophotometre UV-visible.

1.1). Matériel.

1.1.1). Verrerie.

La verrerie utilisée dans le dosage spectrophotométrique est énumérée ci-dessous.

Tableau I: les verreries utilisées dans le dosage spectrophotométrie UV-Visible

Verrerie Usage

Fioles (100, 1000 ml) Préparation des différentes
Solution (échantillon et standard).

Pipettes jaugées Prélever des volumes avec précision
Mortier et pilon Broyage

Eprouvettes Mesurer des volumes

Béchers Prélever des quantités

de solvants a partir des flacons commerciaux

Entonnoir Verser sans projections

Autre : papier filtre Filtration
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1.1.2) Réactifs

Les réactifs utilisés dans le dosage spectrophotométrique sont classés dans le tableau

ci-dessous :

Tableau 1I : réactif et métiers premier utilisés dans le dosages pectrophotométrique

Réactifs Usage

NaOH Diluant

Paracétamol Substance de référence utilisée pour établir
standard la Gamme d’étalonnage

L’eau distillée

Expandol

Préparation du diluant et ringage du
Matériel
Matrice d’étude

1.1.3) Appareillage

Les équipements utilisés au cours du dosage spéctrophotomeétrique sont

¢ Tableau III : L'appareillage utilisé dans le dosage spéctrophotométrique

Equipement Référence Usage
Balance KERN ALT Peser avec
: précision de
analytique 220-5DAM ordre de 107
Bain ultrasons Advantage- Dissoudre et
Lab AL 04-06 Homogénéiser
Spectrophotométre UV- Perkin  Elmer Mesure

Visible

lambda 25

I’absorbance
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Figure 1 : Spectrophotométre UV-Visible reli¢ un ordinateur pour

le traitement des données

Figure 2 : Bain ultrasons
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Figure 3 : Balance analytique

1.2. Méthode

1.2.1. Controle organoleptique.
Contrdle organoleptique c’est un contrdle visuel consiste a apprécier la forme, couleur, aspect

et I’odeur.

1.2.2. Uniformité de masse.
Peser individuellement 20 comprimés du produit fini puis calculer leur masse moyenne.
Sur les 20 unités pesées 2 peuvent s’écarter de 5% de la masse moyenne mais aucun ne

doits’écarter de 10% (normes pharmacopée Européenne 8 Edition).
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Figure 4 : Comprimés Expandol 500mg

1.1.3. Préparation des solutions.

Préparation du diluant : (solution de NaOH).
Dans une fiole de 1000 ml, peser exactement 4.0g de NaOH, dissoudre dans un volume
suffisant d’eau en mettant la fiole dans le bain a ultrasons puis compléter au trait de jauge avec

le méme solvant (eau).

Figure 5 : Fiole contenant le diluant (NaOH)

. Préparation de la gamme d’étalonnage.

X Solution standard du paracétamol a 100% (masse/volume) :

Dans une fiole de 100 ml, peser 100 mg de paracétamol standard, dissoudre avec un volume
suffisant de NaOH 0.1 M et compléter au trait de jauge avec le méme milieu puis faire une

dilution 2/100 dans la soude 0.1M (diluant préparé précédemment).
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Une gamme de solutions standards est préparée en suivant les mémes étapes que la solution

Standard 100% conformément au tableau ci-dessous.

¢ Tableau IV : Gamme d'étalonnage

Suivre les

memes etapes

que la

préparation de

% de Prise d’essai du
Solution Concentration paracétamol en
(masse/volume) mg
1 80,0 % 80,0
2 90,0 % 90,0
3 100,0 100,0
%
4 110,0 110,0
%
5 120,0 120,0
%

la solution

standard100%

Concentration en

mg/ml

0,016

0,018

0,02

0,022

0,024

Préparation de la Solution échantillon.

Broyer les 20 comprimés utilisés dans le test poids moyenne et uniformité de mass. Dans une

fiole de 100 ml, peser une quantité¢ de la poudre équivalente a 100 mg du paracétamol, ajouter

80 ml de NaOH 0,1 M et agiter pendant 5 minutes, compléter au trait de jauge avec la soude

0,1 M.

Filtrer environ 15 ml de cette solution a travers un papier filtre (ou un filtre seringue), ¢liminer

les 5 premiéres ml. Sur le filtrat obtenu faire une dilution 2/100 dans la NaOH 0,1 M

Conditions analytiques

v" Longueur d’onde d’absorption =298 nm
v" Longueur de trajet optique ; cuve en quarts de 1 cm d
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2) Dosage du paracétamol dans les comprimés par chromatographie

liquide haute performance (HPLC).

2.1. Matériel

2.1.1. Verrerie

La verrerie utilisée au cours du dosage chromatographique est décrite ci-dessous.

¢ Tableau V : Verreries utilisées dans le dosage chromatographique

Verreries

Usage

Fioles (25, 50, 100,1000 ml)

Pipettes jaugés et pro pipettes
Mortier et pilon
Eprouvette

Becher

Entonnoir
Tubes a essais

Vials

Préparation des  différentes solutions e

dilutions

Prélever des volumes avec précision
Broyage des comprimés d’EXPANDOL
Mesure des différents volumes

Prélever des quantités de solvants a partir de

flacons commerciaux
Versement sans projections
Centrifugation

Outil servant a contenir les solutions en vu

d’une analyse par HPLC
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2.1.2. Réactifs.

Les réactifs utilisés dans le dosage chromatographique sont cités dans le tableau ci-dessous

¢ Tableau VI : Les réactifs utilisés dans le dosage chromatographique

Réactifs Usage

NaOH Diluant

Paracétamol Etalonnage

standards

Paracétamol Echantillonnage

Expandol

Tetrabutylammoni Solvant polaire de la phase
Un hydroxide mobile

méthanolique

Potassium Préparation du tampon de la
monobasique phase mobile

(KH2POy4)

Potassium Préparation du tampon de la
dibasique phase mobile

(HK2POy)
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2.1.3. Appareillage
Les équipements utilisés au cours du dosage chromatographique sont énumérés ci-dessous.

Tableau VII : Appareillage utilisés dans le dosage chromatographique

Equipement Référence Usage

Bain ultrason Advantage Homogénéiser
—Lab. AL et dissoudre
04-06

Buchner 4465/02/F Filtration de
M/08 laphase
Mobile
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Figure 6 : Centrifugeuse

Figure 7 : Buchner
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Figure 8 : Différents composants d'un appareil HPLC relié a un ordinateur pour le

traitement des donnés

2.2. Méthode
2.2.1Préparation des solutions

% Préparation du diluant : solution NaOH 0.1M

Dans une fiole de 1000 ml, peser exactement 4.0g de NaOH, dissoudre dans un volume
suffisant d’eau en introduisant la fiole dans le bain a ultrasons puis compléter au trait de jauge

avec le méme solvant.
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X/
o

Figure 9 : Fiole contenant le diluant (solution de NaOH 0.1 M)

Préparation de la solution standard de paracétamol 0.05 mg/ml.

Dans une fiole de 50 ml, peser 50 mg de paracétamol standard, dissoudre avec un volume
suffisant de NaOH 0.1M et compléter au trait de jauge avec le méme milieu .faire une

dilution5/100 dans la soude 0.1M.

Préparation de la solution échantillon.

-Peser 5 comprimés de paracétamol et déterminer leur poids moyenne.

-Broyer finement ces comprimés dans un mortier et peser environ 275 mg de la poudre

dans une fiole de 50 ml.

-Ajouter environ 30 ml du diluant et agiter manuellement pendant 30 secondes, puis mettre

aux ultrasons pendant 5 minutes.

-Compléter au trait de jauge avec le diluant puis agiter a nouveau par retournement.
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Figure 10 : Broyage des comprimés de paracétamol par le biais

d'un mortier et un pilon

-Centrifuger environ 10 ml de cette solution a 4000 tours/ minute pendant 5

minutes puis effectuer une double dilution 5 dans 25 puis 5 dans 100.

Figure 11 : Centrifugation de la solution échantillon a 4000

tours/minute pendant 10minutes
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= Remarque

Lors de la centrifugation, il convient d’équilibré le tube contenant la
solution échantillon (SE) par un tube contenant le méme volume en

diluant (NaOH 0.1M).

Figure 12 : Le diluant et la solution échantillon aprés

centrifugation (séparation culot/surnageant dans la SE)

X/

s Préparation de la phase mobile.

La Phase mobile est composée de : 250 ml de tetrabutylammonium
hydroxyde méthanolique — 375 ml de Na2HPO4 0.05 M — 375 ml de
Na2HPO4 0.05 M

e Préparation de la solution du tetrabutylammonium
hydroxyde méthanolique.
Dans une fiole de 500 ml peser 2.3g de teterabutylammonium
hydroxyde méthanolique, dissoudre dans un volume
suffisamment d’eau et compléter avec le méme solvant jusqu'a

trait de juge.
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e Préparation du tampon (K2HPO+ KH,PO4).

» Préparation de la solution de phosphate mono potassique
(KH2PO4) C=0.05M.

Calcul de la masse de (KH2POs4) nécessaire a étre utilisée pour

préparer un volume de 500 ml

m
C = - m =3.40g
M. v
Avec:
v =500ml

M=136gr/mol (Ia masse molaire du KH,POy).

Dans une fiole de 500 ml peser 3.4 g de potassium monobasique
dissoudre dans un volume suffisamment d’eau et compléter au trait
de juge avec le méme solvant.
» Préparation de la solution de phosphate dipotassique (K2HPO4)
C=0.05M.

Calcul de la masse de (KoHPOs) nécessaire a étre utilisée pour préparer un

volume de 500 ml

C=m s m = 435g

m.r

Avec:

v = 500ml
M=174gr/mol (Ia masse molaire du Ko;HPOy).

Dans une fiole de 500 ml peser 4.35 g de phosphate dipotassiuque,
dissoudre dans un volume suffisamment d’eau et compléter au trait
de juge avec le méme solvant.
> La phase mobile est préparée en introduisant dans une fiole de
2000ml :

Page 60



Matériels et méthodes

-250 ml de la solution teterabutylammonium hydroxyde méthanolique.
-375 ml de la solution de phosphate monopotassique KH>POa.
-375 ml de la solution de phosphate dipotassique KoHPO4.

Bien mélanger afin d’assurer ’homogénéité de la solution.

3. Conditions chromatographiques.

» La Phase mobile : 250 ml de tetrabutylammonium hydroxyde
méthanolique a 4.6 g/l — 375 ml de Na,HPO4 0.05 M — 375 ml de
Na;HPO4 0.05M

Colonne : C18.150x% 4.6, diametre des particules 5 Um.

Détection d’injection : UV a 245 nm

Volume d’injection20ul

» Température ambiante.

4. Séquence analytique

Injecter la solution standard 6 fois .soit A swndard la moyenne des
aires des pics du paracétamol .le systéme n’est conforme que si le
coefficient de wvariation des aires des pic paracétamol des
chromatogrammes obtenus a partir de la solution standard est
inférieure ou égale a 2.0 %.

Injecter la solution échantillon et noter I’aire du pic de paracétamol

Aech .
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Résultats et discussion

1) Résultats

1.1. Dosage du paracétamol par spectrophotométre UV-visible.

1.1.1. Controle des caracteres organoleptiques.

Les caracteres organoleptiques considérés étaient la forme, 1’odeur, aspect, couleur, les résultats

sont présentés dans le tableau ci-dessous.

@ Tableau I : Les caractéres organoleptiques des comprimés d'Expandol 500 mg

Comprimés Caractere

Forme Ronds

Couleur Blanc

Odeur Inodores

Aspect Sécables. non enrobés
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1.1.2. Uniformité de masse

La masse des 20 Comprimés sont présentés dans le tableau suivant.

¢ Tableau II : Les masses individuelles des comprimés pesés d'Expandol 500 mg

CP Masse CpP Masse
(mg) (mg)

1 586.8 11 569.7
2 570.4 12 585.5
3 575.9 13 581.3
4 568.2 14 587.5
5 568.5 15 577.7
6 570 16 578.6
7 582.4 17 583.9
8 565.1 18 571.1
9 585 19 584
10 575.9 20 584.4

Masse 587.500mg

Maximum

Masse 565.100mg

minimum

Masse moyenne

577.595mg
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1.1.3. Dosage spéctrophotométrique proprement dit.

< Etablissement de la droite d’étalonnage

Le tableau ci -dessous présente les absorbances des solutions standards aux différentes

concentrations décrites précédemment (chapitre V).

# Tableau III : les absorbances des solutions standards

Solution |Prise d’essai |Concentration moyenne
du s(mg/ml) Absorbance des solutions standards )
paracétamol lecteur 1 lecteur 2 lecteure3
en mg

1 80 0,016 0,289 0,29 0,288 0,289

2 90 0,018 0,353 0,35 0,35 0,351

3 100 0,02 0,431 0,43 0,43 0,430

4 110 0,022 0,475 0,48 0,478 0,478

5 120 0,024 0,533 0,531 0,531 0,532

% Calcule des paramétres de la droite d’étalonnage : a, b et R2.

La droite d’étalonnage a une équation de la forme : y= ax +b.
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Xi [C
[C] en Yi(a)
. | mg/ml) 5 5
Solution (xi-x") (xi-x") (yiry") (yi-y") (xi - x")(yi -
y")
1 0.016 0.289 -0.004 |0.000016 -0.127 (0.016129 0.000508
2 0.018 0.351 -0.002 |0.000004 -0.065 [0.004225 0.00013
3 0.02 0.430 0 0 0.014 (0.000196 |0
4 0.022 0.478 0.002 0.000004 0.062 [0.003844 0.000124
5 0.024 0.532 0.004 0.000016 0.116 |0.013456 0.00046
Moyenne
' M
: - s_4105 | —  [£=00378 | ¥ =0.00122
nney'
=0.02
=0.416

= Calcule de la pente a.

v" Formule de calcul

Y (xi—x' i) (yiy'i)

a — i=1 = 30.5

Y ()2

= calcule de ’ordonnée a I’origine b
v" Formule de calcul

b=y —-ax — b=-0.194
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Calcule de coefficient de corrélation R?

i -i)yi-)
L (i - XV i y )

Rl =0.99

i=1 i=1
i La droite d'étalonnage
Y=30.5x-

o5 | 019 ./ A

OI

§4
£
§3

0,2

0,1

0 0,00 0,0 0,01 0,0 0,02 0,0
concentration

Le droit d’absorbance en fonction de concentration
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L’absorbance mesurée de notre solution échantillon est de (4= 0.43)

A partir de la courbe la concentration de 1’échantillon :( C échandition =0.0208 mg/ ml).
= Calcul de la teneur en paracétamol dans les comprimés (Expandol).

A partir de la loi de dilution :

m
C mere= € fie X 50 = . > M =Cmere XV = Critlle X 50 x 100

m = 0.0208 x 50 x 100 = 104 mg

m = PE=115.5 mg 577.595

115.5

T=104X

=520mg/cp

T =  mpy=577.595
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1.2. Dosage du paracétamol par chromatographie liquide haute

performance(HPLC).

La masse moyenne des comprimés : 572 mg.

A std moy =3582317.667

A ecn=3417862

PE v =275.59 mg

PE 5ta=49.95 mg

Conformité du systéme

_wn Ai
A std moy — Zstd ;
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Tableau I: Les aires des pics des six injections de la solution standard

Injection Aires des pics
1 3580723

2 3578082

3 3586083

4 3579587

5 3584049

6 3585370

A std 3582315.667
Ecart type 3300
Coefficient de variation 0.092

Le systeme conforme car le coefficient de variation = 0.092 < 2%
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» Démonstration de la formule et calcul de la teneur en paracétamol dans les comprimés
d’Expandol.

On appliquant le principe de 1’étalonnage externe on a :

M ¢chantillon =Cech X Vech = Aech X k

M q=Cg¢q X Vseq = Agea X K

Cech Aech = _ Aech
= Cech - Cstd A
Csta  Astd std
C ech=m—PA X f
Voen ech mpy, PE;, HAech
C.., = X fech = X fsta X 7
PE ech std
_Estd v v A
C std= S X fstd ech std STD
VUstd
1 PE A
std ech
Mmpa = XvechXT_sttde
fech std STD
3417862
mpa=a225 % 5 x 100 x 50 X
50 100 3582315.667

mpa=238.28 mg
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Résultats et discussion

2. Discussions

2.1. Controle des caractéres organoleptiques.

Au cours de notre examination aux comprimés d’EXPANDOL 500mg , nous avons
constaté qu’aucun comprimé ne présente des signes d’altération organoleptique. Ce

qui nous mene supposé que la teneur en paracétamol dans ces comprimés sera

conforme a ce qui est déclaré¢ (500mg)

2.2. Uniformité de masse.

La masse moyenne des 20 comprimés pesés d’Expandol 500mg est de 577.595 mg.
En se référant aux normes de la pharmacopée européenne 8 “™ édition, I’essai de L uniformité de
masse est satisfait si il y au plus deux comprimes qui s’écartent de

5% la masse moyenne et qu’aucun ne s’écarte de 10%.

Calculer I’intervalle de conformité de masse On a

Masse moyenne —100%

X > 5%

577.595 x5

x=—————=28.88 mg
100

Pour vérifier la conformité de 1’essai, nous avons comparé les résultats de masse individuelle de

chaque comprimé aux normes du tableau suivant :
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¢ Tableau V : Les intervalles de conformité de masse des comprimés d'Expandol 500 mg

Masse 577.595+28.88 577.595+57.759

On constate que :
v" Aucun comprimé ne s’écarte de 5% de la masse moyenne

v Aucun comprimé ne s’écarte de 10%

Donc :

les comprimés d’Expandol 500mg satisfaits a I’essai d’uniformité de masse
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Résultats et discussion

2.3. Dosage du paracétamol dans les comprimés d’EXPANDOL

par spectrophotometre UV-visible

La mise en ceuvre de la spectrophotométrie UV-visible a permis la
détermination de la teneur en paracétamol dans les comprimés
d’Expandol 500 mg, et la pharmacopée européenne.8¢me édition a
donné des normes par rapport a la valeur déclarée par le fabricant
afin de juger la conformité des comprimés en mati¢res de teneur en

paracétamol.
A partir de ces données-1a, on compare les résultats obtenus au cours de

notre dosage avec ceux déclaré par le fabricant.

. calcule I’intervalle de conformité

Masse de comprimes =——> 100%

5
X=500 X 7= 25mg
X = 5% 1

Tableau VI : les intervalles de conformité de la teneur en paracétamol des

comprimés d'Expandol 500 mg

Teneur 475 525

L’¢étude a montrer que la teneur de I’Expandol par spectrophotométrie

UV-visible correspond a 520 mg/Cp.

Par références aux normes mentionnées dans le tableau ci-dessus, il en
résulte que la teneur en Paracétamol dans les comprimés

d’EXPANDOL 500mg est jugée conforme.
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2.4. Dosage du paracétamol dans les comprimés d’EXPANDOL par HPLC

La mise en ceuvre de ’analyse HPLC pour le dosage du paracétamol dans
les comprimés d’Expandol 500mg nous a permis la détermination de leurs

teneur en principe actif (paracétamol) qui de 494.56 mg

En suivant le méme raisonnement que celui mener en UV et encomparant
cette valeur a I’intervalle de conformité [475-525], Les comprimés
d’EXPANDOL 500mg ont été jugés conforme en mati¢res de teneur en

paracétamol.

3. Comparaison entre les deux techniques (HPLC et UV) en

matiére de dosage du paracétamol dans les comprimés
d’EXPANDOL 500mg.

D’apres les résultats obtenus avec les deux techniques, nous avons constaté
que les deux techniques ont donné des valeurs conformes aux normes de la

pharmacopée européenne 8¢ édition.

La teneur obtenue suite a I’analyse par HPLC est plus proche a la valeur

théorique cible (500mg).

A partir de 1a on pourra dire qu’en matiéres du dosage du paracétamol dans la forme

séche (comprimés), la technique HPLC est la plus adaptée avec une meilleure

exactitude

La mise en ceuvre de 1’analyse HPLC pour le dosage du paracétamol de
comprimés d’Expandol 500mg nous a permis la détermination de leurs

teneur principe actif (paracétamol) qui de 494.56 mg
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Conclusion
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Le paracétamol ou I’acétaminopheéne est la substance active qui entre dans la
composition de nombreuses spécialités médicamenteuses présentées sous
différentes formes et conditionnement, vendu en libre-service, il est utilisé soit seul

ou en association avec d’autres médicaments.

Le paracétamol, appartenant a la classe des analgésiques non salicylés ayant des
propriétés antalgique, antipyrétique et anti-inflammatoire, est indiqué dans les états

de fiévre ainsi que les douleurs d’intensités moyennes a forte.

La détermination de la teneur en paracétamol dans les comprimés d’EXPANDOL
500mg (forme séche) par la méthode spectrophotométrique UV-Vis et par ’HPLC a
fait I’objet de notre étude.

L’¢étude comparative du dosage de paracétamol par les deux méthodes analytiques
citées avant, n’a révélé aucune non-conformité. Toutefois, la comparaison
statistique reste toujours nécessaire pour mettre un appui sur l’exactitude des

résultats obtenus.

D’autre part, le dosage par la méthode spectrophotométrique UV-Vis est plus
simple, rapide et moins couteux par rapport a la méthode chromatographique
(HPLC) ; méme si cette derniére reste la méthode de référence pour sa spécificité,

sa sensibilité et sa fiabilité et I’exactitude de ses résultats.

En conséquence, la méthode chromatographique HPLC est préférée pour une
meilleure précision des résultats dans une formulation séche, mais cela n’exclut pas
I’utilisation de la méthode spectrophotométrique (UV/Visible) en cas d’une
cadence de travail, ou pour des raisons économiques (cout et temps d’analyse) ou

d’une éventuelle panne de 1’équipement.
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Résumé

L’industrie pharmaceutique attache une grande importance a la qualité et 1’efficacité
de produit, pour cela le médicament est assujetti & de nombreuses recherches qui exploitent

plusieurs controles tout au long du cycle de vie du médicament.

Le paracétamol est une substance ayant des propriétés antalgique, antipyrétique et anti-
inflammatoire, largement indiquée dans le traitement des différentes manifestations
douloureuses tel que les états grippaux, douleurs dentaires, articulaires, maux de téte .... Pour
garantir la qualité irréprochable du paracétamol dans le produit fini on effectue de nombreux
controles parmi eux le contrdle physico-chimique qui permet de vérifier le respect de ses

spécification tel que le dosage et la pureté etc.

Notre travail consistait a faire une ¢étude comparative du dosage du paracétamol dans les
comprimés d’EXPANDOL 500mg par la technique chromatographique liquide a haute
performance HPLC et la technique spectrophotométrique UV-VIS. Le résultat de 1’étude n’a
révélé en aucun cas une non-conformité en maticre du dosage de paracétamol dans les
comprimés d’EXPANDOL 500mg ,mais pour des raisons de précision et d’exactitude, la
méthode chromatographique (HPLC) est préférée pour des résultats plus précis et
suffisamment proches des dosages réels du paracétamol dans ces comprimés, mais cela
n’exclut pas I'utilisation de la méthode spectrophotométrique UV-VIS en cas d’une cadence
de travail et pour des raisons économiques (le temps et le cout de 1’analyse) ou pour une

¢ventuelle panne de I’équipement.

Mots clés : Etude comparative, paracétamol, Chromatographie liquide a haute performance

(HPLC), Spectrophotométrie UV-Visible



Abstract

The pharmaceutical industry attaches great importance to the quality and efficacete of
the product, for this reason the drug is subject to numerous researches that exploit

several controls throughout the life cycle of the drug.

Paracetamol is a substance with analgesic, antipyretic and anti-inflammatory properties,
widely indicated in the treatment of different painful manifestations such as flu-like
conditions, dental pain, joint pain, headaches .... To guarantee the irreproachable quality of
paracetamol in the finished product, many controls are carried out, among them the
physicochemical control which allows to verify the respect of its specifications such as the

dosage and the purity etc.

Our work consisted in making a comparative study of the dosage of paracetamol in
EXPANDOL 500mg tablets by the HPLC high performance liquid chromatographic
technique and the UV-VIS spectrophotometric technique. The result of the study did not
reveal any non-compliance in the determination of paracetamol in EXPANDOL 500mg
tablets, but for reasons of precision and accuracy, the chromatographic method (HPLC) is
preferred for more accurate results and sufficiently close to the actual determination of
paracetamol in these tablets, but this does not exclude the use of the UV-VIS
spectrophotometric method in case of a high work rate and for economic reasons (time and

cost of the analysis) or for a possible failure of the equipment.

Key words: Comparative study, paracetamol , High performance liquid chromatography

(HPLC) , UV-Visible spectrophotometry



