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Glossaire médicale

Glossaire médicale:;

e Catadioptrique: Qui serapporte aun rayon lumineux alafois réfléchi et réfracté.

e Choc anaphylactique: Choc dramatique marqué par une contraction des muscles lisses,
une augmentation de la perméabilité capillaire avec hémorragie et oedeme.

Il S observe toujours dans les mémes conditions : d abord sensibilisation par un antigéne avec
fabrication d anticorps, puis choc proprement dit a la suite d’un nouveau contact (dit
déclenchant) avec I’ antigéne.

e Glutathion : Tripeptide composé de cystéine, d’ acide glutamique et de glycocolle. Il passe
facilement de facon réversible de la forme oxydée a la forme réduite, sous laquelle il joue
un réle important dans le transport de I’ hydrogéne.

e Glycuroconjugaison : syn: glucoroconjugaison. Processus de détoxication grace auquel
I’ organisme inactive et élimine les substances qui se sont formeées au cours des processus
métaboliques, en les conjuguant avec I’ acideglucuronique. SY N.

e Hépatite: Affection inflammatoire du foie.

e Méthémoglobinémie: Présence de méthémoglobine dans le sang, dont le taux normal ne
dépasse pas 130 mg/dL (20 pumol/L). Une quantité excessive de méthémoglobine sanguine
provoque des manifestations pathologiques qui associent cyanose, vertiges, céphalées et
parfois anémie hémolytique.

e Noradrénaline: Substance du groupe des catécholamines, qui agit comme
neurotransmetteur central et dans les terminaisons adrénergiques du systeme nerveux
vegétatif ; la noradrénaline est également sécrétée par la médullosurrénale. Elle se
différencie de I'adrénaline par I’absence du groupement N-méthyle, d’ ou le nom de nor
(non-radical)-adrénaline ; par méthylation, elle peut étre transformée en adrénaline. Elle
possede des effets biologiques similaires a ceux de 1’adrénaline, stimulant les récepteurs o-
adrénergiques. Elle peut étre administrée par voie intraveineuse dans le traitement de
collapsus. Syn : norépinéphrine.

e Porphyrie: Nom d ensemble d'un groupe d’ affections héréditaires due a une anomalie du
métabolisme des porphyrines par déficit enzymatique spécifique, dont divers dérivés sont
éliminés par l'urine et les selles. Leurs manifestations cliniques sont diverses,
essentiellement cutanées. Selon le siége de I'anomalie on distingue les porphyries

hépatiques et |es porphyries érythopoiétiques.



Glossaire médicale

e Prostaglandine: Nom d'ensemble d’'une série de composés appartenant au groupe des
acides gras non saturés a 20 atomes de carbone, possédant une structure cyclique a cing
atomes de carbone au milieu de la molécule (cycle pentanique), divers groupements
polaires et un nombre variable de doubles liaisons. Les prostaglandines sont dérives de
I’ acide arachidonique

e Purpura: Taches cutanées rouges, constituées par de petites extravasations sanguines
sous-cutanées. Ces taches ne s effacent pas a la pression. Le purpura est un symptéme
observé dans diverses maladies. Il peut étre lié a une thrombopénie ou a une fragilité
vasculaire.

e Sérotonine: par les plaguettes sanguines. Elle a une action vasoconstrictrice et stimulante
sur le péristatisme intestinal. La sérotonine est un médiateur chimique dans les
phénomenes d’ hypersensibilité immédiate et au niveau du systéme nerveux central. Syn. 5-
Hydroxy-tryptamine..

e Sulfoconjugaison: Mécanisme de déoxication de certaines molécules (dérivés
phénoliques) qui se combinent a I’acide sulfurique. Certaines hormones sont ainsi

éliminées sous forme de sulfoconjugués (sulfate de dehydroépi androstérone par exemple)
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Introduction générale

Introduction générale:

L’impulsion de I'industrie pharmaceutique en Algérie reste assujettie aux capacités des
entreprises nationales du médicaments a maitriser les normes scientifiques et les techniques
les plus appropriées nécessaires au dével oppement du médicament générique.

Plus particuliérement, le groupe SAIDAL opte pour le médicament générique; ce dernier
présente |’ avantage d’ aléger le temps et les colts de la recherche et du développement, tout
en sachant qu’il s agit d’un médicament et que des exigences réglementaires régissent samise

sur le marché.

C'est dans ce cadre que le Centre de Recherche et de Développement d’El-Harrach (CRD/
SAIDAL) nous a proposé la mise au point et la vaidation d’une méthode de dosage du
principe actif (paracétamol) dans les comprimés d’IXPRIM fabriqué par AVENTIS.

Dans ce travail ; la méthode d analyse utilisée est la chromatographie plus exactement
I"HPLC, une méthode pertinente, rapide et plus précise que les méthodes classiques utilisés
(UV, FTIR).

Ce travail a été réalise au sein du laboratoire de chimie anaytique du CRD/SAIDAL, il a

comporté deux parties:

e Une partie bibliographique élaborée a partir d'informations utiles et de données
concernant laméthode d’ analyse et ainsi que la validation.
e Une partie pratiqgue qui regroupe la mise au point de la méthode d'anayse, la

validation, I’ application de laméthode et |’ interprétation des résultats.

Nous terminons ce travail par une conclusion générale.
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chapitre I:
Généralités sur le paracétamol



Chapitre | Généralités sur les deux principes actifs

[-1- Historique:

L'utilisation d'antipyrétiques remonte a I'Antiquité : depuis cette époque, les décoctions de
feuilles de saule sont réputées pour leurs vertus contre la fiévre et les douleurs, notamment
chez les Egyptiens. Plus tard, vers 400 avant J.-C., Hippocrate, selon qui «la nature est le
meédecin des malades », recommandait une tisane de feuilles de saule pour soulager les
douleurs de I'accouchement et faire baisser la fievre. Les Romains connaissaient aussi ses

propriétés. Cette utilisation sest poursuivie de maniére empirique jusqu'au XV 111° siécle.

Les antipyrétiques utilisés a cette époque étaient des préparations a partir de composes
naturels d'écorces de cinchona dont dérive la quinine, ou a partir de salicylate contenu dans
I'écorce de saule. L'écorce de cinchona devint rare et chére et le besoin de trouver des
substituts apparut. Harmon Northrop Morse synthétisa des 1878 une substance baptisée
acétylaminophénol, sans toutefois lui attribuer une quelconque propriété medicale: clest
seulement cinquante ans plus tard qu'elle fut commercialisée comme medicament sous le nom
de paracétamol. A cette époque, d'autres produits sont utilisés comme reméde contre la
douleur et lafiévre : en 1882, Hoechst commercialise le Kairin découvert par Otto Fisher [1],
en 1897, l'aspirine est synthétisee par Felix Hoffmann et connait un grand succes.
L'acétanilide (1886) et la phénacétine (1887) sont aussi utilisés jusqu'a se révéler étre des
produits présente d'effets secondaires graves et que les inconvénients de I'aspirine
commencent a étre connus. Le paracétamol réapparait alors et les premiéres études sur les

propriétés antipyrétique et antalgique du paracétamol sont conduites alafin du X1X® siécle.

A lafin des années 1880, I'industrie des colorants avait un déchet, le paranitrophénol, avec
une structure chimique assez similaire a l'acétanilide et disponible a bas prix. Carl Duisberg,
responsable de la recherche et des brevets chez Bayer AG (Friedrich Bayer & Co), demandaa
son équipe de trouver une exploitation intéressante pour le paranitrophénol. Oscar Hinsberg
eut I'idée de le transformer en acétophénitidine. La démarche de création de cette substance
fut purement commerciale et par chance, des tests montrent qu'elle semble plus puissante que
['antifébrine et provoque moins d'effets indésirables. Duisberg décide de mettre la nouvelle
molécule en production et de la commercialiser a partir de 1888 sous le nom de marque

« phénacétine » [1].

L'antifebrine et la phénacétine n'ayant pas la méme rapidité ni la méme durée d'action

permettaient aux praticiens d'ajuster leurs prescriptions.
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Chapitre | Généralités sur les deux principes actifs

Cependant, I'acétanilide est tres toxique et de nombreuses recherches se consacrent sur
I'élaboration de dérivés mieux tolérés. Le paracétamol fut trouvé dans les urines des personnes
ayant consommeé de la phénacétine. En 1889, le scientifique allemand Karl Morner découvre
gu'un fragment de la phénacétine, I'acétaminophéne, est un produit efficace contre la douleur
et la fievre. Une étude métabolique de ce médicament montre qu'il sagit d'un métabolite
déséthylé de la phénacétine. Cette hypothese fut formulée dés 1894, mais fut largement
ignorée a I'époque [2]. En 1893, un médecin allemand, Joseph von Mering, compare les
propriétés antalgiques et antipyrétiques du paracétamol et de la phénacétine ainsi que leurs
toxicités respectives. |l tire de cette étude la conclusion, erronée, que le paracétamol est plus
néphrotoxique que la phénacétine : la notoriété de Von Mering fera que ce jugement ne sera
pas contesté si bien gue le paracétamol sera délaissé pendant un demi-siécle. La phénacétine
sera largement employée dans les névralgies sous le nom de Veganine. La toxicité de la

phénacétine pour le rein sera démontrée par la suite, entrainant son retrait du marché.

Julius Axelrod démontre en 1948 que I'acétanilide est dégradé dans |'organisme en N-
acétyl p-aminophénol (ou paracétamol), métabolite possedant une activité antalgique et mieux

toléré que ce que l'on croyait jusqu'alors.

IIs démontrent également que I'administration d'acétanilide est responsable de la formation
de méthémoglobine, mais ils goutent que I'agent responsable est peut-étre la
phénylhydroxylamine, et non pas le paracétamol comme on le croyait auparavant. lls
suggérent donc aux industriels de remplacer I'acétanilide, responsable de la
méthémoglobinémie, par I'acétaminophene. Il y a aors un regan dintéré pour le
paracétamol, du fait de ses propriétés antal giques et antipyrétiques, et de son apparente bonne

tolérance [3].
|-2- Présentation d’IXPRIM® :

IXPRIM® se présente sous forme de comprimé pelliculé de couleur jaune pale. Pour un

comprimeé :

» Principes actifs: paracétamol : 325 mg ;
Chlorhydrate de tramadol : 37.5 mg.
> Excipients:
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Chapitre | Généralités sur les deux principes actifs

e Noyau: cellulose en poudre, amidon prégéatinisé, carboxyméthylamidon
sodique, amidon de mais, stéarate de magnésium.

e Pedliculage: opadry jaune YS-1-6382 G, (hypromellose, dioxyde de titane (E
171), macrogol 400 oxyde de fer jaune (E 172), polysorbate 80), cire de carnauba.

IXPRIM® ne comprend pas d’ excipients & effets notoire (EEN).
v/ Conditionnement et conservation :

Les comprimés sont conditionnés sous plaquette thermoformée prédécoupée pour
dispensation unitaire (polypropylene/ auminium) en boite de 20 comprimés pour |’ officine et
I"hépital .

La durée de conservation du produit fini dans son conditionnement commercia est fixée a

36 mois dans des conditions normales de conservation. [4]

v IXPRIM® atroissitesd’actions:
e Action opioide faible,
e Action mono-aminergique par inhibition de la recapture de la sérotonine et de la
noradrénaline.
e Action inhibitrice modeste sur la synthése des prostaglandines et augmentation du
seuil deladouleur. [5].

[-3- Chimie du paracétamol :
a) Structure et réactivité:

La molécule du paracétamol est constituée d'un cycle benzénique, substitué par un

groupement hydroxyle et par un groupement amide en position para.

Laformule du paracétamol :
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Chapitre | Généralités sur les deux principes actifs

Figure.l. Structure chimigue du paracétamol [6].

L es représentations planes du paracétamol atrois dimensions sont [6] :

Figure.2. Représentation plane Figure.3. Représentation atrois dimensions.

du paracétamol.

Le paracétamol ne comporte pas de carbone asymétrique et n'a pas de stéréo-isomere. Un
des deux doublets libres de I'atome d'oxygéne du groupement hydroxyle, le cycle benzénique,
le doublet libre de I'atome d'azote et |'orbitale p du carbone du carbonyle forment un systéme
conjugué. Cette conjugaison réduit la basicité des oxygenes et de l'azote et rend le
groupement hydroxyle plus acide (comme les phénols) car la délocalisation des charges

seffectue sur un ion phénolate.

La présence de deux groupements actifs rend le cycle hautement réactif pour une
substitution éectrophile aromatique, les substituants étant ortho et para directeurs. Toutes les
positions du cycle sont plus ou moins activées de la méme maniére et il n'y adonc pas de site
privilégié dans le cas d'une substitution éectrophile. Le paracétamol est le métabolite actif de
I'acétanilide et de la phénacétine : |e paracétamol est produit par la décomposition de ces deux
produits dans |'organisme. Ces espéces chimiques sont de la méme famille chimique et ont

une structure chimique tres proche. [7]

Page 5



Chapitre

b) Identification du paracétamol

Généralités sur les deux principes actifs

Tableau.1. Propriétés physico-chimique du paracétamol [2].

Propriétés chimiques

Formule brute : CgHgNO; (isomeres)
Masse molaire : 150 g/mol

pKa: 9.5

Propriétés physiques:

Température de fusion : 169a170°C

Température d’ébullition :

Décomposition> 500°C

Masse volumique :

1.293g/cma2l’C

Température

d’ auto-inflammation :

>180°C

¢) Données phar macocinétiques :
Biodisponihilité : proche de 100%

Métabolisme : hépatique a95% ;

Demi-vied @limination : 1 a4 heures;

Excrétion : urinaire.

d) Considérations thérapeutiques:

Classe thérapeutique : antalgique, antipyrétique.

Voied administration : orae, 1V, intra-rectale.

Grossesse : autorisé.

Précautions : toxicité hépatique a fortes doses.

Antidote : N-acétylcystéine. [7]




Chapitre | Généralités sur les deux principes actifs

e Lasolubilité:

Le paracétamol est beaucoup plus soluble dans I’ eau chaude, dans I’ acétone, I’ éhanal, le
méthanol...etc. ; peu soluble dans le chloroforme, |’ éther, et presque insoluble dans I’ éther de

pétrole, le pentane, et |e benzene.
o Ladtabilité:

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. [ 3]

€) Synthése:

Synthese du paracétamol : I'acylation du para-aminophénol avec |'anhydride acétique donne

du paracétamol et de I'acide acétique.

Le paracétamol ne comprend pas de centre chiral et n'a aucun stéréo-isomere. La synthese
n'a pas besoin d'étre stéréo-controlée et elle est plus ssimple que les syntheses asymétriques

d'autres substances pharmaceutiques.

Le paracétamol fut synthétise pour la premiere fois en 1878 par Harmon Northrop Morse.
La premiére étape est la réduction du para-nitrophénol en para-aminophénol en présence
d'étain dans de l'acide acétique glacial. Le para-aminophénol obtenu est ensuite acylé par
I'acide acétique pour obtenir du paracétamol. Vignolo simplifia cette synthése en utilisant le
para-aminophénol comme produit de départ. Une seule étape d'acylation est nécessaire pour
obtenir le produit désiré, ce qui raccourcit la synthese. Plus tard, Friedlander modifia la
synthése en faisant I'acylation du para-aminophénol a partir de para-nitrophénol avec de
I'anhydride acétique au lieu de |'acide acétique, ce qui donne un meilleur rendement.

Equation de lasynthése : C4HgO3 + CeH/NO — CgHoNO, + CH3COOH. [1]
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Chapitre | Généralités sur les deux principes actifs

f) Autres dénominations:

e Acetaminophen (nom utilisé dans les pays anglo-saxons)
e Acétyl paraminophénol, acétyl-p-amino-phénol, hydroxy-4' acétanilide, para-

acétamidophénol, para-acétamino-phénol, N-acétyl-para-aminophénol.
I-4- M écanisme d'action et devenir dans|'organisme:
a) Mécanismed'action :

Le mécanisme d'action complet du paracétamol reste inconnu, un siecle aprés sa
découverte [6]. Cependant, il a été démontré qu'il agit principalement au niveau du systéme
nerveux central [8]. Selon une éude de 2006, le paracétamol agirait en inhibant au niveau
central la production de prostaglandines, impliquées dans les processus de la douleur et de la
fievre, par le biais d'une action inhibitrice sur I'enzyme prostaglandine H, synthase (PGHS),
gui comporte notamment un site actif « cyclo-oxygénase » (ou COX), cible de la majorité des
AINS, et un site « peroxydase » (ou POX), sur lequel agirait le paracétamol. Le paracétamol
n'aurait pas d'action directe sur le COX-1 et le COX-2, les deux formes de COX sur lesquelles
agissent les AINS comme |'aspirine ou l'ibuproféene. On soupgonne |'existence d'une nouvelle
iso-enzyme, le COX-3 (enzyme produite par épissage successif de la COX-1 entrainant un
décalage de lecture des bases par le corps humain), sur laguelle agirait spécifiqguement le
paracétamol et qui expliquerait pourquoi le paracétamol réduit la fievre et la douleur tout en
étant dénué d'activité anti-inflammatoire et antiplaquettaire. Pour I'instant, cette hypothese n'a
pas été prouvée chez I'homme [9]. D'autres mécanismes d'action ont éé évoqués pour
expliquer l'activité analgésique et antipyrétique du paracétamol. Un mécanisme d'action
serotoninergique central est suspecté depuis quelque temps. Le paracétamol potentialiserait
I'effet des neurones sérotoninergiques descendants de la moelle épiniére exercant un controle
inhibiteur sur les voies de la douleur. Par ailleurs, le paracétamol pourrait agir en limitant la
libération de Béta-endorphines[10].

Les recherches récentes montrent que l'ion peroxynitrite pourrait étre la source oxydante
permettant aux COX de transformer I'acide arachidonique en prostaglandine. De méme que la
nitrotyrosine est un marqueur spécifique de I'excés de peroxynitrites agissant comme agent

nitrant sur le cycle phénolique activé de la tyrosine, le nitroparacétamol formé par nitration
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directe du paracétamol par les peroxynitrites les consommerait et permettrait d'annihiler la

synthese des prostaglandines [11].
b) Phar macocinétique :

Les différentes voies d'@dimination du paracétamol sont la glycuroconjugaison et la
sulfoconjugaison, menant a la N-acétyl p-benzoquinone imine, responsable de la toxicité, et

aboutissant au 3-hydroxyparacétamol.

L'absorption du paracétamol par voie orade est compléte et rapide: le maximum de
concentration plasmatique est atteint entre 15 minutes (comprimé effervescent) et 3060

minutes (comprimeé et poudre) apres ingestion.

Le paracétamol se distribue rapidement dans tous les tissus. Les concentrations sont
comparables dans le sang, la salive et le plasma. Le paracétamol est métabolise (C'est-a-dire
transformé) essentiellement au niveau du foie. Les deux voies métaboliques majeures sont la
glycuroconjugaison et la sulfoconjugaison. 1l existe une voie métabolique, moins importante,
catalysée par le Cytochrome p450 (plus précisément par les iso-enzymes CY P2E1, CYP1A2,
CYP3A4), qui aboutit a la formation d'un intermédiaire réactif toxique, la N-acétyl- p-
benzoquinone imine ou NAPQI. Il est normalement rapidement éiminé par réaction avec le
glutathion réduit puis évacué dans les urines aprés conjugaison a la cystéine et a I'acide
mercaptopurique.

L'dimination du paracétamol est essentiellement urinaire: 90 % de la dose ingérée est
éliminée par le rein en 24 heures, principalement sous forme glycuroconjuguée (60 a 80 %) et
sulfoconjuguée (20 a 30 %) et moins de 5 % est éliminé sous forme de paracétamol. La demi-

vie d'édimination est d'environ 2 heures [12].
|-5-Formes galéniques::

Le paracétamol entre dans la composition d'une soixantaine de spécialités pharmaceutiques
et peut se présenter sous différentes formes ou conditionnements. Le paracétamol seul est
vendu sous de nombreuses formes galéniques comme des comprimeés (Dafalgan, Doliprane,
Efferalgan, Tylenol), des comprimés effervescents (Claradol, Dafalgan, Doliprane,
Efferalgan, Panadol), des comprimés orodispersibles (DolipraneOro, EfferalganOdis), des
gélules (Dafalgan, Doliprane), du sirop (Oralgan), des suspensions buvables, des
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suppositoires pour adultes (Dafalgan, Doliprane, Dolko) ou enfants, ou des lyophilisats

(Paralyoc). Il est aussi disponible sous forme intraveineuse (Perfalgan). [9]

|-6- Indications:

Le paracétamol est utilisé pour :

Le traitement symptomatique des douleurs aigués ou chroniques, d'intensité Iégéere a
modérée. Il sagit d'un antalgique de palier 1 selon la classification de I'OMS. 1l peut
étre utilisé seul ou en association avec d'autres antalgiques (codéine, tramadol, acide
acétylsalicylique, ibuproféne), il rentre alors dans la classification des antalgiques de
palier 2 indiqués dans les douleurs d'intensité modérée a intense ou ne répondant pas a
I'utilisation d'antal giques périphériques seuls. [7,13]

Le traitement symptomatique de la fievre, en particulier chez I'enfant, il constitue

I'anti pyrétique de premiére intention [13].

|-7- Posologie :

La dose ou posologie maximale peut varier d'un pays a l'autre selon la recommandation

des produits de santé. En France, larecommandation est de [9] :

Adultes: 500 & 1 000 mg par prise, en espacant les prises de 4 heures minimum. Il
n'est genéralement pas nécessaire de dépasser la dose de 3g par jour mais
exceptionnellement (en cas de douleurs intenses non compléetement contrdlées par 3 g
par jour, et sur avis médical), on peut atteindre un maximum de 4 g par jour (soit 4 x
1 000 mg ou 8 x 500 mg).

Enfants : La dose quotidienne recommandée est de 60 mg/kg/jour, arépartir en 4 ou 6
prises, soit environ 15 mg.kg* toutes les 6 heures ou 10 mg.kg™ toutes les 4 heures. La
dose maximae est de 80 mg/kg/jour chez I'enfant de moins de 38 kg selon les

recommandations officielles en France.

[-8- Informations pratiques:

Il peut étre délivré en pharmacie sans ordonnance ou sur prescription medicale.
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e En cas doubli de la derniére prise, on peut reprendre le médicament aussitot puis
continuer selon la posologie prescrite, mais en respectant un intervalle de 4 heures
entre chaque prise.

e Les gélules et les comprimés sont a avaler tels quels avec une boisson comme par
exemple de |'eau, du lait ou un jus de fruit.

o Pour les comprimés effervescents, boire apres dissolution compléte du comprimé dans

un verre d'eau.
[-9- Contre-indications:

Les contre-indications absolues sont I'hypersensibilité au paracétamol, I'insuffisance

hépato-cellulaire sévére et la porphyrie[10].
[-10- Précautions d'emploi :

Le paracétamol est autorise en cas de grossesse et d'alaitement. 1l ne provoque pas d'effets
tératogenes ou feetotoxiques durant la grossesse. Pendant la période dalaitement, le
paracétamol passe dans le lait maternel. Toutefois, les quantités excrétées dans la lactation
sont inférieures a 2 % de la quantité ingérée et le paracétamol n'est donc pas contre-indiqué
pendant la période d'alaitement. Il pourrait exister une relation entre la prise de paracétamol
pendant la grossesse et plus spécialement au cours du premier trimestre, et le risque pour les
enfants de souffrir de problemes respiratoires ou dasthme avant I'ége de 7 ans [12].
Perturbateur endocrinien, |e paracétamol, comme d'autres anal gésiques |égers, peut constituer
durant la grossesse un facteur de risque d'anomalies du développement de |'appareil

reproducteur masculin (cryptorchidisme) [14].

Pour éviter tout risque de surdosage, il faut vérifier I'absence de paracétamol dans la

composition d'autres médicaments pris de fagon concomitante.
[-11- Effetsindésirables:

Habituellement le paracétamol est trées bien toléré lorsquiil est pris a des doses
thérapeutiques [15]. Des effets indésirables ont néanmoins été rapportés sans que
I'imputabilité (le fait que I'effet indésirable soit bien cause par e médicament) ait été établie la

plupart du temps. Les principaux effets indésirables retrouvés dans la littérature sont :

Page 11



Chapitre | Généralités sur les deux principes actifs

e Trés rarement: éruption cutanée avec rash ou éruption urticarienne dorigine
probablement allergique, thrombopénie et asthme.

o Controversé : hépatite aigué cytolytique et insuffisance rénale chronique.

o De facon ponctuelle: hypotension , choc anaphylactique , purpura vasculaire,
ulcération rectale, pancrédtite aigué genéralement en association avec dautres
meédicaments comme la codéine , hépatite chronique active et hépatite
granulomateuse.

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

personnes a risgques.

Chez le tres jeune enfant, I'administration de paracétamol pourrait augmenter le risque de

survenue d'un asthme.

Devant I'apparition d'un effet indésirable, il est nécessaire d'arréter le médicament incriminé et

de consulter son médecin. [9]
[-12- Surdosage:

Le paracétamol est un médicament utilisé couramment et disponible dans les pharmacies.
Les cas de surdosage sont courants, plus de 100 000 par an aux Etats-Unis, une centaine en

Suisse, et ont des conséquences graves [16].
[-13- Dosetoxique:

La dose toxique du paracétamol est hautement variable selon les individus. En une prise
unique, elle est de I'ordre de 10mg ou 125 mg/kg™ chez I'adulte et de 100 & 150 mg.kg™ chez
I'enfant. Certains ne parlent d'intoxication aigué que pour des doses €l evées supérieures a 200

milligrammes par kilogramme, soit plus de 14 grammes pour un homme de 70 kilogrammes

[17].

Cependant le paracétamol peut étre toxique pour le foie, méme a 4 g/24 h soit des doses
thérapeutiques. Administrées sur de longues périodes, ces doses se rapprochent des doses
toxiques pouvant entrainer des lésions hépatiques permanentes voire mortelles, surtout chez
des patients a la fonction hépatique préalablement altérée. Comme les personnes agées ou les

patients présentant des maladies hépatiques, ou dans les cas d'alcoolisme chronique qui
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provogue une induction enzymatique et une diminution des réserves de glutathion. Par contre
seuls quelques rapports font éat d'une toxicité du paracétamol lors de situations diminuant les
réserves de glutathion, comme une infection par le VIH, une hépatite chronique C ou une

cirrhose hépatique par exemple.

Ains sur de longues durées, la différence entre une dose thérapeutique et une dose toxique
serait faible. Depuis que le paracétamol est présent dans de nombreux médicaments, mélangé
ad'autres molécules, le risque de surdosage involontaire est majoré. Les prises de paracétamol
doivent toujours étre espacées de 4 heures au minimum. Pour éviter le surdosage, il est utile
de discuter avec un pharmacien pour connaitre les médicaments contenant du paracétamol ou
bien de regarder la composition des médicaments pour détecter la présence de paracétamol
[18, 19].

[-14- Association avec d’autres produits chimiques (bithérapie) :

L’ association de deux principes actifs permet en générale, grace a une action synergique,
de diminuer le dosage de chacune des deux molécules au sein de cette association, Limitant
ainsi le risgue d apparition d’ effets indésirables pour la méme efficacité avec chacun des deux

principes actifs pris separément.

Ainsi, dans le domaine de I’antalgie, en particulier dans le traitement des douleurs
modérées a severes, cette pratiques est fréquente. En effets, les deux classes les plus vendues
d’ antalgiques dits de palier 11, sont constituées pour I'une de I’ association de paracétamol et
de dextropropoxyphene, et pour I’ autre de I’ association de paracétamol et de codéine.

Aussi, est apparue sur le marché, depuis le mois de mai 2003, une nouvelle association
antalgique constituée du paracétamol, une fois n'est pas coutume, dosé a 325mg et de
tramadol dosé a 37.5mg. Cette association est co-marketée par deus laboratoires
pharmaceutiques ayant une grande expérience du marché des antalgiques de palier Il : le
laboratoire AVENTIS qui commercialise |’ association sous le nom IXPRIM® et le laboratoire

Grunenthal qui le commercialise sousle nom de Zaldiar. [4]
I-14-1- Avantages de |’ association des antalgiques or aux:

e Faciliter la prescription et obtenir une meilleure observance,

e Potentialiser les actions antal giques,
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e Réduire les doses de chaque principe actif et donc I'incidence de leurs effets

indésirables, couvrir un large spectre de douleurs. [5].

[-14-2- Letramadol :
a) Définition :

Le tramadol est un antalgique d’ action centrale utilisé depuis 1977 en Allemagne ; il a éé
introduit trés récemment en France. Son originalité pharmacologique qui le rattache en partie
aux opiacés classiques justifie sa place dans I'arsena thérapeutique, en particulier dans le
domaine de la douleur aigué, dont la douleur postopératoire, mais aussi dans celui des algies
chroniques. Enfin, les différentes présentations thérapeutiques de la molécule rendent son
utilisation clinique aisée tant par voie entérale que parentérale ainsi que par voie locorégional e
[20].

C’est un antidouleur dérivé de I'opium dont la consommation est en forte hausse depuis deux
ans, suscite de nombreuses inquiétudes. Trés efficace contre les douleurs au dos ou aux
articulations, le Tramadol a des effets secondaires pouvant se révéler tres graves :
vomissements, désorientation, troubles du sommell... Surtout, comme tous les dérivés

d'opiacé, il peut entrainer une forte accoutumance.

Ixprim® est composé de paracétamol et de chlorhydrate de tramadol et non pas de tramadol

qui est associé au chlore pour étre stable.
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b) Laformule chimique du chlorhydrate de tramadol :

Miroir

OCH; H:CO

OH /_/</ %_X OH
- — XA

N — .HCL

/ | N\

Figure.4. Formule chimique des deux énantiomeéres du chlorhydrate du tramadol [20].

c) Propriétéschimiques:
Formule brute : C16H2sNO-;
Masse molaire : 263.3752 g/mol.

d) Données phar macocinétiques :
Biodisponibilité = 70% ;
Liaison protéique : 20% ;
Métabolisme : hépatique ;
Demi-vied élimination : 5a7 heures ;
Excrétion : urinaire.

e) Considérationsthérapeutiques:
Classe thérapeutique : analgésique opioide faible ;

Voied administration : orale, Intraveineuse et intramusculaire.
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f) Usageset propriétés:

Ses modes d'actions ne sont pas encore complétement connus, en plus de son action
analgésique due a sa fixation sur les récepteurs morphiniques, il semble également empécher

larecapture de la sérotonine et de la noradrénaline, selon les doses utilisées.

Il peut étre utilisé par voie veineuse. Les doses utilisées sont de 50 & 200 milligrammes. Sa

demi-vie est de cing a sept heures, son élimination est essentiellement rénale.

Les effets secondaires sont: nausées, céphalées, vertiges, douleurs d'estomac, et
hypoglycémies d ou il peut étre utilisé par les diabétiques. [20].
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Chapitre 11 Lachromatographie HPLC

[1-1- Introduction :

La chromatographie est une technique d analyse qualitative et quantitative de la chimie
analytique, dans laquelle I’ échantillon contenant une ou plusieurs éspeces est entrainé par un
courant de phase mobile (liquide, gaz ou fluide supercritique) le long d’ une phase stationnaire
(papier, gélatine, silice, polymere, silice greffée, etc.). Chaque espece se déplace a une vitesse

propre dépendant de ses caractéristiques et de celles des deux phases[21].

La chromatographie analytique est utilisée pour identifier les composés chimiques d' un
mélange et apprécier leurs concentrations.

La chromatographie préparative est utilisée pour purifier assez de produits pour d’ autres
utilisations. Son but est d obtenir la substance, ¢’ est pourquoi, atout échelle, elle implique de

collecter desfractions[21].
[1-2- Historique:

En 1906, un botaniste russe Mikhail Semenovich TSWETT purifie des pigments végétaux,
comme la chlorophylle, sur une colonne de craie. || donne alors a ce phénomene de séparation
le nom de chromatographie (du grec khroma, couleur de graphein, écrire) qu'il définit comme
I’enregistrement graphique des couleurs. On assiste alors a la naissance de la

chromatographie, dont la définition afortement évolué. [21]
[1-3- Principe:

La chromatographie est une technique analytique qui permet la séparation des constituants
d’un mélange en phase homogene liquide ou gazeuse.

Le principe repose sur |’équilibre de concentrations des composes présents entre deux
phases en contact : La phase stationnaire (emprisonnée dans la colonne) et |a phase mobile qui
se déplace. La séparation est basée sur I’entrainement différentiel des constituants présents

dans la colonne.

Ces derniers la parcourent avec des temps proportionnels a leurs propriétés intrinseques

(taille, structure,..) ou aleur affinité avec la phase stationnaire (polarité, K de partage..).

A leur arrivée en bout de colonne, |e détecteur mesure en continu la quantité de chacun des
constituants du mélange.
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I1-4- Classification :

Il existe de nombreux types de chromatographie ; on peut notamment les classer selon la
nature de la phase mobile:

e La chromatographie en phase gazeuse (CPG ou GC en anglais) également appelée
CPV (chromatographie en phase vapeur) ;

e Lachromatographie en phase liquide (CPL ou LC en anglais) ;

e La chromatographie en phase liquide a haute performance (CLHP ou HPLC en
anglais) ;

e Lachromatographie en phase supercritique (CPS ou SFC en anglais).
On peut aussi les nommer selon les interactions développeées par |a phase stationnaire :

e Lachromatographie chirale (qui est, soit la CPG, soit laCPL) ;

e Lachromatographie d’ exclusion stérique (CES ou SEC en anglais).
Ou selon le support de la phase stationnaire :

e Lachromatographie sur colonne (regroupant notamment HPLC et CPG) ;
e La chromatographie planaire (qui recouvre chromatographie sur couche mince et
chromatographie sur papier). [21]

I1-5- Les différentstypes de chromatographie:
Tableau.2. Résumeé des différents types de chromatographie [21]

Phase Principe de| Catadioptriques de la phase|Principe de la fixation et
stationnaire separation stationnaire del’éution
Distribution des

o o o composants du mélange
liquide Partage Liquide fixé sur un support|
, ) . a separer dans les deux
inerte (papier, silice...) o
phases liquides selon

leur coefficient  de
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partage

solide

Phénomeéne de surface:

formation des liaisons

Adsorption Adsorbant solide polaire
spécifigues  entre les
composants et la surface
adsorbante
Adsorption Mol écules hydrophobes greffées| Interactions
(phase sur delasilice hydrophobes et éution
inverse) par diminution de la
polarité de la phase
mobile
Résine  (polymeres  d oses) | Interactions
Echange porteuse  de  groupements| éectrostatiques avec les
dions chargés  négativement  ou| composants de charge
positivement opposee
Les composants de
Exclusion Solide poreux diametre - superieur - a

(filtration sur
gel)

celui  des hilles du
support sont exclus et
ceux de diamétre

inférieur y diffusent et

sont freinés.
Support sur lequel est greffée| Déplacement de
o une molécule (le ligand)| I’équilibre de liaison
affinité o _
spécifiguement reconnue par un| [molécule —  ligand
des composants de |’ échantillon | greffé] en faveur de

aanalyser

I”équilibre [molécule —

tierce molécul ]
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|1-6- Résultat :

Les analyses chromatographiques donne un chromatogramme qui représente I’ évolution
d un parametre (signal éectrique provenant du détecteur) lié ala concentration instantanée
du constituant élue (ou soluté), en fonction du temps. Le chromatogramme est une

représentation graphique ou des pics. [21]

Temps (min)

Figure.5. Exemple D’un Chromatogramme

|1-7- Description de |’ appareil :

» Lesappareils de Chromatographie sont constituée de :

- D’unsystéme d'injection de |’ échantillon ;

D’une colonne;

- D’un détecteur ;

- D’unepompe;

- D’un systéme d’ enregistrement et/ou d’ anal yse des chromatogrammes ;

- Lapompe.
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Figure.6. Systeme classiqued HPLC [21].

[1-8- Notion de base:

a- Notion detemps|[21]:

Tempsmort Tm::
Temps mis par la phase mobile d’un composé non retenu par la phase stationnaire
pour parcourir letragjet entre |’ entrée et la sortie de la colonne.

Temps de s our sans retenu dans la colonne.

Tempsderétention Tr [21]:
Temps total passé dans la colonne mesuré entre I’entrée et la sotie du systeme

chromatographique, caractéristique du constituant.

Tempsdereétention corrigé Tr’ [21] :
Tr=Tr-Tm
Largeur de pic o, et largeur a mi-hauteur 1, [21] .
Temps que met le produit pour sortir de la colonne définit par la largeur du pic a mi-
hauteur w1, exprimée en secondes ; la mesure de cette derniere étant plus facile et

plus précise que celle de la largeur du pic a la base .
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b- Notion de concentration :
e Lefacteur departage:
Elle traduit I’ affinité d’un composé pour |a phase stationnaire représentant |e passage
de la phase mobile ala phase stationnaire et inversement [22].
K=[Csa] / [Crmob]
e Lefacteur decapacitéeK’ :
C’est le rapport de la quantité d’ un méme soluté, dans la phase stationnaire et dans la

phase mobile [22].

K'=CsVs/CiVm=K Vs/ Vn
Cs: concentration dans la phase stationnaire ;
Vs: volume de la phase stationnaire ;
Cn : concentration dans la phase mobile;
Vn : volume de la phase mobile.
C'est aussi le rapport du temps passe par une espece dans la phase stationnaire par
rapport au temps passé par cette méme espece dans la phase mobile. Il peut étre
déterminé expérimentalement par :

K'=(Tr-Tm)/Tm
C- Notions de qualité de sépar ation:
o La sélectivité a [22]:
a est le rapport des temps de rétention réduits
a =Trg' / Tra=K'g/K’p

a est toujours >1 car Tr'gest >aTr 4

o L’efficacité[22]:

Elle est caractérisée par lalargeur d’'un pic et elle est exprimée par |le nombre de plateaux
N¢:=5,54(Tr/ ©172) °

On peut aussi utiliser le nombre de plateaux effectifs Neg
Ner=5,54(Tr-Tm/ ©15)

la hauteur équivalente a un plateau théorique (HEPT) est définie a partir de lalongueur L de

lacolonne:
HEPT =L / Ny,
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e Larésolution [22]:
Larésolution entre deux pics est définie par larelation suivante :
R=2(Trg-Trp) / (g + )
=1, 18 (Trg-Tra)/ (wy28 + ®1/24).
e S R<1:mauvaiserésolution
e Si1<R<1 4:resolution faible.

e S R>1,6: tréshonne résolution (car le temps d’ analyse est rallongé)
larésolution peut aussi s’ exprimer par la sélectivité et par |’ efficacité
R=%(a -1/ a) (kK’/1+k”) VN

R =% (u-1/ a) VNt
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Chapitre I11 Généralités sur les méthodes de validation

Il existe plusieurs définitions et facons de calculer les différents paramétres liées a la
validation d’une méthode. A I’intérieur du suivi de la qualité des activités d’un laboratoire, il

devient essentiel d’ uniformiser ces définitions ainsi que les méthodes de calculs utilisées.

[11- 1- Définition dela validation :

Dans I’industrie pharmaceutique, la validation est une opération destinée a démontrer que
tout procédé utilisé pour I’ analyse d’ un produit conduit effectivement au bon résultat.
Quiatre types de méthodes d' analyses font I’ objet d’ une validation périodique :

o test d'identification ;

e Dosage quantitatif desimpuretés ;

o Vérification des teneurs limités;

e Dosage de la partie active (principe actif) ou de plusieurs autres composantes de la

substance médicamenteuse ou du produit fini. [23]

Selon les B.P.F (bonne pratique de fabrication européenne, 2004), la validation est
I établissement de toute preuve en conformité avec la mise en ceuvre ou I’ utilisation de tout
processus, matériel, produit ou activité permettant d atteindre réellement les résultats

escompteés. [24]

[11-2- Critéresdelavalidation :
Les performances d une méthode anaytique s expriment a I'aide de différents critéres
(tableau 1), les criteres a valider dans une méthode de dosage sont : [23]
e Spécificité;
e Linéarité;
o L’exactitude;
o Fiddité;

e Lalimite de détection.

Tableau.3. Critéresdelavalidation selon letype d analyse [25]

Typesd’analyse
- identification Essai limite quantification
Criteres
Spécificité + + +
linéarité - - +
Répétabilité - - +
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Fiddlitéintermédiaire |- - +

Exactitude - + +

1
—+
-+

Limite de quantification

Tel que: +: appliqué;
- 2 non appliqué.

111.2.1- Spécificité:

La spécificité est la capacité d’ une méthode analytique a mesurer un analyte particulier,

sans gue cette mesure ne soit faussée par d’ autres composants de |’ échantillon. [26]
[11.2.2- Linéarité:

La linéarité est la propriété que possede un phénomeéne physique de répondre selon une
relation du premier degré, exprimé par le fait que les points expérimentaux se répartissent au
voisinage d’ une droite. Dans ce cas, le signal mesuré (y) s exprime en fonction de la grandeur

amesurer (x) par larelation : [23]
Y=aX+b

Les paramétres suivants sont définis: I’ordonnée a I’ origine et la pente, le coefficient de
régression (R?), |I’existence d’une pente significative avec la comparaison de |’ordonnée a

I’ origine avec lavaleur zéro.
[11.2.3- Exactitude:

Le terme exactitude comprend le déplacement total d’un résultat par rapport a laréférence,
due aussi bien au hasard, qu’'aux effets systématiques. L’ exactitude exprime donc |’ étroitesse
del’accord entre le résultat d’ essai et lavaleur de référence. [26]

[11.2.4- Fiddité:

L'ICH définit trois niveaux de fiddité d'une méthode, la répétabilité, la fiddité
intermédiaire, et lareproductibilité. [25]
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Tableau.3. niveaux defidélité par I'ICH. [26]

Répétabilité Fidditéintermédiaire reproductibilité

Statique sur des résultats | Statique sur des résultats de _ )
. . . Statique sur des résultats se
obtenus dans un intervalle | laboratoire en fonction des| ]
_ o référant des études de
de temps court dans les|jours, de |’équipement et du| = _
A N _ différents |aboratoires.
mémes conditions. mani pul ateur.

> Larépétabilite:
La répétabilité présente la qualité de I'accord des mesures répétées. Elle s exprime par
I’ écart- type calculé d' une série de N mesures indépendantes obtenues par un seul opérateur

dans un court intervalle du temps et sur le méme échantillon.

> Lafidéitéintermédiaire:

La fidélité intermédiaire représente la qualité de I’ accord entre des mesures obtenues dans
des conditions différentes (deux opérateurs sur trois jours).

» Lareproductibilité:
Le test de reproductibilité consiste a produire la méme expérimentation dans des

|aboratoires différents.

v Lalimite de détection (LDM):
La limite de détection est la plus petite quantité ou concentration de I'analyse dans

I’ échantillon d’ gue I’ on peut distinguer de zéro de facon fiable.

v Lalimite de quantification (LQM):

La limite de quantification d’'une méhode est la concentration minimale qui peut étre
guantifiée al’ aide d’ une méthode d’ anal yse avec une fiabilité définie.

v L’intervalledevalidité&

L’intervalle de validité est intervale qui est comprit entre la concentration (quantité) la
plus élevée et la plus faible de I'échantillon dans lequel il a éé démontré que la méthode
d analyse présente une fidédlité, une exactitude et une linéarité satisfaisante. [23]
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Chapitre IV Formules de calcul

V-1- Formulesdecalcul :

Pour |’étude statistique nous avons introduit nos valeurs expérimentales dans un logiciel

progranmé par SAIDAL, appelé feuille de cacul moyennant les formules de calcul
suivantes :

Estimation desdroitesderégression linéaire:
e Calcul delamoyenne empiriquede (X) :
V. 1
X—;ZX

e Calcul delamoyenneempiriquede(Y) :

Y=-%X
Calcul dela pente (b) :
k 1j k 1j ,
b= Zl Z(Xi]-—i) (yij—V) /Zl Zl (Xi]-—i)
j=1 i= =1 i=

Calcul del’ordonnéeal’origine (a) :

a=%—bX

Calcul du coefficient de corrélation (r) :

e Calcul dulacovariance:

k 1nj
S Xij Vij = z Z(Xi]-—i) (Yij—?) /(N—1)

=1 i=1
I
j:
e Calcul du coefficient de corréation :
r= SxijVij/S Xij - SYij
Teste de comparaison del’ordonne al’origine avec O (test de student):

la|

to = sa < tnpx-2)

Comparaison des pentes desdroites:
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t = |b1 _bzl/\/SZbl +52b2

Comparaison desordonnéal’ originedesdroites:

t =la; — a,|/y/S?a; + S2a,

Test d’homogeénéité desvariances :

J
C = Shax! ) S
i=1

Comparaison devariances:

Sk

Fcalcule - o2
SE

Test d’existence d’une pente significative (Fisher 1) :
St
F; = Sz > Fla1,x-2)
R

Test devalidité deladroite derégression (Fisher 2):
St
F, = S_b% > Flak—2,N-k)
Systeme deréférence considérée: droite D
e Transformation des données brutesen quantitésretrouvees:

YVij — 1

Xij = bl

e Systémederéférence considéré étalon 100%

5] b2
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Moyenne des groupes:

Variance de répétition :

%L vy —my )

Sz =

J nj -1
Tel que:NDL; =n; — 1
Variation derépétabilité :

2 = Zeil(n-1)7)

(Zfamj)

Varianceinter-groupe:

Y[y (my —m)3 P

S 2 k _ 1 i
9= 7

Variance dereproductibilité:

SR2= Sr?+ S92

Coefficient devariation :

S5.100

CV (%) = ——

S:lavariance;

m : moyenne des groupes.
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Chapitre V Matériels et méthodes

L e dosage du principe actif par HPL C est réalisé par les étapes suivantes.
IV-1- Appareillage:

= Chromatographie en phase Liquide équipée d' un détecteur UV de marque Waters.
= Balance analytique de précision

= pH métre

= Digpositif defiltration

= Agitateur magnétique

|V-2- Réactifs utilisés :

= Acéonitrile grade HPLC

= Dihydrogénophosphate d’ ammonium monobasique
= Triéethylamine

=  Acide orthophosphorique a 85%

» Eaudistillée

IV-3- Mode opératoire:
» Préparation des solutions
= Solution de di-hydrogéno-phosphate d’ammonium monobasique

Dans une fiole de 1000ml,

- dissoudre 1,32g de dihydrogénophosphate d’ammonium monobasique dans de |'eau
distillée;

- compléter au volume avec le méme solvant ;

- Ajouter 10ml de triéthylamine et gjuster le pH a 3,0 avec de I’ acide orthophosphorigque a
85%.

= Phase mobile

[ Solution de dihydrogénophosphate d’ ammonium monobasique /Acétonitrile], [80/20], filtrer
et dégazer.
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= Solution standard

- Dissoudre 325mg de Paracétamol matiére premiére titrée dans une fiole de 100ml, compl éter
au volume avec la phase mobile. Bien agiter.

- Prélever 2,5ml de la solution et ladiluer a 25ml avec la phase mobile.

= Solution a examiner

- Peser 20 comprimés du produit fini IXPRIM® comprimé pelliculé & 325mg/37,5mg et noter
le poids moyen.

- Les broyer en poudre fine.

- Dans une fiole de 100ml, dissoudre I’ équivalent du poids moyen dans 50ml de phase mobile,
agiter pendant 10min et compléter au volume avec la phase mobile.

- Filtrer la solution avec un filtre de 0,45um.

- Prélever 2,5ml de cette solution et ladiluer a 25ml avec la phase mobile.

» Conditions opératoires

Régime isocratique ;
Colonne: C18 (15cm x 4,6 mm) ;

Longueur d’ onde: 217nm ;
Débit : 1,0ml/min;
Volume d'injection : 20 pl ;

Température de la colonne : Ambiante.

IV-4- Formuledecalcul :

5 Bx

Teneur du principe actif en mg/ml = == X f—t X 22 x P % PM
t

53 r S Pg.ili‘

AVec :

S : Surface du paracétamol dans la solution & examiner.

S¢ : Surface du paracétamol dans la solution standard.

Ps : Prised essai du paracétamol dans la solution standard, en mg.
Dy« : Dilution delasolution standard, en ml.

De : Dilution de la solution a examiner, en ml.
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Pec : Prised essai du produit fini IXPRIM®, en mg.
P : Pureté du paracétamol matiere premiéretitrée = 99,8%
PM : Poids moyen des comprimés, en mg.

« IXPRIM (Paracétamol / Tramadol) comprimé pelliculé a 325mg/37,5mg
» Méthode de controle
e Dosagedu principe actif

Le dosage du principe actif se fait par Chromatographie Liquide a Haute Performance

équipée d'un détecteur UV.

IV-4- Validation de la méthode
» Paracétamol

1- Spécificité :

Une solution placebo (excipients dga citées + chlorhydrate de tramadol) est préparée dans
les mémes conditions que celles décrites pour la solution a examiner, puis injecter et analysée
par chromatographie liquide a haute performance.

L e chromatogramme obtenu ne doit présenter aucun pic au temps de rétention correspondant a

celui du Paracétamol.
2- Linéarité:

Afin de véifier la linéarité de la méthode de dosage, une gamme d' étalonnage a été
préparée a différentes concentrations allant de 0,26mg/ml a 0,39mg/ml en Paracétamol, soit
de 80% a 120% de I'intervalle de mesure, chague solution est injectée sur trois jours

successifs.
Ladroite de régression linéaire est déterminée par la méthode des moindres carrés, avec :
X = concentration, Y = surface de pic.

Le coefficient de corrélation (r) est calculé afin de définir s r est voisin de 1, ce qui

caractérise une bonne corréation entre la concentration et la surface de pic.
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3- Exactitude
Elle est évaluée al’ aide des tests statistiques suivants :

- Homogénéité des variances
- Test devaidité des moyennes

- Estimation du recouvrement moyen
4- Fidédlité

Elle est évaluée a deux niveaux :

a) Larépétabilité

Elle permet de caractériser la variabilité de la méthode dans la méme journée, pour la
vérifier; une solution standard du Paracétamol d’une concentration de 0,325 mg/ml est

injectée 07 fois durant la méme journée et dans les mémes conditions opératoires.

b) Lareproductibilité

Elle permet de caractériser la variabilité de |la méthode sur plusieurs jours, pour |’ évaluer; une
solution standard du Paracétamol d’une concentration de 0,325 mg/ml est injectée 07 fois sur

troisjours.
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Chapitre VI Résultats et discussions

Les résultats qui suivent représentent les différentes études statistiques sur les paramétres de

validation de la méthode de dosage pour |e principe actif.
V-1- Spécificité:

Le chromatogramme obtenu ne présente aucun pic au temps de rétention correspondant a

celui du Paracétamol.
V-2- Linéarité: Déermination deladroite de régression linéaire :

Tableau.5. Les surfaces des pics a différentes concentration.

) Gamme Concentration

Essai Surfaces (UA)
(%) (mg/ml)

1 0,2600 10405989

2 - 0,2600 10086163

3 0,2600 10086807

1 0,2925 11309592

2 - 0,2925 11244725

3 0,2925 11348911

1 0,3250 12858966

2 0,3250 12874763
100

3 0,3250 12774362

1 0,3575 13700270

2 0,3575 13751218
110

3 0,3575 13684125

1 0,3900 15651753

2 0,3900 15707539
120

3 0,3900 15035966

L e tableau montre |’ ensemble des données brutes obtenues par 03 séries de dosage.
Lalinéarité de la méthode de dosage est étudiée par une régression linéaire et est obtenue par
la méthode des moindres carrés.

Les réponses obtenues aux différentes concentrations sont déterminées en surfaces de pics.
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» Droitederégression linéaire:

Tableau.6. Paramétres de la droite de régression.

y=b*x+a

Pente (b) = 39861521,0256
Ordonnéeal’origine(a) = -253584,4000
Coefficient de corréation (r) = 0,9921
Coefficient derégression (r%)= 0,9843

L’ équation de ladroite de régression : Y = 39861521,0256X - 253584,4000

20000000
18000000 -
16000000 -
14000000 -
12000000 -
10000000 -
8000000 -
6000000 -
4000000 -
2000000 -

Surface du pic (UA)

Courbe d'etalonnage du Paracetamol

y=39861521,0256x - 253 584,4000
R?=0,9843

0 .

0,0000

0,1000 0,2000 0,3000 0,4000
Concentration (mg/ml)

0,5000

Figure.7. Courbe d’ étalonnage.

» Comparaison del’ordonnéeal’origineavec O :

Tableau.7. Comparaison de |’ ordonnée al’ origine avec |’ ordre de zéro.

Ordonnéeal’origine (a) -253584,40
Ecart typedel’ordonnéeal’ origine 457598,45
N 15

tealculé 0,95

L’ ordonnée al’ origine de la droite de régression n’ est pas significativement différente de zéro

au seuil de probabilité p=95% théorique.
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» Test d’homogénéité desvariances:

Tableau.8. Résultats de test d’ homogénéité des variances.

Symax 138886000249,00
Somme des variances 179822707146,69
C calculé 0,77

K (nb essais) 5

n (nb répétition par essai) 3

L’ analyse de I’homogénéité des variances a chaque concentration démontre que I’ ensemble

des variances des différents groupes peut étre considéré comme homogéne au risque 1%.

Ceacue= 0, 77 < Cineoriquers=0,79 (test de cochran).

> Test d’ existence d’une pente significative :

Tableau.9. Résultats d’ existence d’ une pente significative.

DDL | Sommedescarrés Variance Ficalculé
Variation totale 15 51150196522372,90
Variation duealarégression |2 50349563453009,60 | 50349563453009,60 817 53
Variation résiduelle 13 | 800633069363,34 61587159181,80

Ficacue= 817,53 > I:théoriquel%:9,07

Fieacue €ant significatif, on conclut a I’existence d'une pente significative, donc a une

dépendance linéaire au seuil de probabilité p=99%.

» Test devaliditédeladroitederégression :

Tableau.10. Résultats de test de validité de ladroite de régression.

Sourcedevariation DDL Sommedescarres |Variance F.calculé
Erreur expérimentale 10 359645414293,33 | 35964541429,33 4.09
Erreur delarégression |3 440987655070,01 | 146995885023,34
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Focacue= 4,09 < I:théoriquel%:6,55

L’ gjustement est considéré comme valide au seuil de probabilité p=99%

V-3-Exactitude:

e Homogénéité desvariances:

Tableau.11. Résultats de test d’ homogénéité des variances.

S;max 4,0129

Somme des variances 7,6282

Cealculé 0,5261

Cinéorique 5% 0,68

Cthéorique 1% 0,79

Conclusion Valide au risque 5%

L’ analyse de I’homogénéité des variances a chaque concentration démontre que I’ ensemble

des variances des différents groupes peut étre considéré comme homogéne au risque 5%.

e Test devalidité des moyennes:

Tableau.12. Résultats de test de validité des moyennes

DDL Somme  des|yarjance Ficacule | Fitheosw | Fitheors | Conclusion
carrés
Variation 14 39,02536 2,78753
Variation 10 |15.25637 1,52564 380 |348 vaide au
intra- 5,99 .
risque 1%

Variation |4 2376899 5,04225
intergroupe

Ficacue N €tant pas significatif, on conclut donc qu'au risque 1%, les variations des observations

entre les différents groupes sont dues aux erreurs expérimental es.
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e Estimation du recouvrement moyen :

Tableau.13. Estimation du recouvrement moyen.

Recouvrement moyen (%) 98,92

I ntervalle de confiance (%) 95 a 100.5

Les limites de confiance sont comprises entre 80% et 120% pour |’ ensemble des niveaux de

concentration.

Compte tenu des résultats obtenus, la procédure peut étre considérée comme exacte sur tout

I'intervalle de dosage prédéterminé.
V-4- Fiddité:
% Répétabilité:

Tableau.14. Les surfaces des pics ala concentration de 0.325mg/ml.

Essai 1 2 3 4 > 6 !
Concentration o305 0325  |0325 |0325 [0325 |0325  |0,325
(mg/ml)

(Sl‘j;f)aced“ PIC | 12858066 | 12750683 | 12860111 | 12000259 | 12892623 | 12998543 | 12904571

Ce tableau montre I’ ensemble des données brutes obtenues par le dosage de 07 solutions de

Paracétamol d’ une concentration de 0,325mg/ml.

+ Reproductibilité:

Tableau.15. Les surfaces des pics ala concentration de 0.325mg/ml des trois jours.

Surfaces

Essais J J+1 J+2

1 12858966 12874763 12774362
2 12750683 13063345 13139992
3 12860111 13129517 12845570
4 12900259 13202901 13046245
5 12892623 13068442 13293026
6 12998543 13178228 13099653
7 12904571 13034907 12822004
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Le tableau montre I’ensemble des données brutes obtenues du dosage des 03 séries de 07

solutions de Paracétamol d’une concentration de 0,325mg/ml.

% Homogénéité desvariances:

Tableau.16. Résultats de test d’ homogénéité des variances.

Symax 2,2869

Somme des variances 3,3389

Cealculé 0,6849

k (nb essais) 3

n (nb répétitions par essai) 7

Cthéorique 5% 0,68
0,76

Cthéorique 1%

Conclusion

Valide au risque 1%

Ceacule €st inférieur ala valeur critique de la table au seuil 1% ; le test de COCHRAN n’est

pas significatif ; I’ ensemble des variances peut étre considéré comme homogene.

« Variancesderépétabilité, intergroupes et dereproductibilité:

Tableau.17. Variances des critéres de la fidélité.

Variance derépétabilité 1,1130
Variance intergroupes 0,6191
Variance dereproductibilité 1,7320
Moyenne générale 101,1817
CV répétabilité 1,04%
CV reproductibilité 1,3%

V-5- Conclusion :

Vu les résultats obtenus au cours des tests de validation, on peut conclure que la méthode

est vaide pour le dosage du

Paracétamol dans le produit fini IXPRIM®

(Paracétamol/Tramadol), comprimé pelliculé a 325mg/37,5mg, dans I'intervalle de mesure

définie.
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V-6- Application au produit fini :

Surface de la solution témoain :

Figure. 7. Chromatogramme d’ d’injection d’ étalon paracétamol/tramadol.

St= 1234072 unités de surface.

Lanorme: 95% a100.5%
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Surface dela solution examine:

Figure. 8. Chromatogramme d'essai d’injection de produit fini paracétamol/tramadol.

Se= 1256546 unités de surface.
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Conclusion générae

Conclusion :

D’apres les résultats obtenus au cours des tests de la validation, on peut conclure que la
méthode est validée pour le dosage du paracétamol dans le produit fini IXPRIM®; et la teneur
de paracétamol est de 318.18mg/Cp.

L’ application au produit fini a donné un résultat 98.211% ce qui est conforme vue que
I"intervalle de confiance est de 95% a100.5%.

Dans I’ étude statistique pour la validation de nos résultats d’ analyse des parametres tels que la
linéarité, |’ exactitude et la fidélité nous avons utilisé un logicidl (Excel) programmé et utilisé
aSAIDAL qui nous apermis de confirmer |a validation des résultats obtenus.

La chromatographie est une technique instrumentale utilisée pour I'anayse chimique, nous
avons pu conclure que son utilisation fait gagner du temps a I’analyste et de I'argent a

I’industrie par rapport aux techniques classiques telles que la gravimétrie et |a spectroscopie.

Nous recommandons une validation de la méthode de dosage du tramadol dans I’ Ixprim®.
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Table de la Loi de Student
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Résume :

L’ IXPRIM® est un antalgique et antipyrétique présenté sous forme de comprimé
pelliculé de couleur jaune pale ; il est composé de deux principes actifs : le paracétamol a
325mg et le chlorhydrate de tramadol a 37.5mg.

Le dosage du paracétamol dans I’IXPRIM® est validé par la chromatographie HPLC
qui est une méthode d’analyse qualitative et quantitative de la chimie analytique dans laquelle
I’échantillon contenant une ou plusieurs especes est entrainé par un courant de phase mobile

le long d’une phase stationnaire.

La validation de cette opération est destinée a démontrer que tout procédé utilisé pour

I’analyse d’un produit conduit effectivement au bon résultat.

Mots clé : IXPRIM®, paracétamol, chromatographie HPLC, validation...
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