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INTRODUCTION

armi les nombreuses méthodes instrumentales utilisées pour
déterminer la concentration d'une espéce chimique en solution, les
meéthodes les plus courantes sont celles basées sur la mesure de
l'absorption ou démission du rayonnement d'un rayonnement
¢lectromagnétiques par les espéces a doser. Les rayonnements visibles et ultra
violets sont les plus utilisés et abondamment étudiés et ce depuis longtemps.

La spectrométrie ultraviolette est trés largement utilisée en analyse
pharmaceutique, car c'est une méthode rapide et précise. Il est recommandé
d'opérer comparativement & une gamme d'étalonnage Préparée avec une
substance étalon. En I'absence de substance étalon le calcul peut sc faire & partir
du coefficient d'extinction molaire.

Cepeudanl, la spectropholoméirie d'analyse quantitative se  heurte a
certaines  difficultés, dans le cas ol deux ou plusieurs substances a doser
présentent des spectres qui se chevauchent ou lorsque le bruit de fond est
important (présence de substances colloidales).

cet effet , une autre variante de cette technique connue sous le
nom de spectrophotométrie dérivative semble pouvoir convenir &
ces cas.

La spectrophotométrie dérivative présente une grande spécificité, un pouvoir de
separation élevé ainsi que l'avantage du pouvoir étre utilisée lorsque des
solutions (liquides biologiques surtout) sont troubles ou colorées.

Toutes ces qualités font que les application sont de plus en plus
nombreuses et concernent des domaines de plus en plus étendus analyse
pharmaceutique , biochimie analytique , chimie clinique , étude de
l'environnement , analyse toxicologique...

A priori, la dérivation n'augmente pas les informations contenues dans lc
spectre direct, mais elle permet d'interpréter celui-ci différemment et parfois de
maniere plus intéressante.

Dans notre travail, nous nous proposons de tester cette technique pour lc
dosage du paracétamol dans un comprimé de Paralgan , clest-a-dire une
suhstance active en présence des cxcipients et pour le dosage simultané du
paracétamol et de la vitamine C dans I'Efferalgan.
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Chapitre I. Méthodes spectrophotométriques.

I.1 GENERALITES
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commune dans les laboratoires. Elle est basée sur la propriété des molécules
d’absorber des radiations lumineuses de longueur d’onde déterminée. Elle repose sur
I'interaction du rayonnement électromagnétique et de la matiére dans le domaine
s'‘étendant du proche UV au trés proche IR soit entre 185 et 1100 nm (185-400 ; 400-

800 ; 300-1100 nm ; Fig. 1).

400 nm
185 nm
proche UV
400 nm
800 nm
trés proche IR
1100 nm
200 nm

Iligure 01 : Duiuaiue de spectre UV-visible

L'absorption des rayonnements par les molécules dans cette gamme de longueur

d'onde est due au passage d’un électron du niveau fondamental & un niveau excité sous
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¢lectronique & un autre niveau électronique d’énergie supérieure. I.e document de base
fourni par les spectrophotométres, appelé spectre, correspond au tracé des variations
de I"absorbance en fonction de la longueur d'onde des photons incidents. Cette partie
du gpectre ent ralativeonl puuvie en informations su la sbiuclue des composes
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IMoiccuiaires. £ IEvarnciic, 1aosorparnc y COI1

est exploitée en analyse quantitative par application de la loi de Beer-Lambert.



Chapitre L. Méthodes spectrophotométriques

“

+. L1-1 Spectre d’absorption :
Un spectre UV-visible est en général le tracé de 1’absorbance en fonction de la
longueur d’onde (usuellement exprimée en nm). La bande d’absorption est caractérisée
par sa position en longueur d’onde (A .. ) et par son intensité reliée au coefficient
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}\QI.I-Z Origine des spectres :

Les composés de la chimie organique forment ’essentiel des études faites en
UV/visible. Les transitions observées ont pour origine les électrons des liaisons s ou p
el ies doubieis non-ilanis 7 des aiomes ieis H, C, N, U. Chaque iois quii en esi
possible, on indique pour toute bande d’absorption sa nature en relation avec les
orbitales moléculaires (OM) concernées et le coefficient d’absorption molaire
(L'mol™" -cm™") calculé au maximum de la bande d’absorption.

* Types de transitions électroniques :
Les transitions électroniques correspondent au passage des électrons des orbitales

moléculaires liant et non liant remplies, vers des orbitales moléculaires antiliantes non

roamunlinag T o lawmariiass A%nnda A’ahonntinn dduwnand da
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jeu. Le diagramme suivant illustre ceci pour des orbitales de typeoc,metn :

% £
o antiliante --{--- ©
] N "
* * S C—>0C
T antliante --4--- T T £ g ]
E ]
. In >T T—=T0
N non liante --1--- N &
T liante --4--- T l
o liante --t--- @ -O—

Fignve (7 Trungitions ¢loectroniyuen Tuu pluy souvent rencontides Dais les
composes organiques simples.

Les quaire types de transitions sont réunis sur un unique diagramme énergétique
pour les situer les unes par rapport aux autres dans le cas général et pour préciser les
plages spectrales concernées.
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Transitions o— o#*

et g est relativement élevée. La transition 6— g est située dans le lointain UV vers 130
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ce type tels I'hexane ou le cyclohexane sont pratiquement transparents deés qu’on
s’approche du proche UV.
Transitions n — o*

Les composés constitués d’un ou plusieurs atomes (O, N S, Cl) porteurs de
doubiets €lecironiques iibres ("one pairs | niveaux #) présenient ce iype de iransiiions.
Les énergies mises en jeu sont généralement inférieures a celles des transitions
n- o* Elles correspondent 4 des longueurs d’onde comprises entre 150 et 250 nm.

Le nombre de groupes fonctionnels présentant de telles transitions dans le domaine
vigible du speclie esl beés réduit. Le coefficient d’absorption varie de 100 & 5000
(L mol™ e¢m™).

Transitions » - n*
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comportant un atome porteur de doublets ¢lectroniques libres (présence de niveaux 1)
appartenant a un systeme insaturé (présence de niveaux nx). La plus connue est celle
qui correspond a la bande carbonyle; elle se situe entre 270 et 290 nm. Le coefficient

d’absorption est généralement compris entre 10 et 100 L mol™ ecm™.

raisitions o — 7+

]

Les composés qui possédent une double liaison éthylénique isolée conduisent a
unc forte bande d'absorption vers 170 nm avec un coefficient d’ahsorption allant de
1000 a plus de 10 000 L mol™ cm™.

1.1-3 Groupements chromophores
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nitrés, etc.) responsables de I’absorption en UV/VIS sont appelés groupements
chromophores (tab. 1). Une espece formée d’un squelette carboné transparent dans le

proche UV et porteur d’un ou de plusieurs chromophores constitue un chromoggéne..
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i Tableau 1 : Chromophores caractéristiques de quelques groupements azotés.

Nom Chremophore Amax {nm} Emax
(L-mol~!.em—1)

amine —NH; 195 2000

oxime = NOH 190 5000

nitro -NO; 210 2000

nitrite -ONO 230 1500

nitrate - 0ONO; 270 12

nitroso -N=0 300 100

/ Groupement auxochrome
Le groupement saturé qui; quand il est lié a un chromophore, modifie 4 la fois la
longueur d'onde est augment l'intensité de I'absorption maximale.

I-1.4 Effet de environnement sur les transitions

1r 1 1 1 1 = 2 JERE; |
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Effet hypsochrome : déplacement des bandes d'absorption vers les courtes longueurs
d'onde.

Effet hyperchrome : augmentation de I'intensité d'absorption.

Eifet hypochrome : diminution de I'intensité d'absorption.

LOIS DE 1'ARSORPTION MOI.ECTIT.ATRE

I.2-1 Loide Beer et Lambert

L"UV/Visible est largement exploité en analyse quantitative, depuis fort

L2 ANALYSE QUANTITATIVE:

£

longtemps dans le domaine du visible. Les mesures reposent sur la loi de Beer et

Lambert qui relie dans certaines conditions, I’absorption de la lumiére a la

conceiiiralion d’un composé en solution. L origine de ceiie ioi remoiiie aux iravaux du
mathématicien frangais Lambert qui avait, au XVIlle siécle, défini les bases de la
photométrie. Par la suite Beer, physicien allemand du XIXe siécle, a posé une loi qui
permet de calculer la quantité de lumiére transmise aprés passage & travers une
eépaisseur donnée d’un composé en solution dans une matrice non absorbante.

Il en est résulté la loi de Beer et Lambert présentée 1ci sous sa forme actuelle :

A=logIT°=£lC (1)
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I, est I'intensité de la lumiére incidente

I est l'intensit¢ aprés passage & travers la cuve contenant la solution (intensité
transmise)

[ est la distance traversée par la lumiére (épaisseur de la cuve) (en cm)

C est la concentration des espéces absorbantes (L-mol™ -cm™)

A est appelé absorbance A =1,/1

T=1,/1 estla transmission

Le % T estla transmittance

A désigne I'absorbance, paramétre optique sans dimension, accessible au moyen du

T, T I L e L. FIENI oy [o0. SO [ W o8 Jtea . a4

ayvvuuyxxu\.uu;uuu, € iv LUTLLCICIIL O L!.i;buzi.luuu. iiiGiaiic § i su:l-(suvur G Clike A &

laguelle on fait la mesure. Ce coefficient, (également appelé coefficient d’absorbance)
propre au compos¢ analysé, dépend en outre de la température et du solvant.
Généralement sa valeur est repérée pour la seule longueur d’onde du maximum

d"absorption. Elle peut varier sur une large plage allant de quelques unités 4 plus de

200 0U0.
La lo1 de Beer et Lambert considérée a I’origine comme un postulat, a fait I’objet par la suite
de nombreuses interprétations et démonstrations en partant d’hypothéses statistiques,

cinctiques ou simplement logiques.

50901 Apg ) 5 —
: KMnO, 325mgll 45 Absorbance a
L0y en solution dans l'eau , - 4H A=525nm o~
| 20 35 ,
195 3 —
20 25
L 130 2 /:_/
15
s = 1 » :
: 5, . 054 concentration (mg/L)
RO =g = : ]
‘“* 0 100 200 300 400

Figure 04 Illustration de la lo1 de Beer et Lambert.

Qnmmtrnn A cmtistisn Y ot L e T S-S iccmmtas PP S [
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potassium. Graphe des absorbances correspondantes mesurées 4 525 nm montrant la

croissance linéaire de ce parameétre.
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Cette lo1, qui ne concerne que la fraction de la lumiére absorbée, est vérifiée dans les

conditions suivantes :

* ia iumiere utiiisée doit étre monochromatique

* les concentrations doivent étre faibles ;

* ]a solution ne doit étre ni fluorescente ni hétérogéne ;

* le soluté ne doit pas donner lieu a des transformations photochimiques ;

* le soluté ne doit pas donner des associations variables avec le solvant.

" L2-2 Domaine de validité de la loi de Beer-Lambert

* Si ¢ et | sont donnés, 1'absorbance est en principe proportionnelle a la concentration.

10

Deux lfacicurs peuveni modifier celle proporiionnaiiié | la conceniraiion ¢t ia
sensibilité du détecteur.
* Si la solution est trop concentrée, il peut y avoir des interactions soluté-solvant.
La loi n'est vérifiée que dans un domaine limité de 1'absorbance, entre 0 et 2.
Quand, pour un dosage, on se contente de mesurer I’absorbance a unc scule longueur
d’onde, on choisit, en général, celle qui correspond au maximum d’absorption. D autre

part, pour que I"absorbance refleéte correctement la concentration, il faut que la bande

sh arametre de 1’a

iy

ui atteint le détecteur choigie nar le n
F ) 1

nnareil annelé
L x Faly i

snectrale A1

fia]

largeur de fente ou bande passante, soit beaucoup plus étroite (10 fois) que la largeur

de la bande dabsorption mesurée a mi-hauteur.

L.2-3 Additivité de la loi de Beer-Lambert

¢ 10
source
[

C,

Abs. A source »| Abs. A

A,
b A = A] + AP C] + C:) UEIECIEUT

4 /
C

Figure 05 Additivité des absorbances.

Pour toute iongueur d’onde, i’absorbance d’un meéiange est €gaie 4 ia somme
des absorbances de chaque composant du mélange (pris 4 la méme concentration)

pour cette longueur d’onde.
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La loi de Beer-Lambert est additive. Ceci veut dire que 1’absorbance A, mesurée dans
une cuve d’épaisseur / d’un mélange de deux composés 1 et 2 en solution dans un
méme solvant, sera identique a I’absorbance mesurée aprés passage a travers deux
cuves de méme épaisseur /, placées I’une aprés "autre, contenant I’une le composé 1
et autre le composé 2 ( pris aux mémes concentrations que dans le mélange initial).

En donnant les indices 1 au composé 1 et 2 au composé 2 , on aura par conséquent :

A=A +A, =1(gC, +:,C,) (2)
15+~ Absorbance At A E
1.0 - A2 ]
05 4
i NN\
400 500 600

Figure 05-1 : Additivité des absorbances
Lorsqu’on est en présence d’un mélange de composés dont les spectres d’absorption
individuels sont connus, on peut en déterminer la composition. Selon la loi d’additivité
(relation 3), le spectre du mélange correspond a la somme pondérée des spectres de
chacun des constituants. A une longueur d’onde donnée, I’absorbance A d’un mélange
de n especes absorbantes est la somme des absorbances individuelles :

A=A + A, + +A =l C +g,C, +.+5.C,) (3)

I.2-4  Analyse d’un seul analyte et contrdle de pureté
Pratiquement, on commence par construire une courbe d’étalonnage 4 = £(¢) a

partir de solutions de concentrations connues du composé a doser, soumises au méme
troitement que ’échantillon, Cette coulbe, Te plus somvenl assindluble & e doite
pour les solutions diluées, permet de déduire la concentration Cy dc la solution
inconnue.

On se contente quelquefois de préparer une seule solution étalon. Dans ce cas on

prépare une solution de référence dont la concentration Cy est telle que son absorbance
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On applique alors la formule suivante pour calculer Ci :

A,
C.=Co— (04)

4 absorbance
e w ¢
» v 5 ; o
TTTTTTTTTTTTT T 5 _’-’T r F T ‘{ 1i '%r——
Ayl --------—---—;,/ I g i L. [
e i 1| : | | ; —
g i | Cr ’ 6 i !'/ )
. ! 1/ s .4 A
i | iF 5 : \ >
i ! 14
0 ¥ : >
Cyx

Figure 06 : Courbe d’étalonnage et cuves classiques en verre optique ou en verre de silice.

S1 on se contente de préparer une seule solution de référence, ceci revient a considérer que la
courbe d’étalonnage est une droite qui passe par Porigine. La précision du résultat sera
d’autant meilleure que la concentration inconnue sera proche de la concentration de rétérence

(le résultat est déterminé par interpolation).

Le calcul classique de la concentration d’un analyte par la relation 04 conduit & un résultat erroné si

Parhantillan anntiant 1mna 1mnnratd fahaanta Aana la anliitinn As +adfirancra) At ahoarha doalamaont a la
2 wRlcRBTiRIiiic LAMAIELaAY aniib alreiendliob (BOSUEnL oS an SUIHHIDE U0 ICIDICNOS ) G ANS0TND DRSNS 8 8

longueur d’onde de mesure. Aussi, fait-on assez souvent appel & une méthode baptisée analyse de

confirmation .

11 Y e e - s 1

G paii do la consiatation que poui ioui Coinposs put, I rappoii dos cocilicicais & absoipiioi,
déterminés a deux longueurs d’onde, est constant. Il est caractéristique du composé. Donc, si on
effectue une ou deux mesures d’absorbance supplémentaires, décalées de quelques nanométres par
rapport 4 la mesure originale, on pourra calculer les rapports d’absorbance de ia solution échantilion et
les comparer & ceux qui auront été établis de la méme fagon avec un témoin pur. Si ces rapports sont
différents, on en déduira qu’il y a une impureté. Le calcul de la concentration sera donc peu fiable
dans ce cas.

Partant de ce principe, il est possible de contrbler I'homogénéité des pics d’élution en chromatographic
liquide, 4 condition de disposer d'un détecteur UV permettant la mesure simultanée de 1'absorbance a
plusieurs longueurs d’onde (un détecteur a barrettes de diodes, par exemple). T'oute variation, au cours de
I"élution d’un constituant, du rapport des absorbances & deux longueurs d’onde, témoigne qu’il s’agit d’un
mélange de composés sortant simullanément de Ta colonne (fig. 07). Celle méthode est cependant mise en

défaut en cas de coélution parfaite de deux composés.
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melange de composés sortant simultanément de la colonne (fig. 07). Cette méthode est cependant mise en

défaut en cas de coélution parfaite de deux composés.

- Y (R b
A iy abs (mUA) Asd By
: I 7'y : = 4
A_, 10 =— }‘.. T I 1 ‘f.‘ 2 7 :‘ r
g /0 i\ ST -
2 i oy i 1 -\-," \
@ / [ Jn AN =
= L Xy ! i o PN 4
g __:; : 1 3 x t :n \.\\" -
g \\\\ | : \ , ; j;/" S"\I -
Y L i { \\ SIS = : Mo
;ul.__ ":.___H_ temps —»
Lo o 1 - elution d'un compose pur
A A+10 A(nm) 2 - elution d'un melange de composes

Figure 07 Analyse de confirmation.

I.3- ETUDE DES SPECTRES DIRECTS

La facilité¢ d'identification d'une substance par son spectre ultraviolet ou visible,
dépend a la fois du nombre de bandes présentes dans le spectre, mais Aussi de la
largeur de ces bandes (une bande étroite présente généralement un Maximum plus net)
ou encore de la possihilité pour une bande, d'apparaitrc Comme un ¢pauleient sur une
bande plus intense. Les molécules étudiées Présentent ces différentes possibilités. Elle
exploite l'additivit¢ de la loi de beer-lambert et détermine I'absorbance a n longueurs
d'ondes si le mélange contient n composés.

L’ordonnée peut étre A, T, & ou log &. L’abscisse est la longueur d’onde ou moins
souvent le nombre d’onde. Le spectre présente trés peu de bandes comparativement au

spectre IR mais leur allure est beaucoup plus large (figure 08).
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transmittance T % absorbance A
1 00 “—%"--‘__ K™ ’.—'-L‘! ,0
N, I N ’°
3 ! N i
80 — v ,' ‘.‘ ./ 1+-0,8
€ hax .\“"' i
60 — — 0,6
40 — — 0,4
20 — —0,2
0 0

A

max

Figure 08 : Allure d’un spectre d’absorption
La bande d'absorption, observée dans le domaine de "UV-visible, est caractérisée par sa
position en longueur d'onde Amax , nm (ou en nombre d’onde, em™) et par son intensité reliée
au coefficient d’extinction molaire & pay .
La position du maximum d’absorption correspond a la longueur d'onde de Ia radiation qui
provoque la transition électronique. Quant a l'intensité, on peut montrer qu'elle est liée au
moment dipolaire. Sa valeur permet de savoir si la transition est permise ou interdite
L4 Chevauchement des bandes.

Un composé plurifonctionnel peut posséder plusieurs bandes, ou un composé
contenant des impuretés peut présenter plusieurs bandes. L'importance relative de
celles-ci conditionne I'aspect du spectre.

Si les deux bandes ont des maximums & des longueurs d'onde trés voisines et des
intensités tres différentes, la bande la plus intense masquera totalement la bande Ia plus
faible. Inversement, si les deux bandes ont des intensités voisines et des maximums a
des longueurs d'onde suffisamment différents les 2 maximums seront visibles.

La figure-9: montre 'aspect des spectres respectivement pour des intensités' s de
chacune des bandes dans les rapports 1/5, 1/2 et 1/1 en fonction de M, différence de
longueurs d'onde des maximums.

Le solvant joue un rdle important puisque lorsque l'interaction solvant» soluté

augmente, les bandes s'étalent et la résolution des pics est d'autant plus mauvaise,

10
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Figure-9: Chevauchement des bandes en fonction de la concentration (nm).

L5 SPECTROPHOTOMETRIE DERIVATIVE

Le principe consiste a calculer par un procédé mathématique les courbes
dérivées des spectres pour améliorer la précision de certains dosages. Ce procédé est

appliqué par exemple quand I’analyte se confond dans le spectre global du mélange
dans lequel 1l se trouve.
CeH5CH>CH(NHZ)CO,H
foel . dAsan”

e absorbance
: 1!

]

longueurs d'onde (nmM)
240

260

280 300

Figure 10 : Spectre UV de la phénylalanine ct courbe de sa dérivée seconde.

Les tracés des courbes dérivées sont en effet beaucoup plus accidentés que ceux

des spectres d’origine (appelés spectre d’ordre zéro) dont ils mettent en relief les

faibles variations de pente (fig.10). Le processus d’obtention de la courbe dérivée

1l
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e e S e o e e SR L |
premiére, d AvdA= ( devdMalc, peut étre étendu aux dérivées successives (™

dérivée).

L5 -1 Spectre dérivée d’ordre 1
La dérivée d’ordre un présente un maximum et un minimum correspondant a
deux inflexions de la courbe dans la partie montante et dans la partie descendante : elle

coupe l'axe des abscisses & une longueur d’onde correspondant au maximum

d’absorption et se confond avec cet axe lorsque 1’absorbance est nulle.

La courbe est caractéristique et le maximum d’absorption correspond a I’intersection

de la courbe dérivée avec ’axe des abscisses.

0.01 \

0.00

A A
1
i
I’t |
\ -
1

-0.01

-

1st derivative

300 40 50 600 700
Figure 11-1 : Spectre dérivée d’ordre 1

I.5-2 dérivée d’ordre deux :

La derivée seconde présente un aspect caractéristique (fig 11-2)la courbe
montre un pic négatif important dont le minimum se trouve a la méme longueur
d’onde que celle du maximum (absorplion dy spectre d ordre 0.le specire dérivé

présente ¢galement deux maximums correspondant aux deux mllexions de la dérivée

premiére.
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206-04) /\\ /\
0.0E+00 !%t {;"
-2.05-04: '-5 ’,‘

-4.06-04| ‘.\ ,.-"' |

6.0E-04F 2nd derivative \/ )

00 00 500 600 700

Figure 11-2 : Spectre dérivée d’ordre 2

I.5-3 Dérivée d’ordre troisiéme :

La dérivée troisiéme présente un maximum important suivi d’un minimum
egalement important, flanquée d’un petit minimum. Son aspecl rappelle a la fois celui
de la dérivée premiére et de la dérivée seconde. Comme pour la dérivée premiere elle

coup l'uxe des abscisses a une longueur d’onde correspondant a celle du maximum de
la bande correspondant au spectre d’ordre zéro.

20E-04 [ 3rd derivative .’,\\ 1
/ .,
1.0E-04 | }z 'a\ 1
0.0E+00 —/\% 4
. \ / N ‘
-1.0E-04 | I
\ / -'
-20E-04 } A 1 4
300 400 500 600

700
Figure 11-3 : Spectre dérivée d’ordre 3

L.5-4 Dérivée d’ordre quatriéme
En revanche ; la dérivée quatriéme est utilisée car comme pour a dérivée

seconde le pic le plus important 4 son maximum (maximum en valeur absolue pour la

dérivée seconde) situé a la longueur d’onde de maximum de la bande de spectre
d’ordre zéro (fig. 08) .
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1.0E+06| 4rd derivative [ |
|
5.0E-07

0.0E+00 -—/\ }j

|
-5.0E-07 % 4

300 400 500 600 700

Figure 11-4 : Spectre dérivée d’ordre 4

Ce pic maximum est flaqué de deux minimums relativement importants et de deux
faibles maximums. Bien que la complication des spectres est encore ait encore
augmenté ( 5 maximums ou minimums), la dérivée quatriéme est utilisée dans la
pratique, car le maximum de pic le plus important est situé a la méme longueur d’onde
que celle du maximum du spectre d’ordre 0.
On remarque la ressemblance de spectre de la dérivée quatriéme avec celui de la
dérivée seconde.
I.5-5 Dérivées d’ordre supérieur :

Les spectres etant d’autant plus complexes que I’ordre de dérivation augmente,
les dérivées d’ordre supérieur 4 4 sont rarement utilisés dans la pratique.
La complexité¢ des courbes augmente avec ’ordre de la dérivée, puisque chacune
d’elles prend en compte les minimums, les maximums et les inflexions de la dérivée
d’ordre immeédiatement inférieur. Dans la pratique, la dérivée 4 est utilisée car comme
pour la dérivée seconde, le pic le plus important a son maximum situé a la longueur

d’onde duy maximum de la bande du spectre d’ardre zéro

14
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m

Conclusion

L'augmentation du nombre de bandes obtenues par dérivation entraine un
accroissement corrélatif des points caractéristiques (maxima, minima et points
d'annulation) de la courbe dérivée et ainsi, améliore la définition des spectres dans
l'ultraviolet et le visible. La spectrophotométrie dérivée permet de prendre en compte
la totalité du spectre et pas seulement le maximum donné par le spectre d'absorption.
On peut, de cette fagon, caractériser beaucoup plus précisément une substance que par
les spectres classiques et apporter une solution & la séparation des produits dont les
spectres sont proches. De plus, un seul appareil suffit pour I'identification et le dosage
de la substance sans avoir recours a d'autres méthodes spectrophotométriques comme
I'infrarouge. Cotto méthode peut ainsi rendie Je grands sevices pour ['élublissement de
dossiers d'Autorisation de Mise sur le Marché. Elle pourrait servir pour effectuer des
tests de pureté. Une étude plus approfondie pour en préciser les avantages comme

¢ventuellement les écueils, fera l'objet d'une publication ultérieure.
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Chapitre II. Présentation du Paralgan et de ’Efferalgan

Introduction :
La douleur est une sensation désagréable et un malaise qui prennent naissance

par stimulation des terminaisons nerveuses, suivie de leur intégration psychique.
La classe des médicaments utilisés pour calmer et apaiser la douleur est connue sous le
nom d'analgésiques ou antalgiques.

On classe habituellement les analgésiques en deux groupes : les morphiniques et
les non morphiniques.
Le premier groupe est constitué¢ de la morphine ( voir figure ci-dessous) et ses

dérivées.

morphine

Malheureusement, la morphine indépendamment de son activité analgésique, provoque
des actions secondaires: vomissements, constipation, dépression du centre respiratoire.
En plus, le majeur inconvénient réside dans I'accoutumance et la toxicomanie.

Le deuxiéme groupe est constitué de composés :

e pyrazolés

A

PY RAMIION
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Méthane sulfonate sodique de noramidonpyrine (NOVALGINE)

e Salicylés

e Anilides

HO
0

/H\ PARACETAMOL
N
H

I. Paracétamol :
1.1/Généralités :
Le paracetamol a été decouvert la premiére fois par JOSEPH VON MERING

pour avoir les propriétés analgésiques et antipyrétiques vers la fin du dix-neuvieme

siecle.
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Avant ceci, I’écorce de quinquina, qui a été également employée pour préparer
la quinine de drogue d’anti-malaria, avait été employée pour traiter des fiévres.
Pendant que le quinquina devenait plus rare. C’est seulement 50 ans plus tard qu’elle
sera commercialisée comme Médicament sous le nom du paracétamol.

IL.1 LE PARALGAN

Le paralgan est un analgésique qui se présente sous forme d’un comprimé blanc

non enrobé constitué d’un principe et des excipients.

IL.1-1 Principe actif

Le principe actif du paralgan cst le paracétamol Il se présente sous forme de
une  puudie cistulline, blanche, asscz soluble dans l'cau lacilement, soluble dans
l'alcool tres peu soluble dans le chlorure de méthylene et dans 1'éther. Son point de
fusion du paracétamol est de 168°C .

ILI.1-2 Excipients

L’excipient est une substance inactive par elle-méme mais qui facilite

I’administration du principe actif et son passage a travers la muquense intestinale.

Une des qualités principales d’un excipient est son inertie. Il doit étre dans la
mesure du possible : |

Inerte vis-a-vis des principes actifs,

Inerte vis-a-vis des matériaux de conditionnement,

Et inerte vis-a vis de I’organisme.

Les principaux excipients additionnés au paracétamol dans le comprimé du
paralgan sont les suivants : Amidon de mais, carboxy méthyle amidon sodique,

polyvinyl pyrrolidone( PVP K30) , stéarate de magnésium et talc.

17
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Amidon de mais : Il est retiré de I’albumen de fruit sous forme des grains
anguleux polyédriques de 2 4 23um est arrondis de 25 a 32 pm.

Carboxy méthyle amidon sodique : C'est un sel sodique d'un amidon de
pommes de terre, contenant de 2.8 - 4.2 % de sodium . C’est une poudre blanche, fine,
inodore, insoluble dans le chlorure de méthyléne. Il donne avec I’eau une suspension
translucide. Le carboxy méthyle amidon sodique et 1’amidon de mais Jjouent le role
d’un agent délitant accélérant la désintégration des comprimés c’est a dire la
dispersion du principe actif dans les sucs digestifs, on ajoute (2+5%)/kg.

Polyvinyl pyrrolidone : C’est une poudre blanche qui se dissout totalement
dans un I’eau donnant des solutions légérement acides. 11 est soluble dans les alcools
ethyliques et isopropyliques, chlorure de méthylique, etc. et insoluble dans 1’éther et
les hydrocarbures aliphatiques et se gonfle par I’acétate d’éthyle. Un agent liant (ou
agglutinant) pour lier entre elles les particules qui ne peuvent I’étre sous la seule
action de la compression

Tale : ¢’est un silicate hydraté de magnésium naturcl, sélectionné et pulvérisé,
contenant une petite Iégere sensibilité, blanche, homogéne inodore insoluble dans I’eau
et dans les solution diluées, acide ou alcaline.

Stearate de magnesium : C'est un mélange en proportion variable de stéarate de
magnésium et palmitate contenant 3,8% a 5,0% de magnésium. 1l se présente sour
forme d’une poudre blanche , Iégére, inodore, insoluble dans I’eau, I’éthanol et
I’éther.

Le stéarate et le talc jouent le role d’agents lubrifiants ayant un triple role dans
la fabrication des comprimés : amélioration de la fluidité du grain , diminution de
I'adhérence du grain et réduction des frictions entre les particules pendant la

compression.L’excipient

I.2 L’EFFERALGAN
Il s'agit d'une combinaison chimique de vitamine C et de paracetamol,
avec libération dans le sang des deux constituants actifs. 7
Il a une propriété d'antalgique et antipyrétique. La vitamine C intervient dans

diverses réactions d’oxydo — réduction cellulaire.

18



Chapitre II. Présentation du Paralgan et de I’ Efferalgan

La vitamine C est nécessaire aux défenses anti-infectieuses et elle réduit les
réactions allergiques en diminuant le taux d’histamine dans le sang , la nocivité des

métaux toxiques . Elle est utilisée comme traitement adjuvant dans les états grippaux
et asthénies.
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Chapitre 111 Résultats et Discussion

RESULTATS ET DISCUSSION

1. Conditions opératoires :

Les mesures spectrophotométriques ont été suivies par un spectrophotometre
double faisceaux JASCO V-530 équipé d’un thermostat type Peltier (JASCO EHCT)
et piloté par un micro-ordinateur doté d’un programme d’analyse te de traitement des
spectres. Le trajet optique est de 1 cm et la température étant 25+0.1°C.

Les produits ont été pesés a l'aide d'une balance analytique de précision 0,0001 g de
type Satorius.
2. Préparation des solutions méres de paracétamol et de Paralgan

Dans les méthodes habituelles d'analyse de paracétamol, on recommande de
prendre Ic 1/5 d'un comprime qu'on fait dissoudre dans 500ml. 5ml sont par la suite
prélevés de cette solution mere et dilués dans un volume de 100 ml. La solution finale
aura donc une concentration de 0,0125mg/mL.

Pour préparer la solution mére de paracétamol, on pése 48 mg du soluté qu'on a fait
dissoudre dans un volume minimum de méthanol. La solution est ajustée a 200 mL par
I'eau distilléc (solution A).

La solution de Paralgan est préparée en dissolvant 48 mg du principe actif
(paracétamol) dans un minimum de méthanol et y ajoutant une solution contenant les
proportions correspondantes des différents excipients selon le tableau suivant :

Tableau 1: Composition de la solution de Paralgan utilisée.

Soluté % Quantité pesée (mg)
paracétamol 84,13 48
PVPVK 30 4,55 2,59
Amidon de mais 2.36 1,34
Carboxyméthyl amidon sodique | 5,99 3,42
Stéarate de magnésium 0,98 D57
Talc 1,99 1,14

La solution finale est ajustée a 200 mL par l'eau distillée ( solution B) .
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2. Spectres d'absorption des solutions méres du paracétamol et de Paralgan
On prend 2,5 mL de chacune des solutions méres précédentes ( A et B) qu'on dilue
dans un volume de 50 mL par l'eau distillée. La concentration finale en paracétamol

dans chacune des solutions est :

ﬁx£=0,012mg/mL
200 50

La précision de mesure de l'absorbance pour telle concentration est bonne,
Les spectre d'absorption de chacune des solutions sont mesurés par rapport a l'eau

distillée sont reportés dans la figure 1.

.5
L /(-2?13 nr
rd \—“
06 ’r'
o
b 2 F 4
01t .
! \
"‘.
AY paracétarmol
-\:\
azl 4"' L paralgan
L S : 1 2 1 _‘_—-“ ==
220 210 260 280 K}

Longueus donde . un
Flgure 1: Spectres d'absorption d'une solution de paracétamol
(0,0124 mg/ml) et de Paralgan.
La paracétamol absorbe & 243 nm , et son absorbance est dominante également dans la
solution du Paralgan car il constitue le composé majoritaire. Les excipients présentent
donc une absorbance insignifiante devant celle du principe actif.
3. Dosage du paracétamol par spectrophotométrie directe
La construction de Tu courhe d'élalonnage, consiste & tracer la dépendance entre
la concentration de la golution du paracétamol ct I'absorbance a lu longuenr d'onde
optimale Différentes concentrations sont obtenues en prélevant des volumcs donnés
de la solution mére et les diluant dans un volume de 50 mI. T.es volumes prélevés de

la solution B sont reportés dans le tableau suivant :
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= Volume prélevé Concentration en paracétamol , mg/mL.
1 1 4,8.10°

2 1,5 7,2.107

3 2 9.6.10°

4 25 0,012

5 3.8 0,0168

6 35 0,0264

L'évolution des spectres est montrée sur la figure suivante :

g

Abaz
0.5
. ] . 1 T e ‘.“—:E‘—-Ei’f%@_;;—
220 210 260 280 300 320

Longueur d'onde | nm

Figure2: Evolution des spectres de Paralgan en fonction de la
concentration en paracétamol.

Pour tracer la courbe d'étalonnage, on fait appel au traitement statistique des résultats
expérimentaux qui permettent d’ajuster les meilleurs paramétres a et b de I'équation
de la droite de la régression linéaire:

Y =aX + b

lIclle technique permet d’estimer le degré de linéarité entre la grandeur mesurée X
(absorbance) et la grandeur observée Y (concentration).

A partir des données(Y,,X; ), i=1...,N, on peut représenter dans un graphe I’ensemble
doy vy puinty représentant des mesues d'uie grandew Y, en lonetion d'une autre
grandeur X,.

La linéarisation des données permet de tracer la meilleure droite qui passera au plus

pres de tous les points.
Le tableau suivant montre le traitement des données cinétiques expérimentales :
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1 Xi Sfl Xiz .Y-‘2 Xi Xfl

1 X, Y, X Y’ XY,

2 X, Y, X22 Y22 X,Y,
3 X, Y; X32 Y32 X5Y;
N Xy Yy XN_2 sz XYy

Passer au plus pres, selon la méthode des moindres carrés, c’est rendre minimale la
somme des carrés des écarts des points 4 la droite.

N

Z(Yi _aXs - b)z

i=l
ou (Y[—aX,.mb)2 représente lc carré de la distance verticale du point expérimental
(Y.X ) a la droite considérée comme la meillcure.

Cela revient donc a déterminer les valeurs de A et B qui minimisent la somme ci-
dessus.

La meilleure pente de la droite (coefficient directeur de la droite) qui passe a travers
un nuage de N points (X, , Y;) est exprimée par :

N NY XY, - X, ZZYi
NY X -(3X)
le coefficient B représente I’ordonné 4 I’origine :

b DY IX -TXFXY,
) Nzxi2 '“(,Y‘.Xi )2

pour montrer le degré de linéarité ( force de liaison linéaire), on calcule le coefficient
de corrélation :

o NZXiYi_ZXiZYi
JNEx -(ExF )N ¥ - (T v))

la coefficient de corrélation peut avoir la valeur 1 (+ ou -) pour une corrélation linéaire
parfaite entre X et Y, et 0 pour une corrélation non linéaire.
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Dans nos expériences de mesures spectrophotométriques effectuées a 243 nm, les
resultats obtenus sont reportés dans le tableau suivant -

i Xi Y: Xiz Yriz X1Y|

Abs 10°.concentration

mg/mL

1 0,33 4.8 0,1089 |23,04.10° | 1,584.107
2 0,42 7.2 0,1764 | 51,84.10° [ 3,024.10°
3 0,56 9.6 0,3136 | 92,16.10° | 5,376.107°
4 0,71 12 0,5041 144.10° 8.52.107°
5 0,97 16.8 0,9409 | 282.24.10° [ 16,296.107
6 1.5 26,4 225 |69696.10° | 39,6.10°

N N N N N

X, >y yxz | 3y > XY,

4,49 76.,8.107 42939 | 129.10° | 74,4.10°

=3 ~3
o 6%74,4.10° -4,49x76.8.10° _ 0,101568 -

6x4,2939—(4,49)’

5.6033

_ 76,8.107 % 4,2939-4,49x 74,4107
5,6033

b =-7,646.10"

Donc I’équation de la droite s’écrit comme suit

Y =0,01812X-7,646.107*

Le coefficient de corrélation linéaire est de -

0,101568

R =
5,6033x1,84.107

=0,9998

Ce traitement statistique fait manuellement peut étre effectué par plusieurs logiciels,
entre autres 1"Origine LAB que nous avons utilisé pour vérifier nos calculs. La droite
de régression obtenue peut étre représentée sur la figure suivante :

0,03 -
E /
o _
g 0,02
E
=)
= 0,01
@
Q
€
0
o
0,00 ; - - . —
0,0 0,4 0.8 1,2 1,6

Absorbance

Figure 3 : courbe d'¢talonnage pour le dosage du paracétamol.
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3.1 Analyse du comprimé paralgan
Pour tester la méthode de dosage, nous avons récupéré une boite de Paralgan d'une
pharmacie locale. Le 1/5 du comprimé est dissout dans le minimum de méthanol et la
solution est ajustée par l'eau distillée a 500 mL. On préléve 5 mL . on les dilue dans
une fiole de 100mL et on mesure I'absorbance de cette derniére solution.
L'absorbance mesurée a 243 nm est de 0,659.
En se référant a I'équation de la droite relative a I'étalonnage la concentration du
paracétamol contenu dans le comprime du Paralgan est de:
[paracétamol] = 0,01812x0,6591-7,646.10™* =0,0119mg/mL

Le resultat est donc conforme aux recommandations industrielles de fabrication du
paralgan.
4. Dosage du paracétamol en présence de la vitamine C

On pese 321mg de paracétamol qu'on dissout dans un minimum de méthanol et
qu'on dilue par l'eau distillée jusqu'a 500mL. On préléve 1mL de cette solution et le
dilue dans un volume de 50 mL. La concentration finale est donc de 0,0124mg/mL.
On pese une quantité de l'acide ascorbique ( vitamine C) équivalente a celle se
trouvant dans un comprime Efferalgan ( paracétamol /vitamine C = 1,66), soit 187mg,
qu'on dissout dans 500 mL. On préléve ImL et on dilue dans 50 mL. La concentration
finale en vitamine C est 0,0075 mg/mL.

Les spectres des deux solutions sont représentés sur la figure suivante :.

0.8
Pl . 243 nm ( paracétamol)
ok X
y
s L'
Abs \
o !
04 \\ —
Ao N
) <7\ ™\_ 264 nm (vitamine C)
/ N \
G2t
I S
.// =
- e RS o
1 1 1 | 1 I 1 1
220 240 260 230 300

Longuenr d'onde, 1

Figure 4 : Spectres d'absorption d’une solution de paracétamol (0,0124 mg/ml) et de la
vitamine C (0,0075 mg/ml).
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Le paracétamol absorbe & A, =243 nm alors que la vitamine C  absorbe & M =
264 nm. II est important de remarquer a cet effet que les deux pics se chevauchent
visiblement et cette interpénétration constitue habituellement un handicap dans les
dosages des deux substances en présence.

A ftitre instructif, procédons au traitement statistique  des  données
spectrophotométriques ( Tableau 4 et 5) pour le mélange des deux substances dans les
proportions appropriées aux deux longueurs d’onde correspondant respectivement a
I"absorption du paracétamol et celle de la vitamine C.

Tableaud:  Données pour le dosage de la paracétamol 2 =243nm

J 10°Conc, mg/mL 3.12 3,24 12 18 24
l Abs 0.2335 0,4294 0,8673 1,4239 2.,2651
0,025
& 0‘020__ paracétamol . /
= e
£ 0,015 Fa
8 0,010 2
£ o
g ) _
0,005{
0,000, e . =
0,0 0,5 1,0 1.5 2,0 2,5
Abs
Figure S : courbe d'étalonnage du paracétamol a A, =243 nm.
L'equation de la droite est : Y =0,01093 X +6,67136.10™* et le coefficient de
corrélation est deR = 0,98028 .
Analogiquement, pour les données de la vitamine C, on obticnt -
Tableau5:  Données pour le dosage de la vitamine C A = 264nm
| 10°Conc, mg/mL 1,89 3,78 7,56 11 15 ]
Abs 0,1678 0,3159 0,5224 1,0929 1,51 O4J
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%

Le traitement des données relatives au paracétamol donne le graphe suivant
0,016 +
0,012 A

0,008 - e

concentration

0,004 - =y

0,000 . T . : - ; ; :
0,0 0,4 0,8 1,2 1.6

Abs

Figure 6 : courbe d'¢talonnage de la vitamine C & A, =264 nm.
L'équation de la droite est : =0,0093 X +0,00113 avec coefficient de corrélation
quelque peu affecté R = 0,98527 .
S. Dosage du paracétamol et de la vitamine C par spectrophométrie dérivative,
5.1 Premiére dérivée

Les spectres dérivés du paracétamol et de la vitamine C sont representés sur la figure

suivante.
0,027 —
-~ paracdluul
i e
001} ‘\' TR,
L vitamine C
——— /242 nm
1
-
\ 264 nm

-0.010 \

\".

\

\

\‘\
-u,us L ‘\\ E
T 4
e i
-0,03 1 L i i
220 240 260 280 300

Longueur d'onde, nm

Figure 7: Spectres de dérivés Premiére d’une solution de paracétamol (0,0124 mg/ml)

et de la vitamine C (0,0075 mg/mi).

A 242 nm le signal du paracétamol est nul alors qu'a cette longueur d'onde la vitamine
C présente une certaine amplitude. Il est raisonnable d'avancer qu'a cette longueur

d'onde on peut doser la vitamine C seule.
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h

Avec le méme raisonnement, on peut conclure qu'a 264 nm seul le paracétamol peut
étre dosé.

En reprenant les données précédentes pour le dosage du paracétamol, mais cette fois
en procédant a la prise en considération du signal de la premiére dérivée au lieu de
I'absorbance, on obtient pour la longueur d'onde A = 264nm .

Tableau 6 : valeur de signal de la premiére dérivée du spectre du paracétamol :
10°Conc, mg/mL. | 1,89 | 3,78 | 7.56 11 15
Signal .10° 5,465 | 9,788 | 21,312 | 33,040 | 53.32

0,016+

0,012-

0.008 +

0,004 -

concentration (mg/ml)

0,000 - : - ; ;
0,00 0,02 0,04 0,06

Signal de premiére dérivée

Figure 8 : Courbe d'étalonnage de signal de la premiére dérivée du paracétamol

On obtient une droite d’équation : Y =0,2728 X+1,14.10°

Ou bien [paracétamol] =0,2728 % +1,14.10%

Avee un coellicient de corrélation bien ameliorée cette tois R =0,99066

Les donnges ielalives 4 la vitamine C figurent dans le tahlean suvant -

10°Cone, mg/mL | 1,14 224 455 6,62 9,03
Signal .10° 2284 4334 [10967 |1727 |28244
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0,008

0,004 -

concentration (mg/mi)
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signal de la prmiére dérivée

Figure 9 : Courbe d'étalonnage de signal de la premiére dérivée de la vitamine C.

L’équation de la droite est:

Y =0,30129 X+9,19785.10" avec un coefficient R = 0,99102

5.2 Deuxiéme dérivée

0,001 | /m,garacetamol

/
I,"‘
/ e
” ﬁssnm =1
Cd2A/daZ |
-0,001 |- \ /
\ /
\ /
T
-0,002 L i
L 1 1 1 L 1 I 1
220 240 260 280 300

Longueur d'onde, nm

Figure 10 : Spectres de deuxiéme dérivée d’une solution de paracétamol
(0,0124 mg/ml) et de la vitamine C (0,0075 mg/ml).

Le dosage du paracétamol s’effectue par mesure de 1’amplitude a 250 nm. Celui de la
vitamine C effectue a 258 nm ( voir figurel0 )

Tableau 87 Valew de signal de la deuxléme derivee du spectre du paracétamol

10°Conc, mg/mL

1,89

3,78

156

11

15

Signal .10

0,212

0,393

0,666

1,507

1,017
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0,016-
0,012
0,008 -

0,004 -

concentration (mg/ml)

0,000

© 0,0004 0,0008  0,0012  0,0016
signal de la dexiéme dérivée

Figure 11 : courbe d'étalonnage de signal de deuxiéme dérivée du paracétamol

L équation de la droite est :
Y = 8,22777 X+ 7,78343.10"  Avec un coefficient R=0,95519
Tableau 9: valeur de signal de la deuxiéme dérivée du spectre de la vitamine C :

10°Conc, mg/mL | 1,14 227 4,55 6,62 9,03
Signal .10° 0,47 0843 830 2.80 528

£
—
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=
2
dmd
©
1
e
[
@
X
e
(o] -
X
0,000 ) i S — i —
0,000 0,002 0,004 uU,uuu

signal de la deuxiémo dérivée

]

Kigure 12 : courbe d'étalonnage de signal de la deuxiéme dérivée de la vitamine C

L’équation de la droite est :

Y =1,47031 X+0,00172 Avec un coefficient R=0,93057
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%

5.3 Troisiéme dérivée

Le dosage du paracétamol s’effectue par mesure de ’amplitude & 237 nm. Celui de la

vitamine C effectue 4 268 nm ( voir figure )

2,2E+4

d*A/dn? |
0 L

-2E-4 |

-4E-4 |-/

o
4 N,

_paracétamol
\

220

240

260 280 300
Longueur d'onde . nm

Figure 13 : Spectres de troisiéme dérivée d’une solution de paracétamol
(0,0124mg/ml) el de la vitamine C (0,0075 mg/ml).

Tableaul0: Valeur de signal de la troisiéme dérivée du spectre du paracétamol

10°Conc, mg/mL | 1,89 | 3,78 | 7.56 11 15
Signal .10 3,57 | 6,45 | <1436 | -23,11 | -50,00

0,016 -

0,012+

0,008

0,004

concentration (mg/ml)

0,000

0,0000

0,0002 0,0004

signal de la troisiéme dérivée

Figure 14 : courbe d'étalonnage de signal de troisiéme dérivée du paracétamol
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“

L’équation de la droite est :
Y =27,19198 X+0,00254 Avec un coefficient R=0,95408

Tableau 11: valeur de signal de troisiéme dérivée du spectre de la vitamine C :
10°Conc, mg/mL | 1,14 237 4 55 6,62 9,03
Signal .10’ -0,81 -1,78 -1,80 -7,90 -4,40

0,010 -
0,008:
0,006—-
0,004—-

0,002 i

-

concentration (mg/ml)

0,000 T : T
0,00000 0,00004 0,00008

signal de la troisiéme dérivée

Figure 12 : Courbe d'étalonnage de signal de troisiéme dérivée de la vitamine C
L équation de la droite est :
Y =79,62321X + 0,00206 Avec un coefficient R=0,71538
Conclusion :

Les résultats de la deuxiéme et la troisiéme dérivées sont moins satisfaisants
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Conclusion

e stage pratique que nous avons effectué au niveau du Laboratoire de

Chimie Physique de notre Département nous a permis de consolider nos

connaissances théoriques , mieux connaitre les analgésiques et d acquérir
une initiation des techniques spectrophotométriques dérivatives et leur
contribution a la résolution des problemes analytiques.

Le dosage du paracétamol dans le paralgan peut €tre effectuée aisément
par mesure spectrophotométrique directe montrant un spectre d’absorption
culminant a 243 nm.

Les excipients n’interférent pas en raison de leur proportions relatives faibles .

En revanche , dans les solutions d’Efferalgan les pics du paracétamol et la
vitamine C se chevauchent. Le traitement statistique des données a montré que
le dosage simultané des deux substances par spectrophotométrie directe est
imprecis.

n faisant appel & la variante de la spectrophotométrie dérivative | la

précigion de dosage s£’est nettement ameéliorée et par conséquent Ila

spectrophotométrie dérivative s’est montrée comme un outil analytique
puissant et une technique performante pour contourner le probleme du
chevauchement des pics et permettant une meilleure visualisation
spectrophotométrique et un dosage simultané preécis.
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