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Abréviation

A : I’absorbance.

Anmax : Absorbance a Amax.

Abs : Absorption.

ATD : Analyse thermique différentielle.

ATG : Analyse thermique gravimétrique.

C : concentration.

CPG : Chromatographie phase gazeuse.

CV : Coefficient de variance.

dt,d? ,d3d* d°d®: premier, deuxiéme, troisiéme, quatriéme, cinquiéme, sixiéme, dérivée.
D1: spectre premier dérivée.

AED : Analyse Enthalpique Différentielle (Differntial Scaninig Calorimetry).
ET : Ecartype.

FT-IR : Fourier Transforme Infra-rouge spectroscopie
GRN : granisétron.

5-HT3 : 5-hydroxytryptamine3

CLHP : Chromatographie liquide a haute performance.
lo : ’intensité incidente.

| : I’intensité lumineuse transmise.

ICH : International Conférence on Harmonisation.
ISO : International Organisation for Standardisation

k : Constant

LD : La limite de détection.

LQ : La limite de quantification.

n : Pordre du dérive.



OND : ondansétron.

OMS : Organisation Mondiale de la sante.

€11 Le coefficient d’absorption molaire 4 une longueur d’onde.
A : la longueur d’onde.

PP : la méthode pic-pic.

P1, P2...- p1, p2... : ’extrema positif - la distance de I’extrema positif.
ppm : partie par mille.

PT : la méthode pic-tangent.

PZ : la méthode pic-zéro.

r(%) : taux de recouvrement.

T : Transmittance.

t1,t2, t3 : la distance a la valeur extremum intermédiaire.

Ty : La transmittance a une longueur d’onde.

UV/vis : Ultraviolet/visible.

z : la distance vertical a partir de la ligne zéro est mesuré.



Liste des figures

Partie | : Etude bibliographique

Figure N°I-1 : tangent d’un pic a des points AfiNIS...eeeeeiieereeeeieiiatieeieenreeceeceecnsanceacesnss 7
Figure N°I-2 : Spectres dérivés d’une bande d’absorption gausSieNNE..eeeeeereeeeeesensaneescnnans 10
Figure N°I-3 : méthodes courants d’évaluations des spectres de dérivées *(a) pic-pic,

(b) Pic-tangent, (C) PIC-ZEI0..ceureerereenrenreessonssnsessesonsonssssssnssnssssnssnssnse 11

Figure N° -4 : L’évaluation du pic-zéro au passage du point zéro d’un autre signal......ceeeeenenn 12

Partie I1: Partie experimental

Figure N°H-1 : PPappareil UV/VIS. e iiiiiieiieineieiieiiesieenrsnssessssssnssnssssssnssnsssssssnssns 16
Figure N°11-2 : spectre d’ordre Zéro du graniStron..eeseeeeeeseeseeesessesasessssassmisseiisssnssssns 20
Figure N°I1-3 : spectre d’ordre Zéro d’ondanSétron...eeeeeeeeeeeeeeeeseaseecescnsensescescnsansancenses 20

Figure N°11-4 : spectre d’ordre zéro dans le cas : (a) OND en présence de GRN,(b) GRN

EN PréSENCE 08 OND ..iuvieiniieiniieiiiiieineeeiatnteeeasnrescnsesssnsesessnsnsascnes 21
Figure N°11-5 : illustre de spectre d’ordre un de GRN et d’OND et leur mélange
[spectre (a) OND en présence de GRN, (b) GRN en présence d’OND] ......ccccuu. 23
Figure N°11-6 : les spectres d’ordre un : (a) de GRN pur, (b) d’OND, (c) d’OND en présence
GRN, (d) GRN en présence OND ....ccieeieieieeeeenreececnseecncnsescaseseseisascnsnses 25
Figure N°11-7 : courbes étalonnages de GRN pur [(@)Abs en f (C) et (b) D1 en f (C)]............ 26
Figure N°11-8 : courbes étalonnages d’OND pur [(a)Abs en f(C) et (b) D1 en £ (C)].eueeneennnn. 27
Figure N°11-9 : courbes étalonnages des D1 pour L’OND en présence de GRN ......ccc.cenenene.. 28

Figure N°11-10 : Courbe étalonnage de GRN en présence de P'OND ..viveiiniieiieeecnrinrencennns 29



Liste des tableaux

Partie | : Etude bibliographique

Tableau N°I-1 : propriétés physico-chimique des MEdiCamMENTS...iveeereeeeerenrenceeceseeacncnnss 5

Partie Il : partie expérimentale

Tableau N°11-1
Tableau N°11-2 :
Tableau N°11-3 :
Tableau N°11-4 :
Tableau N°11-5
Tableau N°11-6:
Tableau N°11-7 :
Tableau N°11-8

Tableau N°11-9 :

Tableau N°11-10
Tableau N°11-11

Tableau N°I11-12 :

Tableau N°11-13
Tableau N°I11-14

Tableau N°I11-15 :

Tableau N°11-16 :

Tableau N°I1-17 :

Tableau N°11-18

- les concentrations différentes pour les granisétron et ondansétron................. 17
Les longueurs d’onde caractéristique des spectres d’ordre z€ro......eeeuvenn...... 22
les longueurs d’ondes caractéristiques des spectres d’ordre Un.....eeeeeeeennnene. 24
Les caracteéristiques de régression linaire du GRN, a 301 nm, et 319 nm....... 26

: Les caractéristiques de régression linaire de I’OND, a 252 nm et 267.............27
Les caractéristiques de régression linaire de I’OND en présence de GRN ....... 28
Les caractéristiques de régression linaire du GRN en présence d’OND ......... 29

s résultat de I’étude de 1a JUSTESSE. uurniuniuueeeeineinereeeneeneeneeneeneeneeneeneeneennenes 30
résultat d’étude statistique d’ordre zéro pour le granisétron ........ceeeeeeeeneennnen. 31
: résultat d’étude statistique d’ordre Un Pour graniSétroN...cecveeeeeeeeeeeceenenns 31
: Les valeurs de coefficient de variation de répétabilité

et reproductibilité pour d’ordre z€ro pour I GRN...cceiuiiieiiieineninneeennns 32

Les valeurs de coefficient de variation de répétabilité

et reproductibilité de I’ordre un pour 1€ GRN...cuvuiiiieiniiiiernnnee covenrnnnnes 32
: Résultat de 1’étude statistique de 1’ordre zéro pour '’OND ....cuvvininininnens 33
: résultat d’étude statistique d’ordre un pour I’ondansétron........ovevueenveenennnns 34

les valeurs de coefficient de variation de répétabilité et reproductibilité

d’ordre zéro et d’ordre un pour POND ..cvuvier vevniiniiniiiiieiiniiececnneee 35

Les résultats de répétabilité et reproductibilité de I’ordre zéro et

I’ordre un pour I’0N0aNSELION. ... eeeeieraees coreecernreecnseseiensescnsesasansnsans 35

les résultats détermination de GRN et d’OND dans la formulation

PRarmMaCEULIQUE. .eueerereretiiieeretenteneeeatansescensanseasansonsesnsansansssnsnnns 37
- les résultats de détermination de GRN et d’OND dans le mélange.............. 38



Introduction générale

L'analyse pharmaceutique est une branche de la chimie pratique qui implique une série de
processus pour l'identification, la détermination, la quantification et la purification d'une
substance, la séparation des composants d'une solution ou d'un mélange, ou la détermination de la

structure des composés chimiques.

La substance peut étre un composé unique ou un mélange de composes et peut étre sous n'importe

quelle forme posologique. [1]

Dans I’industrie pharmaceutique, la nécessité de contréler chaque produit, d’identifier et de
qualifier (pureté, teneur) chaque matiére premiére, pousse les scientifiques a rechercher des
méthodes d’identification et d’analyse rapides et fiables et minimisant les étapes de préparation
des échantillons. La plupart de ces méthodes utilisées aujourd’hui dans I’analyse d’un médicament,
font appel a ’analyse instrumentale comme les méthodes chromatographique (CLHP, CPG.. .etc.),
les méthodes thermique (ATD, ATG, DSC...etc.) et les méthodes spectroscopiques (FT-IR,
UV/VIS....etc.). [2]

La spectrophotométrie ultraviolette-visible peut-étre la technique spectrophotométrique la plus
largement utilisée pour I'analyse quantitative des substances chimiques d'intérét pharmaceutique.
Les produits pharmaceutiques sont géenéralement commercialisés sous forme de formulations
contenant le ou les principes actif (s) et les autres composants, appelés excipients. Ces derniers
sont ajoutés a la formulation pour améliorer I'efficacité et I'apparence du produit, ou faciliter

certaines étapes de la production.

La spectrophotométrie dérivée est parmi les techniques fiables qui permet lI'analyse de multi-
composants qualitativement et quantitativement en exploitant les spectres obtenus a partir de leurs
dérivés du nieme ordre (ordre 1 ou plus). Cette technique est simple et elle est trés utilisée.

Dans ce mémoire nous nous sommes intéressés au dosage de granisétron et d’ondansétron de
classe antagonistes des récepteurs 5-HT3 de la sérotonine (sétrons) pour le traitement de
I’antiémétique  résultant de la chimiothérapie ou de la radiothérapie des cancers par deux
méthodes spectrophotométriques, la spectrophotométrie UV/VIS classique et spectrophotométrie

dérivée [3] .
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Nous avons divisé notre travail on deux parties :

> Dans la 1% partie, nous présenterons une étude bibliographique concernant les
médicaments et les méthodes spectrophotométrie d’UV/VIS (directe et la dérivative)

et leurs validations.

> La 2°™ partie, nous description de ’ensemble du matériel utilisé et aux conditions
expérimentales maintenues et choisies pour mener a bien ce travail et discussions des

résultats obtenus.
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1.1 Généralité sur les médicaments

I.1.1.Définition d’un médicament

Un médicament est toute substance ou composition possédant des propriétés curatives ou
préventives a I'égard des maladies humaines ou animales. Par extension, un médicament comprend
toute substance ou composition pouvant étre utilisée chez I'nomme ou I'animal ou pouvant étre
administrée, en vue d'établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs
fonctions physiologiques en exercant une action pharmacologique, immunologique ou

métabolique. [4]
I.1.2.Composition des médicaments

» Principe actif

Le principe actif est une substance d’origine chimique ou d’origine naturelle, caractérisée par
un mécanisme d’action précis dans I’organisme. Cette substance responsable a capacité de

traitement ou de prévention recherchée [5].

» Les Excipients

La présence d’excipients est indispensable pour assurer la conservation du médicament lui
donner un volume et une présentation utilisables par le malade et permettre son identification ; on
verra qu’ils jouent aussi un role important dans la vitesse de mise a disposition de I’organisme du
principe actif. Inactifs quant a leur intérét thérapeutique, ils peuvent néanmoins entrainer des effets
nocifs. [5]

» Additifs

D’aprés le comité FAO-OMS, un additif est défini comme une substance dotée ou non d’une
valeur nutritionnelle, ajoutée internationalement a un aliment dans un but technologique sanitaire,
organoleptique ou nutritionnel. Son emploi doit améliorer les qualités du produit fini sans présenter

de danger pour la santé, aux doses utilisées. [6]
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1.2.Généralité sur ’Ondansétron et le Granisétron

[.2.1.Définitions

> L’ondansétron

L'ondansétron appartient au groupe des meédicaments antiémétiques : anti-nausées et
vomissement. La substance active ondansétron est un antagoniste des récepteurs 5-HT3
(sérotonine). Ce médicament bloque les signaux qui vont au centre du vomissement dans le
cerveau. Cela prévient I'apparition de nausées et réduit les nausées existantes. L'Ondansétron est

disponible sous forme de comprimeés ou ampoule injectable. [7]

» Le granisétron

Le granisétron est un antagoniste 5SHT3 agit contre les nausées et les vomissements résultant

de la chimiothérapie ou de la radiothérapie. Ce medicament est disponible sous forme de

comprimés ou ampoule injectable. [8]

[.2.2.Mécanisme d’action d’ondansétron et de granisétron

L'ondansétron et le granisétron sont des puissants antagonistes et hautement sélectifs des
récepteurs 5-HT3 a la sérotonine, impliqués dans les phénomeénes de réflexe émétique. Leurs mode
d'action précis permettant le contrble des nausées et vomissements n'est pas connu. La
chimiothérapie et la radiothérapie peuvent entrainer une libération de 5-HT dans I'intestin gréle
déclenchant un réflexe de vomissement par stimulation des récepteurs 5-HT3 situés sur les fibres
afférentes du vague. L'ondansétron et granisétron bloquent le déclenchement de ce réflexe.
L'excitation des fibres afférentes du vague peut également provoquer une libération de 5-HT dans
I'area postrema, située dans le plancher du quatrieme ventricule et cela peut également favoriser
les vomissements a travers un mécanisme central. L'effet de I'ondansétron et le granisétron dans
la gestion des nausées et vomissements induisent par la chimiothérapie cytotoxique et la
radiothérapie est probablement due a I'antagonisme des récepteurs 5-HT3 sur les neurones situés
a la fois dans le systeme nerveux central et périphérique. Les mécanismes d'action en cas de
nausées et vomissements postopératoires ne sont pas connus mais il peut y avoir une similitude

avec des nausées et vomissements induisent par des cytotoxiques. [9]

Partie 1 : Etude bibliographique Page 4


https://fr.wikipedia.org/wiki/Antagoniste_5HT3

1.2.3 caractérisation d’ondansétron et granisétron

[.2.3.1.Substance pharmaceutique

Tableau N°I-1 : Caractéristiques des substances pharmaceutiques.

Nom
Ondansétron Granisétron
Propre
Nom (x)-2,3-Dihydro-9-méthyl-3-[(2- 1-methyl-N—(1R, 3R, 5S)-9-methyl-9-
chimique méthylimidazol-1-yl) méthyl] azabicyclo (3, 3,1)nonan 3-yl-1H
carbazol-4 (1H)-one imidazole—3—carboxamide.
Formule
brut C18H19N30O CisH2aN4O
Formule o o
A A Ry NN N\
développé | ] [ ] r\\] | ‘N N CHj
R uc "\'/
CH, CHy
Masse
. 293.36 g/mol 312,41 g/mol
moléculaire
Point  des
. 177 °C -
fusions
Etat
. Solide Solide
physique

1.2.3.2.Propriétés physicochimique

» Ondansétron

Le chlorhydrate dihydraté d’ondansétron est une poudre blanche a blanc cassé. Il est soluble
a la température ambiante dans 1’eau (~ 32 mg/ml) ou dans un soluté physiologique normal (~ 8
mg/ml), formant une solution limpide et incolore Son point de fusion est d’environ 177 °C. Son
PKa est de 7,4, et le pH d’une solution aqueuse a 1 % poids/volume est d’environ 4,6. [10]

» Granisétron

Le granisétron est une poudre de couleur blanc cassé a jaune péle, non hygroscopique,
facilement soluble dans I’eau, le méthanol et le di chlorure de méthyléne. Une forme cristalline
unique de granisétron est systématiquement produite ; pas plus loin Des études sur le

polymorphisme ont été realisees. [11]
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1.3 .Méthodes Spectrophotométrie UV/VIS
I-3.1 Spectrophotométrie UV/VIS classique

La spectrométrie moléculaire d’adsorption dans les domaines ultraviolet et visible constitue
une technique de choix pour I’analyse qualitative et sur tout quantitative d’un grand nombre
d’espéces inorganique et organique. Les méthodes basées sur 1’absorption moléculaire dans
I’ultraviolet et le visible figurent en effet parmi la technique d’analyse quantitative les plus
communes dans les laboratoires chimiques et cliniques du monde entier. L’interaction de la
radiation visible et ultraviolette avec la matiére, en particulier avec une cellule contenant une
substance sous forme moléculaire fournit de I’information qualitative. Sur cette substance, celle-
ci est déduite de I’observation du spectre obtenu en portant 1’absorbance ; la transmittance ou
I’absorptivité molaire en fonction de la longueur d’onde ; de I’information quantitative est obtenue
en étudiant I’absorption ou 1’émission de la radiation UV-vis par les molécules en solution ; ces
mesures quantitatives sont importantes notamment pour analyser des substances a impact
environnemental et pour le contréle de qualité dans certains processus industriels incluant ceux de

I’industrie pharmaceutique. [12]

I-3.2. Spectrophotométrie UV/VIS dérivative

La dérivée spectrophotométrie est une méthode consistant a mettre a profit les informations
résultant de la transformation du spectre d'absorption (dit d'ordre zéro) en un spectre de dérivée
premiére ou d'ordre supérieur. Celui de dérivée premiére représente la pente du spectre originel,
en chacun de ses points, en fonction de la longueur d'onde. La dérivée de I'absorbance, par rapport
a la longueur d'onde, reste proportionnelle a la concentration comme le montre la dérivation de la
loi de Beer — Lambert. Avec cette méthodologie, des différences presque imperceptibles sur le
spectre originel peuvent étre mises en évidence. Elle est surtout utilisée dans le cadre de la

spectrophotométrie d'absorption moléculaire UV visible.

Les avantages de la technique sont les suivants : meilleure résolution du spectre, possibilités

supérieures d'analyse quantitative des mélanges. [13]

I-3.2.1 Différenciation et spectre dérivee

La différenciation d'une courbe ou de sa fonction mathématique est tout simplement une
estimation de la pente sur toute la région. De la méme maniére, il est possible de différencier un

spectre. En spectroscopie, la valeur mesurée est le rapport entre I'intensité de la lumiére apres avoir
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quitté I'échantillon I a I'intensité de la lumiére avant qu'elle entre dans I'échantillon lo, Ce rapport

est la transmittance T. d’ou T=1/lp

IV
\

Y

Figure N°I-1 : tangent d’un pic a des points définis

La relation entre | et la concentration d'un échantillon dissous, d'un liquide transparent ou
d'un solide est donnée par Loi de Lambert-Bouguer et Beer (dite généralement loi de Beer-

Lambert) :

I
T)l = —= e_Cls)l
Iy 2

C (mol/l) : concentration de I’espace a analyser
1 : longueur de trajectoire optique (cm)
€. : Le coefficient d’absorption molaire (L-.mol™* . cm™)
T) : La transmittance a une longueur d’onde
v" Prenant le logarithme
Lnh—Lnlea=-cl&x (01)

v’ Cette expression est différencies

din() _ . de
T l = (02)
v' La premiére dérivée de I’équation 1 est définit par :

dm 1 de
—X-=—Ccl— 03
dr 1 dA (03)
La premiére derivee est directement proportionnelle a la concentration a chaque longueur
d'onde. La sensibilité de la mesure est particulierement élevée prés des points d'inflexion, ou les

valeurs de d€/d\ sont extrémes. [14]
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v" Pour la dérivée seconde, on trouve :

LNV ST (dg) (exDxEE (04)
a1 da dZA
Si la premiére dérivée de € (d€/dL) est égale a zéro, la dérivée seconde sera directement
(linéaire) proportionnelle a la concentration. Si non pas de relation linéaire est trouve, et une courbe
d'étalonnage spéciale sera nécessaire. En outre, pour les valeurs extrémes de (d?€/ d?)), la
sensibilité de la mesure est particuliérement élevée.
v La méme chose vaut pour la troisieme dérivée,

— X

a1 1
d3 1

_ d3e 3 47 d€d2E 3 5 (d8)3
= —cd e + 3c°d TV d Y (05)
Dans ce cas, (d€/dA) doit également étre zéro pour que le troisieme dérivé soit linéairement
proportionnel a la concentration. En particulier la sensibilité élevée de mesure est obtenue aux
épaules avec des tangentes horizontales aux points d'inflexion et a de petits rayons de courbure.
Si, cependant, (d€/d\) n'est pas zéro (1, E., si on traite des points sans tangentes horizontales), alors

des courbes d'étalonnage non linéaires doivent étre préparées.

i1 1
_X_
I

dS 22d£d€
dat d

= —cdoa s T3¢ “d? (cw) - 6cd’ (g)z +ctd? (%)4 (06)

La proportionnalité linéaire est donnée seulement lorsque (d€/d\) et (d2€/d?)\) prendre des
valeurs de zéro. Pour cette raison, les dérivés de la transmittance sont rarement utilisés, bien que
la transmittance soit la grandeur physique qui peut étre mesuré directement en spectrophotométrie.
Toutes les autres grandeurs, par exemple, I'absorbance A, log A, ou la concentration c, sont des
grandeurs dérivées. lls sont calculés a partir de la quantité fondamentale T.

Les équations pour les dérivés encore plus élevé peuvent étre mises en place de maniére

similaire. L'absorbance A mentionné ci-dessus, est définie comme :
=log10() =1logl0 () = CLE
€' s’appelle maintenant le coefficient d’extinction molaire de la solution absorbante. 11 s’ensuit

cela:
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Dans tous les cas, A ainsi que tous les dérivés de A sont linéairement proportionnelle a la
Concentration (C). C’est un grand avantage dans le calcul et I’interprétation des spectres dérivés,
et donc dans la pratique, les dérivés d’un sont généralement générées, tandis que les dérivés de T
sont rares. [14]

Parfois, la différenciation de A peut entrainer une dépendance non linéaire des dérivés de la
concentration. C’est toujours le cas si la loi de Beer n’est pas obéi, par exemple, si les interactions
entre les molécules de la substance ou entre la substance et le solvant se produire, ou si
I’association et de dissociation sont observées. En outre, il se peut que ce qu’on appelle les
satellites soient inquiétants signaux principaux, dans ce cas, un ordre supérieur ou inférieur de la

différenciation doit étre calculé. [14]
[-3.2.2. Dérivés de bandes analytiques
Une bande d’absorption, aussi a appelé une bande d’analyse, peut-étre plus précisément

décrits par des formules d’approximation. Gaussiennes sont bien adaptés pour décrire des bandes
UV-VIS [17-18]. L’absorbance A de la bande de longueur d’onde A a est donnée par :

w2
A= AmaxX € kX

Anmax : absorbance a Amax

k : constante

X ()\.')\,max)

v' Différenciant cette équation par rapport a A conduit I’expression suivante :
dA
d—; =d=(-2) kX X As )
d?A,
IV 2= 2k (2kx2-1) x Ay 3)
d34,
3 o= (-4) k? x (2kx3-3) x As 4)
d*a
dl} = d*= 4Kk(4k?Xx?-12x%kx%+3) X A (5)
% — dA5— (_Q\L3 24 2
T d°= (-8)k°x(4k“x*-20kx“+15) x Ay (6)
d6
— 2 = = 8k® (BKx-60Kx+90kx?-15) X A, )

Les deux dernieres sont particulierement fréquentes dans les logiciels d’acquisition de
données des spectrophotométries UV-visible. Les résultats de la différenciation de simples bandes

d’analyse sont représentés graphiquement dans la Figure N°I-2 A partir de ces résultats [15].
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Nous apprenons que :

a) Le maximum de la courbe fondamentale dans des dérivés d’ordre-impair correspond a un
passage par zéro, et dans des dérivés d’ordre égal il correspond a une valeur d’extremum d’un
minimum ou d’un maximum.

b) Les inflexions sur la courbe fondamentale ménent a 1’extrema d’impair-ordre et aux passages
mettent de dans des dérivés a zéro d’égal-ordre.

¢) Avec I’augmentation de 1’ordre du dérivé, le nombre d’extrema dépasse cela de la courbe
fondamentale parce que chaque inflexion donne un extremum supplémentaire par différenciation.

Dans ce cas on parle de I’extrema virtuel, ou des satellites.

!
1*A

oL

1

a

=

O
+

Figure N°1-2 : Spectres dérivés d’une bande d’absorption gaussienne (a) composé pur et

(b) mélange de deux composés

I-3.2.3.Les méthodes courantes d’évaluation des spectres dérivés

Selon le probleme a résoudre, différentes méthodes d’évaluation sont utilisées. Pour les
enquétes quantitatives, seules les amplitudes des signaux sont pertinentes, et la position réelle de
I’extrema n’est pas importante si les conditions de la manipulation de données ne sont pas
modifiées et une courbe d’étalonnage est prise. Mais si les positions exactes des extrema on

souhaite identifier les pics dans un spectre ou de calculer les énergies d’excitation, les
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déplacements des maxima et les minima doivent étre évités, ou si cela n’est pas possible, I’écart
doit étre corrige.
[-3.2.3.1 Méthode de pic-pic (PP)

La méthode de Pic-Pic (PP) est la plus utilisée généralement pour estimer des concentrations
des substances connues (Figure N°I-3a). Dans les dérivés des courbes d’absorption, la distance
d’un maximum a un minimum est généralement directement proportionnelle a la concentration
des substances :

Dans les dérivés de I’ordre 4nth (n=1, 2, 3...) ’extrema positif (P1, P2) ont été évalués en estimant
les distances p1 et p2, qui sont proportionnels aux concentrations des substances appropriées. Dans
(4n-2) des ordres dérivés, p4 du maximum négatif P4 doit étre mesuré. Cette méthode de PP est

fréquemment employée pour 1’analyse a plusieurs éléments quantitative. [16]

L

Figure N°I-3 : méthodes courants d’évaluations des spectres de dérivées ‘(a) pic-pic,

(b) pic-tangent, (c) pic-zero

I- 3.2.3.2 Méthode Pic-tangente (PT)

Dans le procédé pic-tangente (PT) une tangente commune est tirée a deux maxima ou des
minima voisinent, et la distance a la valeur extremum intermédiaire est mesurée parallélement a
I’axe des ordonnées (t1, t2, t3) de la Figure N°I-3b. Cette méthode peut étre appliquée de maniere
satisfaisante, si un fond linéaire est présent, mais la plupart du temps il est préférable de vérifier si
un ordre plus élevé donnera des résultats plus exacts. [16].

1-3.2.3.3 La méthode de Pic-zéro (PZ)

La méthode de Pic-zéro (PZ) d’évaluation est employée seulement dans des cas particuliers.

La distance verticale z partir la ligne zéro est mesuré (Figue N°I-3c), qui est proportionnelle a la
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valeur absolue du dérivé. Il convient a de plus hauts dérivés qui ont les signaux presque

symétriques en ce qui concerne 1’abscisse. Cette méthode est également recommandée si les

différentes courbes recouvrent dans un état sans distorsion, et un des signaux traverse zéro a cette
position de A (Figure N°I-4). [16]

Figure N°I-4 : L’évaluation du pic-zéro au passage du point zéro d’un autre signal

1-3.2.4 Application de la spectroscopie dérivée

a-

>

Analyse pharmaceutique

Cette technique est principalement utilisée pour la détermination de la principale
composante des produits pharmaceutiques en présence d’additivités de drogue.

utilisé pour étudier la stabilité de produits pharmaceutiques ou pour la détermination de la
décomposition des produits.

I'utilisation de spectres de seconde dérivée pour la détermination des traces de benzéne
dans I'éthanol a 96%.

la méthode dérivée seconde pour la détermination de B6, B1 et les vitamines B12 dans

leurs mélanges ternaires.

Analyse d'échantillons cliniques et biologiques

La premiére spectrophotométrie dérivée a éte utilisée pour la détermination simultanee de
cefuroxime et de céfadroxil urine. [17]
Les mesures des spectres dérivés du troisieme ordre a 402 nm ont été proposées pour le

dosage de I'amphotéracine-B dans le sérum et l'urine.
Analyse environnementale
La technique de spectrophotométrie dérivée est trés utilisée pour la détermination de divers

pesticides dans les échantillons d'eau souterraine, de sol ou de plantes.
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» Determination du ferbam (fer (II1) diméthyldithiocarbamate) fongicide dans des
échantillons de grains de blé et en préparation commerciale.

d- Analyse de la nourriture, colorants cosmétiques

Les méthodes spectrophotométriques dérivées ont trouve des applications dans lI'analyse des
aliments ou des cosmétiques. Dans ces analyses, les composés principalement déterminés sont des

colorants ou des conservateurs.

e- Analyse inorganique

» la spectrophotomeétrie derivee pour lI'analyse quantitative des mélanges binaires, ternaires
et quaternaires ions divalents de cobalt, cuivre, plomb, manganese, nickel, zinc et le fer.

» l'utilisation des spectres de la premiere dérivée permettait détermination simultanée des
analytes dans les mélanges binaires a I'exception de Cu (1) ou Co (II) en présence de Fe

(1.
f- Applications diverses

» l'analyse de compositions d'acides aminés obtenues par hydrolyse de protéines.
» La spectrophotométrie dérivée a été appliquée pour la résolution de mélanges binaires de
certains flavonols et un flavon.

» Utiliser pour la détermination de lI'impureté. [17]
I-4 Validation d’une méthode d’analyse
1-4-1 Définition

Selon la norme ICH (the International Conférence on Harmonisation), la validation d’une
méthode est définie comme étant ’ensemble des opérations nécessaires pour prouver que le
protocole est suffisamment exacte et fiable pour avoir confiance dans les résultats fournis et ceci

pour un usage détermine [18].

1-4-2 L’objectif

L’objectif de la validation d’une méthode analytique est de démontrer que chaque mesure
réalisée ultérieurement en routine sera suffisamment proche de la valeur vraie ou dans les limites
acceptables selon le besoin de I’analyse. Les critéres de la validation sont fixes en fonction de la

Finalité de la procedure analytique. [19]
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1-4-3 critéres de la validation d’une méthode de dosage
Les critéres de validation cités ci-dessous seront donc adaptés a ce type de demarche. Notons
qu’il existe des logiciels qui permettent d’effectuer les tests statistiques de vérification de chacun

de ces critéres.

I-4-3-1 Linéarité

Il s’agit de la capacité, a I’intérieur d’un certain intervalle, d’obtenir des résultats directement
proportionnels a la concentration en traceur a examiner dans 1’échantillon. L’intervalle de
concentrations a valider est couvert par une série de 5 concentrations au minimum réguliérement
Espacées contenant le 100 %.
1-4-3.2 Exactitude

Elle exprime 1’étroitesse de 1’accord entre la valeur qui est acceptée soit comme une valeur
conventionnellement vraie, soit comme une valeur de référence acceptée, et la valeur trouvée
(valeur moyenne) obtenue en appliquant la procédure d’analyse sur un certain nombre de fois. Elle

est parfois appelée justesse, et s’exprime par le taux de recouvrement : [20]

(%) = (

Cexp

) x 100.

Cpré
Cexp : CONcentration expérimental

Cpré : CcONCentration preparé.

1-4-3.3 Fidélité

La fidélité de la procédure exprime le degré de dispersion entre une série provenant de
multiples prises d’un méme échantillon homogeéne dans des conditions prescrites : les essais
effectués sur des produits identiques dans des circonstances présumées identiques, ne conduisent
généralement pas a des résultats identiques. Cela est dii a I’existence d’erreurs aléatoires,
inhérentes a toute méthode d’essai. Les facteurs contribuant a la variabilit¢é d’une méthode
analytique comprennent :
- L’opérateur.
- L’équipement utilisé.
- L’¢étalonnage de I’équipement.
- L’environnement (température, humidité, pollution de I’air,...).
- Les réactifs.

La fidélité fournit une explication sur les erreurs liées au hasard. Elle s’exprime par la mesure
de la reproductibilité et de la répétabilité. Ces deux mesures extrémes de la variabilité sont

suffisantes pour convenir a la plupart des cas courants :
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La répétabilité se rapporte a des essais de la méme grandeur, réalises dans des conditions
aussi stables que possible, dans de courts intervalles de temps, dans un méme laboratoire, par le

méme opérateur employant le méme équipement.

La reproductibilité a trait a des essais réalises dans des conditions variables, par différents
opérateurs et équipements, et a des jours différents. Le protocole de détermination de ces critéres

peut étre exprimé sous la forme d’un plan expérimental. [20]

I-4-3-4 Robustesse

L’étude de la robustesse permet de définir les variations admissibles de chacun des
parametres opératoires critiques qui sont sans effet sur la validité des résultats fournis, ces
paramétres étant étudiés séparément les uns des autres, ou regroupés. Comme pour 1’étude de la
linéarité, les essais de détermination de la robustesse sont regroupés sous la forme d’un plan

d’expérience. [20]

I-4-3-5 Limites de détection et de quantification

La limite de détection (LD) est la plus petite quantité de la substance ciblée qui peut étre
détectée, mais pas exactement quantifiée dans un échantillon. La limite de quantification (LQ) est
la plus petite quantité de la substance ciblée dans un échantillon qui peut étre déterminée dans des
Conditions expérimentales prescrites avec une exactitude bien définie.
1-4-3-6 Justesse

Selon la norme NF ISO 3534, la justesse est définie comme 1’étroitesse de 1’accord entre la
valeur moyenne obtenue a partir d’une large série de résultats d’essais et d’une valeur de référence
acceptée. La justesse se mesure, a un niveau donné de concentration, dans la zone quantifiable

pratique de la molécule. Elle s’exprime par 1’erreur relative. [21]
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A. Présentation des matériels et méthode d’analyse

II -A-1 Introduction

Pour realiser notre travail expérimental, nous avons utilisé la méthode spectrophotométrie
UV/VIS d’absorption et sa dérivee premiére pour analyser qualitativement et quantitativement
notre deux principes actifs seuls et leur mélange.

II-A-2 Matériels et Méthode
I-A-2-1 Matériel

L’appareil utilis¢ est spectrophotométrie UV visible, modele SECOMAM série UvLine 9400

équipé d’une cuvette en quartz, et enregistrée avec les paramétres suivant :

» Zone de longueur d'onde : 200-400 nm.

> Pas de mesure : 1 nm.

Figure N°11-1 : I’appareil UV/VIS

Nous avons aussi utilisé les matériels suivant : (béchers, pipettes, pro-pipettes, fioles jaugées,
erlenmeyer, balance, mortier), et les spectres sont traités par le logiciel Origine 8,1.
II-A-2-2 Produits et réactifs

» Le granisétron (poudre pur).

» Comprimés 4mg et ampoules 2mg/mL d’ondansétron.
» Méthanol.

> Eau distillée.
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II-A-3 Méthodologie
II-A-3-1 Préparation des solutions méres

Les solutions meres sont préparées, pour chaque principe actif en pesant 0.0062 g de
granisétron (poudre pur) et 0.008g d'ondansétron, puis solubiliser dans 1’eau distillée et dans le

méthanol respectivement.

II-A-3-2 Préparation des solutions filles de principe actif pur
» Granisétron

A partir de la solution mére de concentration 124 ppm, nous avons préparé onze solutions

filles de concentrations allant de 0.992ppm a 24.8ppm, par dilutions successives.

» Ondansétron
A partir de la solution mére de concentration 320 ppm, nous avons préparé onze solutions

filles de concentrations allant de 0.64ppm a 25.6 ppm.

II-A-3-3 Préparation des solutions de mélange

A partir des solutions méres d’ondansétron (320ppm) et de granisétron (124ppm) nous avons

préparé les deux mélanges suivant :

» 1*"mélange contient I’ondansétron de concentrations variables entre 0.64-25.6 ppm et du

granisetron de concentration fixe égale & 12.4 ppm.

> 2°M contient le granisétron de concentrations variables entre 0.992-24.8 ppm et de

I’ondansétron de concentration fixe égale 12.8 ppm.

II-A-3-4 Analyse les solutions par UV
Le spectre UV-visible de chaque concentration du granisétron, de 1’ondansétron et de leurs
mélanges dans les deux cas est déterminé. A partir des spectres obtenus et apres déterminations

des longueurs d’onde caractéristiques pour chaque cas, des courbes d’étalonnage ont été tracées.

II-A-3-5 Etude statistique pour la précision de la méthode

Afin de vérifier la précision de la méthode, nous avons préparé trois solutions de
concentrations fortes, moyennes et faibles de chaque principe actif (ondansétron et granisétron)
comme le montre le tableau N°I1-1. Chaque solution est préparée cing fois puis analysée deux fois

dans le méme jour.
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Tableau N°11-1 : les concentrations différentes pour les granisétron et ondansétron.

Concentration fort Concentration Concentration faible
mg/l Moyenne en mg/| en mg/l
Granisetron 17.36 9.92 0.992
Ondansétron 17.28 10.24 1.28

II-A-3-6 Etude statistique pour la fidélité de la méthode :
Afin d’étudier la fidélité de la méthode pour les deux principes actifs (granisétron et
ondansétron) nous avons préparé cing solutions de la méme concentration (forte) et analysé deux

fois par jour et répétée dans trois jours avec le méme opérateur.

II-A-3-7 Application de la méthode pour dosage des deux principes actifs

Afin de déterminer le GRN et ’OND dans la formulation pharmaceutique soit dans la forme
individuelle ou dans la forme combinée, nous avons procédé comme suit :

» Granisétron

Vue la non disponibilité de ce médicament dans le marché Algérien, nous avons prépare le
mélange représentatif d’un comprimé de 1mg. Pour ce faire, nous avons pesé 2mg du granisétron
pur (qui correspond & deux comprimés) et mélangé aux quatre excipients (Amidon mais, Lactose,
stéarate de Mg, macrogol 400) avec la méme quantité (0.008 g). Le mélange est ensuite dissout
dans I’eau distillée puis filtré pour avoir une solution mere de concentration 40 ppm de granisétron.
A partir de la solution mere (40mg/l), nous avons préparé des solutions filles pour doser le

granisétron seul et en présence de 1’ondansétron.

» Solutions d’ondansétron et le mélange
A partir le médicament commercial SETRON « ondansétron injectable 2 mg/ml », nous avons
préparé des solutions pour doser 1’ondansétron seul et en présence de granisétron.
IT-A-3-8 Préparation des solutions pour la méthode de coloration
[22]
» Preéparation de 1-10 phenanthroline
Nous avons pesé 0.0199 g de 1-10 phenanthroline et ajouter 50 ml I’eau distiller puis agité

jusqu’ la dissolution totale et compléter avec I’eau distiller dans fiole 100 ml.
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» Préparation de FeCls
Nous avons pesé 0.0827g de FeCls et solubiliser dans 10 ml I’eau distiller.
» Manipulation
Nous avons préparé le mélange suivant :
0.5ml de GRN (124mg/l) +1.5ml de 1-10 phenanthroline (0.01M) + 1ml de FeCls (0.03M)
Place le mélange dans un bain marie a 60 °C pendant 15 minutes.

Remarque : aprés le chauffage, aucune coloration n’est obtenue, donc la méthode est abandonnée.
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I11-B. Résultat et discussion

II-B-1 Détermination des spectres spectrophotométrie UV d’ordre zéro

II-B-1-1 Analyse spectrophotométrie d’ordre zéro du granisétron et d’ondansétron

v Pour analyser le granisétron pur, les spectres UV d’ordre zéro de les solutions étalons

(0.992-24.8 ppm) ont été enregistrés allant de 200nm a 400 nm. Ces spectres sont

représentés dans la figure N°11-2 entre 225 nm et 350 nm.
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] 1.488 mg/l
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1 9.92 mg/I

0.8 —— 12.4 mg/l
1 — 14.88 mg/Il

0.6 7] 17.36 mg/I

0.4 - — 19.84 mag/Il
i — 24.8 mg/l
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/

Figure N°11-2 spectre d’ordre Zéro du granisétron

v Pour analyser I’ondansétron pur, les spectres UV d’ordre zéro de les solutions étalons (0.64

-19.2 ppm) ont éte enregistreés allant de 200nm & 400 nm. Ces spectres sont représentes

dans la figure N°11-3 entre 225 nm et 350 nm.
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Figure N°II-3 spectre d’ordre Zéro d’ondansétron.
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» Remarque

= A partir les spectres d’ordre zéro d’ondansétron et de granisétron, nous avons observé

- une absorbance maximale a 301 pour GRN nm.

- trois absorbances maximales a 249,267 et 310 nm pour I’Ondansétron.

II-B-1-2 Analyse spectrophotométrie d’ordre zéro des mélanges

Dans le cas de la combinaison des deux principes actifs, les spectres d’ordre zéro du

granisétron (ou

ondansétron) en présence de 1’ondansétron (ou granisétron) ont été enregistrés

entre 200 nm et 400 nm et représentés dans les figures N°11-4 (entre 225-350 nm).

Absorbance

Absorbance

Figure N°11-4 :

a
2.0 9 — 25.6-12.4 ppm
- —17.28-12.4
—102-12.4
1.5+ — 10.24-12.4
—_—14.72-12.4
| —_—128-12.4
1.0 { — 5 12-12.4
— 7.68-12.4
1 — 2.56-12.4
—1.28-12.4
0.5+ —0.64-12.4
0.0 1
T T T T T T T T T T T . )
084 220 240 260 280 300 320 340 | ——24.4-12.8 mg/l
| ——10.84-12.8 mg/l
b Longeur d'onde (nm) —— 17.36-12.8 mg/l
0.6 —— 14.88-12.8 mgl
i —— 12.4-12.8 mg/l
——9.92-12.8 mg/l
0.4 —— 7.44-12.8 mgll
—— 4.96-12.8 mg/l
i —— 2.48-12.8 mgll
0.2 4 —— 1.488-12.8 mg/l
i —0.992-12.8 mg/l
0.0 1

T T T T T T T T T T T T T T 1
220 240 260 280 300 320 340 360

longeur d'onde (nm)

spectre d’ordre zéro dans le cas : (a) OND en présence de GRN,
(b) GRN en présence d’OND.

D’aprés ces figures, nous avons obtenus les bandes caractéristiques pour chaque principe actif en

présence de ’autre :

- Ondansétron en présence du graniseétron : deux longueurs d’ondes caractéristiques, 1’une

a 267nm (petite) et I’autre remarquable entre 302-303 nm (figure N°I1-4a)

- Granisétron en présence de 1’ondansétron : trois bandes remarquables a 249, 267 et

308 nm (figure

N°I1-4b) Le tableau N°11-2 regroupe ces longueurs d’ondes dans les deux cas.
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Tableau N°11-2 : Les longueurs d’onde caractéristique des spectres d’ordre zéro.

Les composés Maximum (nm) Minimum (nm)
Granisétron pur 301 252
Ondansétron pur 249-267-310 233-258-283
Mélange a concentration de 302-303 256
GRN constant 267

Mélange a concentration 249-267 232-257
d’OND constant 308 281

D’aprés ce tableau nous remarquons que dans le cas :

du spectre de I’ondansétron en présence du granisétron : la bande caractéristique a
301nm de ce dernier se recouvre avec celle de 1’ondansétron qui se trouve a 310 nm avec
un déplacement vers la plus petite. Cela est di probablement aux entités conjuguées
présentent dans les molécules. En effet, le granisétron présente un nombre de conjugaison
plus élevé par rapport a I’ondansétron qui augmenterait ’intensit¢ de sa bande. la
différence des groupements joue aussi un role dans le déplacement des bandes vers les
grandes ou petites longueurs d’ondes d’ou les spectres obtenus. Nous remarquons aussi
que toutes les bandes de I’ondansétron augmentent avec sa concentration y compris celle
a 301nm.

Du spectre du granisétron en présence de I’ondansétron : la bande caractéristique a 301
du granisétron se décale vers 308 nm influencé par la présence de 1’ondansétron ce
déplacement remarquable est aussi aux effets mentionnés ci-dessus. L’intensité de toutes

les bandes augmentent avec la concentration du granisétron.

D’apres ces résultats obtenus a partir des spectres d’ordre zéro, il est difficile de doser le

principe actif considéré en présence de I’autre. Nous avons alors étudiés les spectres dérivés.
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II-B-2 Détermination les spectres de dérivé d’ordre un (d’UV)

Nous avons déterminé les spectres d’ordre un de chaque médicament ainsi que dans le cas du
principe actif en présence de I’autre. La figure N°I1-5 illustre ces spectres.

—17.28-12.4 ppm OND-GRN
0064 (a) — 17.28 ppm OND
—— 12.4 ppm GRN
=z

0.04
0.02 -]
0.00 5

-0.02 4]
—l o
o  -0.04 4

-0.06 -

-0.08 4 \

-0.10 4] a 301 et 252 nm

-0.02 D1(GRN)=0

0.02 -

] 3 N
0.00 . 7

-0.02
-0.04 4

D1

-0.06 -]

-0.08 -] a 283 et 310 nm

-0-10 —— 12,8 mg/l OND D1(OND)=0

0.12 4 ——19,84-12;8 mg/l OND-GRN
—— 19,84 mg/l GRN

Figure N°11-5 : illustre de spectre d’ordre un de GRN et d’OND et leur mélange
[spectre (a) OND en présence de GRN, (b) GRN en présence d’OND]

+ D’aprés la Figure N°I1- 5(a). Dans le spectre de granisétron, nous avons trouveé :
- deux points d’annulations, 1’un a 252 nm et I’autre a 301 nm.
- Deux minimums (a 240 et 319 nm)
- Un maximum représenté par une bande large dans le domaine 280-300 nm.
+ A partir la figure N°11-5(b), nous avons remarqué que 1’ondansétron ayant trois minimums a
252,274 et 322 nm, trois bandes maximums a 240, 262 et 296 nm, aussi il y a 7 points
d’annulations a 233, 249, 258, 267, 350, 283et 310 nm. Le tableau suivant regroupe ces les

longueurs d’ondes.
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Tableau N°11-3 : les longueurs d’ondes caractéristiques des spectres d’ordre un de GRN et OND

et I’un en présence de I’autre.

Composés Maximum (nm)

Granisétron Dans la gamme 280-300
240,262

Ondansétron 296

D’apres le tableau N°11-3 et la figure N°I1-5 nous remarquons que dans le cas :

Minimum (nm)

Point d’annulation

233, 249, 256, 267
283, 310, 350

» De I’ondansétron en présence de granisétron : aux points d’annulations de GRN (252, 301

nm), I’ondansétron ayant une amplitude remarquable dans le spectre d’ordre un de mélange,

donc, a ces longueurs d’onde, nous pouvons analyser 1’ondansétron dans la formulation

pharmaceutique en présence de granisétron.

= Du granisétron en présence de I’ondansétron : aux points d’annulations du spectre d* de

I’OND 283, 310 nm, le GRN possede une amplitude positive et négative respectivement.

donc, nous pouvons doser le granisétron dans la formulation pharmaceutique en présence

d’ondansétron par la spectrophotométrie dérivée d’ordre un.

La figure N°I1-6 regroupe tous les spectres d’ordre un de chaque principe actif et de chacun en

présence de 1’autre.

Partie 11 : Partie Expérimentale

Page 24



Partie Il : Partie Expérimentale Page 25



11-B-3 Détermination des courbes étalonnages
Apreés avoir obtenu les spectres d’UV d’ordre zéro et d’ordre un, nous avons tracé les courbes
d’étalonnages pour le granisétron pur, I’ondansétron pur et dans le cas de 1’ondansétron

(granisétron) en présence du granisétron (ondansétron) aux longueurs d’ondes caractéristiques.

11-B-3-1 Courbe d’étalonnage de granisétron et ondansétron purs

v" Pour granisétron pur

La figure N°11-7 représente les courbe d’étalonnages, 1’une (a) obtenue par les spectres d’ordre
z¢éro a 301 nm et ’autre (b) est obtenue a partir les spectres d’ordre un a 319 nm et le Tableau

N°I1-4 illustre les caractéristiques régressions linéaires du granisétron pur.

/ ~ R?= 0.997 R’=0.998 \

09 0.00
@ (b)
0.8 -0.014
0.6 - o -0.02 4
€ =1
c ™
g 0.4 <
i 8 -0.03 4
3
<
0.2 -0.04
n
0.0 -0.05 4
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Concentration (ppm) .
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Figure N°11-7 : courbes étalonnages de GRN pur [(a)Abs en fonction de C

et (b) D1 en fonction de C].
Tableau N°11-4 : Les caractéristiques de régression linaire du granisétron, a 301 nm, et 319 nm

Les caractéristiques de
régression linaire
Longueur d’onde (nm) 301 (Abs) 319 (D1)
Gamme concentration (mg/l) 0.992-24.8
La pente 0.03741 -0.00189
Erreur de la pente 0.000629116 0.000028388
L’ordonné a I’origine -0.01715 -0.000539915
Erreur d’ordonné a I’origine 0.00894 0.00035077
Coefficient de corrélation 0.997 0.998
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A partir le tableau N°l1-4 nous avons trouvé que les courbes étalonnages de D1 a 319 nm et

d’absorption a 301 présentent un bon coefficient de corrélation pour 1’analyse du granisétron.

v" Pour ’ondansétron pur

La courbe d’étalonnage de 1’ondansétron pure a 252 nm et 267 nm présente dans la figure

N°11-8 et le tableau N°I1-5 présente les caractéristiques de régression linéaire a 252 nm et 267

nm.
Lo- R?= 0.989 R2= 0.981 \
] 0.00
| (b)
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. £ 0031 -
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Figure N°11-8 : Courbes étalonnages d’OND pur [(a)Abs en fonction de C
et (b) D1 en fonction de C].

Tableau N°11-5 : Les caractéristiques de régression linaire de I’ondansétron, a 252 nm et 267 nm

Les caractéristiques de ﬁ
régression linaire
Longueur d’onde (nm) 267 (Abs) 252 (D1)
Gamme concentration (mg/l) 0.64-25.6
La pente 0.04635 -0.00278
Erreur de la pente 0.00157 0.000127311
L’ordonné a I’origine 0.00179 0.0002523
Erreur d’ordonné a I’origine 0.01753 0.00171
Coefficient de corrélation 0.989 0.981

D’apreés le tableau au-dessus, nous avons obtenu des bons coefficients de corrélation pour
I’analyse de 1’ondansétron dans le cas des courbes étalonnages de D1 & 252 nm et d’abs a 267

nm.
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D1 a 252 nm

K).OOS— R*=0.988

11-B-3-2 Courbes étalonnages d’un principe actif en présence de I’autre

v" Dans le cas d’OND en présence du GRN

La figure N°11-9 représente les courbe d’étalonnages du mélange 1’une (a)obtenue par les

spectres d’ordre un a 252 nm et I’autre (b) est obtenue a partir les spectres d’ordre un a 301 nm et

le Tableau N°11-6 présente les caractéristiques de régressions linéaires du mélange.
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Figure N°11-9 : Courbe d’étalonnage des D1 pour I’OND en présence de GRN.

Tableau N°11-6 : Les caractéristiques de régressions linaires de I’OND en présence de GRN.

Les caractéristiques de
régression linaire

Longueur d’onde (nm) 301 (D1) Point 252 (D1) Point
d’annulation d’annulation
de GRN de GRN
Gamme concentration (mg/l) 0.64-25.6
La pente 0.000534336 -0.00121
Erreur de la pente 0.00018591 0.000049013
L’ordonné a I’origine 0.0037 0.00277
Erreur d’ordonné a I’origine 0.000264124 0.00064372
Coefficient de corrélation 0.9904 0.988
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A partir le tableau N°11-6, nous avons observé que les courbes d’étalonnages de la dérivée

premier ordre & 252 nm et a 301 présentent de trés bons coefficients de corrélation pour 1’analyse

de ’OND en présence du GRN, donc la détermination de I’OND dans la formulation

pharmaceutique sera effectuée a 252 et 301 nm.

v" Dans le cas de GRN en présence de ’OND

La figure N°11-10 représente les courbe d’étalonnages du mélange 1’une (a) obtenue par les

spectres d’ordre un a 283 nm et 1’autre (b) est obtenue a partir les spectres d’ordre un a 310 nm et

le Tableau N°11-7 présente les caractéristiques de régressions linéaires du mélange.

-

R?=0.992
(@)

0.008

0.007

0.006 [

D1 a 283
o
o
S
5]

0.004

0.003

0002 +—F——F——T—

[ 0.000 4

. -0.002

-0.004 -

-0.006 -

D1 a310

-0.008 -

-0.010 ~

-0.012 ~

10 15

Concentration (ppm)

R?=0.983

~

20 25 0

15

20 25
Concentration (ppm)

Figure N°11-10 : Courbe d’étalonnage de GRN en présence de I’OND

Tableau N°11-7 : Les caractéristiques de régressions linaires du GRN en présence d’OND

Les caractéristiques de
régression linaire

Longueur d’onde (nm) 310 (D1) Point 283 (D1) Point
d’annulation d’annulation
Gamme concentration (mg/l) 0.992-24.8
La pente -0.000491124 0.000225382
Erreur de la pente 0.0000240575 0.00000679048
L’ordonné a I’origine 0.000885102 0.0023
Erreur d’ordonné a I’origine 0.000309412 0.000964405
Coefficient de corrélation 0.983 0.992

Les autres courbes et leurs régressions linaires sont regroupées dans I’annexe 01.
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D’apres avoir le Tableau N°11-7, nous avons remarque que les courbes d’étalonnages de D1
a 283 nm et 310 nm présentent des bons coefficients de corrélation pour I’analyse de le GRN en
présence de I’OND, donc la détermination du GRN dans la formulation pharmaceutique sera
effectué a 283 et 310 nm.

11-B-4 Etude statistique

11-B-4-1 Justesse d’une méthode

Le tableau suivant présente des résultats de 1’étude de la justesse obtenus par le calcul de

I’amplitude a la longueur d’onde choisie aprés la détermination de courbes dérivées et absorption

pour des concentrations choisies.

Tableau N°11-8 : résultat de I’¢tude de la justesse

Nous remarquons aussi que

OND Abs a 310 Abs & 267 D1a274 D14 252
C prép troSver r(%) |Ctrouver| r(%) |Ctrouver| r (%) |[Ctrouve| r (%)
17.28 |18.796 | 108.773 | 17.269 | 99.935 18.887 | 109.297 | 17.860 | 103.359
1024 |12.022| 117.40 11.128 108.677 11.701 114.274 | 11.313 | 110.486
1.28 | 1.042 | 81.400 1.307 102.160 | 0.189 14.771 1.169 | 91.397
GRN Abs & 301 D1a319 D1 283
C prép tc;ouver r (%) |C trouver r (%) |C trouver r (%)
17.36 |16.042 [92.410 15.799 91.008 16.651 95917
992 [9.525 |96.023 |8.973 90.459 |9.539 96.162
1.488 |1.853 |124.582 |0.8254 55.473 1.730 116.268

- pour le GRN, les meilleures valeurs de justesse de la méthode sont obtenues pour les

concentrations 9.92 ppm et 17.36 ppm dans le cas des spectres d’ordre zéro et d’ordre 1 (pour

les deux longueurs d’onde). Cependant la meilleure justesse est obtenue dans le cas du

spectre dérivé a 283 nm pour la concentration de 9.92 ppm.
- Pour ’OND:

e Dans le cas de I’absorption d’ordre zéro & 267 nm et de la dérivée 1°© & 252 nm, nous avons

trouvé une bonne justesse pour toutes les concentrations, avec la meilleure est obtenue a

267 nm pour la concentration de 17.28 ppm (r%= 99.935).

e Dans le cas de ’absorption d’ordre zéro & 310 nm et de la dérivée 1® & 274 nm, une bonne

justesse est observée pour la méme concentration (17.28 ppm).
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» Conclusion

Ces résultats montrent globalement que la justesse de la méthode est acceptable. Notamment

dans le cas :

- DuGRN, a 283 nm (D1) pour la concentration de 9.92ppm.

- DeI’OND, a 267 nm (ordre zéro) et a 252 nm (D1) pour la concentration de 17.28 ppm.

11-B-4-2 L’étude de la précision de la méthode pour le granisétron

Les tableaux suivants présentent deux exemples des résultats obtenus de I’étude de la

précision pour le granisétron, le tableau N°I1-9 pour I’ordre zéro a 301 nm et tableau N°11-10

pour I’ordre un a 283 nm .Les autres tableaux sont regroupés dans I’annexe 2.

Tableau N°11-9 : résultat d’étude statistique de la précision d’ordre zéro pour le granisétron.

ler jour Absorbance a 301 nm
N° 1 2 3 4 5 Moy ET CVv CV%
Tube
Lecteu | 0.591 | 0.575 |0.589 |0.576 |0.584 |0.583 |0.007 |0.0125 | 1.254
rl 31437 | 46088 | 60882
Lecteu | 0.585 |0.569 |0.577 |0.57 |0.581 |0.5764 |0.006 |0.0119 |1.199
g_ r2 91375 | 94716 | 47162
o | Moy 0.588 | 0.572 |0.583 | 0.573 |0.582 |0.5797 | 0.006 |0.0119 |1.194
® |duj 5 92459 | 45133 | 51334
S5 |ET 0.004 | 0.004 |0.008 |0.004 |0.002 |0.0046
24264 | 24264 | 48528 | 24264 | 12132 | 66905
CcVv 0.007 | 0.007 |0.014 |0.007 |0.003 | 0.0080
21538 | 4172 | 55451 | 40426 | 64175 | 50552
CV% |0.721 |0.741 |1.455 |0.740 |0.364 [0.8050
53753 | 7204 | 45135 | 42595 | 17517 | 55159

Tableau N°11-10 : résultat d’étude statistique de la précision d’ordre un pour le granisétron

leme jour D1 a283 nm
N° 1 2 3 4 5 Moy |E.T Ccv CV%
Tube
Lecteur | 1.15E- | 0.011 | 0.0115 | 0.01 0.0 |0.0109 | 0.000 | 0.059 |5.980
1 02 105 6519 | 8092 | 9196
Lecteur | 0.01 0.0105 | 0.0105 | 0.0125 | 0.0 | 0.0108 | 0.000 | 0.090 |9.024
g_ 2 105 9747 | 2481 | 8096
Q | Moydu | 0.0107 | 0.0107 | 0.011 |0.0112 | 0.0 | 0.0108 | 0.000 | 0.026 |2.627
] j 5 5 5 105 |5 285 2713 | 1323
= ET 0.0010 | 0.0003 | 0.0007 | 0.0017 | O 7.071
607 536 071 678 E-05
Cv 0.0986 | 0.0328 | 0.0642 | 0.1571 | O 0.0065
661 887 824 348 171
CV % |9.8666 | 3.2888 | 6.4282 | 15.713 | 0 0.6517
062 687 435 484 113
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v reproductibilité et répétabilité

Les tableaux N°11-11 et N°I1-12 présentent respectivement les coefficients des variations de

la reproductibilité et de la répétabilité pour 1’ordre zéro et I’ordre un, pour les trois jours.

Tableau N°11-11 : Les valeurs de coefficient de variation de répétabilité et reproductibilité

d’ordre zéro pour le GRN

Intra-day Inter-day
Abs a 301 nm 1% jour 2°M¢ jour 3™ jour
Ccv cv 0.80 051 2.27 1.19
%  Reproductibilité
CV répétabilité 1.19 1.74 2.74 1.89

Tableau N°11-12 : Les valeurs de coefficient de variation de répétabilité et reproductibilité de

I’ordre un pour le GRN.

Ccv CcvVv CcvVv Ccv Ccv
Reproductibilité répétabilité Reproductibilité répétabilité
> 1°" jour 0.65 2.62 1.05 1.00
-E 2¢me jour 1.90 3.75 1.12 2.79
E 3™ jour 1.99 3.56 2.22 1.68
Inter-day 1.51 3.31 1.46 1.82

A partir de ces tableaux nous avons remarqué que :
¢+ dans le cas de la reproductibilité et la répétabilité intra-day :
» A 301 nm pour la méthode d’ordre zéro,
e Les coefficients des variations de la reproductibilité pour les trois jours sont inférieurs
a 3% .Ces résultats indiquent qu’a 301 nm la méthode de est précise de 97.73% a 99.2%.
o Les C.V(%) de la répétabilité sont inférieurs a 3%, ces résultats indiquent qu’a 301 nm
la méthode est précise de 97.26% a 98.81%.
» pour la méthode d’ordre un.
A 283 nm
e Les coefficients des variations de la reproductibilité pour les trois jours sont inférieurs
a 2% .Ces résultats indiquent qu’a 283 nm la méthode de dérivative est précisée

(98.01%-99.35%).
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e Les C.V(%) de la répétabilité pour la dérivative sont inférieurs a 4%, ces résultats
indiquent qu’a 283 nm la méthode de dérivative est précise de 96.25% a 97.38%.
» A319nm
e Les coefficients des variations de la reproductibilité pour les trois jours sont inférieurs
a 3%. Ces résultats indiquent qu’a 319 nm la méthode de dérivative est précisée
(97.78%-98.95%).

e Tous les C.V(%) de la répétabilité pour les 3 jours sont inférieurs a 3%, ces résultats

indiquent qu’a 319 nm la méthode de dérivative est précise de 97.21% a 99%.

+ Dans le cas reproductibilité et répétabilité inter-day
e La méthode d’ordre zéro a 301 nm est reproductible a 98.81% et répétable a 1.89%
pré.
e Laméthode d’ordre un
- A 319 nm, est reproductible & 98.54% et répétable a 1.82 prés.
- A 283 nm, est reproductible a 98.49% et répétable a 3.31 prés.

11-B-4-3 L’étude la précision de la méthode pour I’ondansétron
Les résultats de 1’étude de la précision d’analyse spectrophotométrie UV du premier jour pour
le ondansétron a 252 nm, le tableau N°11-13 pour I’ordre zéro et tableauN°l1-14 pour 1’ordre

un .Les autres tableaux sont regroupés dans I’annexe 2.

Tableau N°11-13 : résultat d’étude statistique de la précision d’ordre zéro pour I’OND.

1% jour Absorbance a 267 nm
N° 1 2 3 4 5 Moy ET Cv CV%
Tube
Lecteu | 0.77 |0.773 |0.825 | 0.79 |0.801 |0.7918 | 0.022 | 0.0283 | 2.837
rl 46553 | 72732 | 27319
Lecteu | 0.768 |0.769 |0.805 |0.78 |0.791 |0.7826 | 0.015 | 0.0199 | 1.997
g_ r2 6301 | 72015 | 20153
o | Moy 0.769 |0.771 |0.815 |0.785 |0.796 |0.7872 | 0.019 | 0.0241 | 2.417
Q |duj 03155 | 76261 | 62611
S | ET 0.001 |0.002 |0.014 |0.007 |0.007 |0.0065
41421 | 82843 | 14214 | 07107 | 07107 | 05382
CcVv 0.001 |0.003 |0.017 |0.009 |0.008 |0.0082
83903 | 66852 | 35231 | 00773 | 88325 | 63951
CV% |0.183 |0.366 |1.735 |0.900 |0.888 [0.8263
90293 | 85177 | 23136 | 77297 | 3251 | 9512
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Tableau N°11-14 : résultat d’étude statistique de la précision de I’ordre un pour 1I’ondansétron

1¢" jour Dérivative a 252 nm
N° 1 2 3 4 5 Moy ET CcVv CV%
Tube
Lecteur | - - - -0.045 | - - 0.0010 | - -
1 0.0 | 0.0455 | 0.0475 0.0 | 0.0459 | 8397 |0.0236 | 2.3615
45 465 1599 | 995
Lecteur | - -0.045 | -0.047 |- - - 0.0010 | - -
2 0.0 0.0445 | 0.0 | 0.0456 | 8397 |0.0237 |2.3771
c 45 465 7136 | 3634
S Moy du | - - - - - - 0.0010 | - -
® i 0.0 | 0.0452 | 0.0472 | 0.0447 | 0.0 |0.0457 | 7529 | 0.0235 | 2.3503
~ 45 |5 5 5 465 | 5 0362 | 6209
- |ET 0 |0.0003 |0.0003 |0.0003 |0 0.0002
5355 5355 5355 1213
CVv 0 |- - - 0 -
0.0078 | 0.0074 | 0.0079 0.0046
1333 8261 0063 3677
CV% |0 |- - - 0 -
0.7813 | 0.7482 | 0.7900 0.4636
3346 6114 6344 7658

v’ répétabilité et reproductibilité

Le tableauN°11-15 présente les coefficients des variations de la répétabilité et reproductibilité

de spectrophotométrie UV d’ordre zéro et d’ordre un, pour les trois jours.
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Tableau N°11-15 : Les valeurs de coefficient de variation de répétabilité et reproductibilité

d’ordre zéro et d’ordre un pour I’OND

CVv Ccv Ccv CVv CVv
reproductibilité répétabilité  reproductibilit¢ Répétabilité
> 1¢" jour 0.82 241 0.63 2.15
'c?: 2¢Me jour 191 2.57 1.63 2.72
E 3¢éme jour 2.08 3.80 1.59 3.25
Inter-day 1.60 2.92 1.28 2.70
[T E T
~ ¢v¥ &V v v oocvo
reproductibilité répétabilité Reproductibili Répétabilité
té
> 1¢" jour 0.46 2.35 151 3.07
_c.c; 2¢Me jour 0.77 3.16 0.95 3.17
E 3¢éme jour 4.45 3.79 2.94 3.27
Inter-day 1.89 3.10 1.80 3.17

Tableau N°11-16 : résultats de répétabilité et reproductibilité de 1’ordre zéro et 1’ordre un

Pour 1’ondansétron.

A 267 nm A 310 nm
Absorbance CV (Reproductibilité) < 3%
CV (Répétabilité) <5% <5%
A 252 nm A 274 nm
CV (Reproductibilité) <5% <3%
CV (Répétabilité) <5% < 5%

A partir le tableau N°11-15 et N°11-16, nous avons trouvé que :
+ dans le cas de la reproductibilité et la répétabilité intra-day :
e la méthode d’absorption est reproductible entre 97.92%-99.18% a 267nm, et entre
98.37%-99.37% a 310 nm.
e Pour la répétabilité, la méthode d’absorption est répétable entre 96.2%-97.59% a 267 nm,
et entre 96.75%-97.85% a 310 nm
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e Pour la méthode dérivative, la répétabilité est entre 96.73%-96.93% a 274 nm et entre
96.21% - 97.65% a 252. Cependant la reproductibilité de cette méthode, est obtenue entre
97.06%- 99.05% a 274 nm, et 95.55%-99.54% 4252 nm.

+ Dans le cas reproductibilité et répétabilité inter-day

e La méthode d’ordre zéro
- A 310 nm est reproductible a 98.72% et répétable a 2.70% pres.
- A 267 nm est reproductible a 98.40% et répétable a 2.92% preés
e La méthode d’ordre un
- A 252 nm, est reproductible & 98.11% et répétable a 3.10 prés.
- A 274 nm, est reproductible a 98.20% et répétable a 3.17 preés.

Conclusion

Ces résultats montrent globalement que les méthodes d’ordre zéro et d’ordre un sont précise.

Notamment dans le cas

e Reproductibilité et répétabilité pour la méthode d’ordre zéro :
- une bon reproductibilité et répétabilité intra-day est obtenu a 301 nm (GRN) et a
310nm (OND). Cependant la reproductibilité et répétabilité inter-day est trouvée a
301 nm pour GRN et a 310 nm pour OND, donc la méthode est plus précise a ces
derniéres longueurs d’ondes.
e Reproductibilité et répétabilité pour la méthode d’ordre un :
- La meilleure reproductibilité intra-day est obtenue a 283 nm (GRN) et a 274nm
(OND) .mais la répétabilité intra-day est obtenu a 319nm (GRN) et a 252 nm
- Lameilleur reproductibilité et répétabilité inter-day est trouvée a 319nm pour GRN
et a 252, 274 nm pour OND, donc la méthode est plus précise a ces longueurs

d’ondes.

11-B-5 Application
11-B-5-1 détermination de GRN et OND dans la formulation pharmaceutique

La détermination des valeurs du granisétron dans formulation préparée et ondansétron
(injectable) sera effectué a partir les courbes d’étalonnages de chaque composé pur a longueur

d’onde caractéristique. Les résultats obtenus sont repreésentés dans le tableau N°11-17,
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Tableau N°11-17 : les résultats de la détermination de GRN et d’OND dans la formulation
Pharmaceutique.

e

Echantillon Déclarer Trouver Déclarer Trouver
(D’ordre un a (d’ordre zéro
283 nm) a301 nm)
Masse (mg) 1 1.03 + 1 1.068 £
0.004678 0.0039058
Rendement 103 % 106.8 %
Ondansétron injectable
Echantillon Déclarer Trouver Déclarer Trouver
(D’ordre un a (d’ordre zéro
252 nm) a 267 nm)
Concentration (g/l) 2 2.055 2 1.972 £
0.01367986 0.0022363
Rendement 102.75 % 98.6 %

Pour le GRN et I’OND, les résultats montrent que la valeur trouvée a partir les courbes
étalonnages (ordre 1et ordre zéro) de chaque composé pur est proche a celle déclarée. La meilleure
valeur est obtenue dans le cas dérivative de premier ordre a 283nm (103%) pour le GRN et d’ordre
z€ro & 267 nm (98.6%) pour ’OND.

Par la comparaison avec d4autres résultats, nous avons trouvé que nos résultats sont comparables
[22].
11-B-5-2 détermination de GRN et OND dans les mélanges formulés

La détermination des valeurs du granisétron et ondansétron dans les mélanges constitués sera
effectué a partir des courbes d’étalonnage du mélange. Les résultats obtenus sont consignés dans
le tableau tableaux N°11-18
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Tableau N°11-18 : les résultats de détermination de GRN et d’OND dans le mélange.

Granisétron (mélange) ‘

Echantillon Déclarer Trouver (D’ordre un a 283nm)
Masse (mg) 1 1.06 (+0.04336)
Rendement 106%
Ondansétron (mélange) ‘
Echantillon Déclarer Trouver (D’ordre un & 301nm)
Concentration (g/l) 2 2.021 (+0.066139)
Rendement 101%

Les résultats montrent que la valeur trouvée a partir le courbe étalonnage de mélange est proche a
celle déclarée. Nous pouvons conclure que les résultats sont acceptables. Mais le rendement
d’OND est meilleur que le GRN.
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Conclusion générale
La spectroscopie UV-visible d’ordre zéro et d’ordre supérieur (spectroscopie dérivés) est une
technique analytique qui permet la détermination ou le dosage des principes actifs. Son application
dans I’analyse des médicaments présents dans les formulations pharmaceutiques est tres sollicitée.
En effet, la méthode est simple a mettre en ceuvre et 1’appareillage est largement disponible et

moins couteux.

Dans le présent mémoire, nous nous somme intéressé a 1’analyse de deux principes actifs :
I’ondansétron et le granisétron qui sont préconisés au traitement anti-émitique dans les cas de la

prévention des effets secondaires (vomissement) relatives a la chimiothérapie et a la radiothérapie.

Nous avons réalisé des spectres d’ordre zéro et d’ordre un pour chaque molécule seule et dans le

cas du mélange en fixant la concentration de I’un et en variant la concentration de 1’autre.

A partir de ces spectres obtenus nous avons déterminé les longueurs d’ondes caractéristiques dans
les deux cas, puis tracé des courbes étalonnages aux longueurs d’ondes qui sont représentées dans

le tableau suivant :

OND en présence | GRN en présence

GRN OND de GRN d’OND
AMnm) Absorption | 301 249, 267,310
(ordre zéro)
A (nm) 319,283 252,274,322 | 301,252 283,310
Dérivative (point d’annulation | (point d’annulation
(ordre un) de GRN) d’OND)

A ces longueurs d’ondes, les courbes d’étalonnages ayant, des bonnes corrélations, dont les

coefficients de corrélation sont trouvée entre :

- 0.983-0.998 pour le GRN
- 0.981-0.997 pour ’OND
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Une étude statistique a été réalisée pour déterminer la précision et la justesse des deux méthodes.
Pour ce faire, nous avons déterminé la reproductibilité et la répétabilité intra-day et inter-day
(précision), et le taux de recouvrement (justesse) pour les deux composés. D’apres les résultats

obtenus nous pouvons dire que :

e Lameilleure précision de la méthode est obtenue pour :
- L’ordre zéro, reproductible a 98.81%, répétable & 1.89% prés pour le granisétron a 301nm
et reproductible a 98.72%, répétable & 2.70% pres pour 1’ondansétron a 310 nm.
- L’ordre un, reproductible a 98.54%, répétable a 1.82% prés pour le granisétron a 319 nm
et reproductible a 98.11%, répétable a 3.10% pres pour 1’ondansétron a 252 nm.
e Bon justesse de la méthode est obtenue pour :
- Le GRN, a 283 nm (ordre un) et a 301 (ordre zéro) pour la concentration de 9.92ppm.
- L’OND, a 267 nm (ordre zéro) et a 252 nm (D1) pour la concentration de 17.28 ppm

Les deux méthodes retenues ont été appliqué au dosage de ces deux principes actifs dans la

formulation pharmaceutique et ceci pour les deux cas :

- 1% cas les principes actifs seuls : nous avons obtenu un taux de recouvrement acceptable,
avec un bon taux est égale a 103% (ordre un a 283 nm) pour le GRN et a 98.6%(ordre zéro
a 267 nm) pour ’OND.
- 2'®me cas les principes combinés : nous avons obtenu un bon taux de recouvrement est égale
a106% (ordre un & 283 nm) pour GRN et & 101% (ordre un a 301 nm) pour ’OND.
e D’aprés les résultats obtenus au-dessus, nous peuvent doser le GRN et ’OND dans la
formulation pharmaceutique sous forme seul par I’UV-Vis d’ordre zéro ou simultanément sous

forme combiné (I’un en présence de 1’autre) par ’UV-Vis d’ordre un.
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Annexe 01 : la courbe d’étalonnage d’ordre zéro et d’ordre un
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Figure N°1 : Courbes étalonnages : (a) d’ordre zéro pour OND, (b) d’ordre un pour GRN
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Figure N°2 : Courbes d’étalonnages d’ordre un pour 1’ondansétron & 322 nm et 274 nm
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Tableau Les caractéristiques de régression linéaire de granisétron et ondansétron :

Spectre | Principe actif |  A(nm) La pente Ordonné a | Coefficient
’origine de
corrélation
d’ordre ondansétron 310 0.05358 -0.0064 0.997
Z€éro (£0.000987238) | (+0.01056)
granisétron 283 0.000717099 -0.00044063 0.987
(£0.000029032) | (+0.000352332)
322 -0.00274 -0.0008543 0.991
d’ordre un | ondansétron (+0.0000863436) = (+0.00107)
274 -0.00238 -0.00225 0.991
(x0.000073132) | (+0.000905519)
Annexe 02 : Etude statistique
Pour le granisétron :
Tableaux des résultats d’études statistiques d’ordre zéro a 301nm
2eme jour Absorbance a 301 nm
N° 1 2 3 4 5 Moy ET CcVv CV%
Tube
Lecteur | 0.58 | 0.596 | 0.606 |0.578 |0.574 |0.586 |0.013 |0.023 |2.319
1 8 6088 | 1916 | 1583
Lecteur | 0.556 | 0.577 |0.596 |0.56 |0.552 |0.568 |0.018 |0.032 |3.207
e |2 2 2264 | 0774 | 7358
§_ Moy du | 0.568 | 0.586 | 0.601 | 0.569 |0.563 |0.577 |0.015 | 0.027 |2.746
] 5 5 8588 | 461 1042
S |ET 0.016 |0.013 |0.007 |0.012 |0.015 |0.013
9706 | 435 0711 | 7279 | 5563 | 1522
cVv 0.029 |0.022 |0.011 |0.022 |0.027 |0.022
8778 | 9071 | 7655 |3689 |6312 | 7743
CV% 2987 |2290 |1.176 |2.236 |2.763 [2.277
7751 | 7125 | 5504 |8932 |1171 |[4348
3eme jour Absorbance a 301 nm
N° 1 2 3 |4 5 Moy ET CcVv CV%
Tube
Lecteur | 0.574 |0.584 |0.5|0.582 |0.575 |0.5824 |0.0092 | 0.0158 | 1.5858
1 97 358 58173 | 1729
Lecteur | 0.571 | 0.574 | 0.5 |0.58 0.569 |0.5782 | 0.0113 | 0.0195 | 1.9544
g_ 2 97 0044 | 44176 | 1758
Q | Moydu|0.5725|0579 |05 |0581 |0.572 |0.5803 |0.0101 |0.0174 | 1.7463
S 1 97 341 63555 | 5548
5 | ET 0.0021 | 0.0070 | 0 | 0.0014 | 0.0042 | 0.0029
2132 7107 1421 4264 69848
CcVv 0.0037 | 0.0122 |0 | 0.0024 | 0.0074 | 0.0051
0536 | 1255 341 172 17781
CV% |0.3705|1.2212 |0 |0.2434 | 0.7417 | 0.5117
363 5524 1025 | 204 78129
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Tableaux des résultats d’études statistique d’ordre un a 283nm

2 éme jour Dérivative a 283 nm
N° 1 2 3 4 5 Moy |E.T CVv CV%
Tube
Lecteu |0.011 [0.010 |0.012 |0.011 |0.011 |0.011 |0.000 |0.050 |5.045
rl 5 5 5 3 57009 | 45024 | 024
Lecteu |0.011 |0.011 |0.011 [0.010 |0.011 |0.011 [0.000 |0.032 |3.214
g_ r2 5 5 35355 | 14122 | 12173
o | Moy 0.011 |0.010 |0.011 |0.010 |0.011 |0.011 |0.000 |0.037 |3.751
& |duj 25 75 75 75 25 15 41833 | 51839 | 83868
S5 |ET 0.000 | 0.000 |0.000 |0.000 |0.000 |0.000
35355 | 35355 | 35355 | 35355 | 35355 | 21213
CcVv 0.031 |0.032 |0.030 |0.032 |0.031 |0.019
42697 | 88869 | 08965 | 88869 | 42697 | 02529
CV% |3.142 |3.288 |3.008 |3.288 |3.142 |1.902
69681 | 86875 | 96503 | 86875 | 69681 | 52946

3eme jour Dérivative a 283 nm
N° 1 2 3 4 5 Moy ET CVv CV%
Tube
Lecte |0.010 |0.010 |0.011 |0.010 |0.011 |0.010 |0.000 |0.041 |4.140
url 5 5 5 5 8 44721 | 40867 | 86662
Lecte | 0.01 0.01 |0.010 |0.011 |0.010 |0.010 |0.000 |0.058 |5.832
g_ ur 2 5 5 5 5 61237 | 32118 | 11844
@ |Moy |0.010 |0.010 |0.010 |0.011 |0.011 |0.010 |0.000 |0.035 |3.560
] du j 25 25 75 65 37914 | 60035 | 03542
S ET 0.000 | 0.000 |0.000 |0.000 |0.000 |0.000
35355 | 35355 | 35355 | 70711 | 70711 | 21213
CcVv 0.034 |0.034 |0.032 |0.064 |0.064 |0.019
49301 | 49301 | 88869 | 28243 | 28243 | 9185
CV % | 3449 |3.449 |3.288 |6.428 |6.428 [1.991
30137 | 30137 | 86875 | 24347 | 24347 | 85009

- |
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Tableaux des résultats d’études statistique d’ordre un a 319nm

2eme jour Dérivative a 319 nm
N° 1 2 3 4 5 Moy ET CVv CV%
Tube
Lecteu |-0.031 | - - -0.03 |- - 0.000 |- -
ril 0.029 |0.030 0.030 |0.030 |57009 |0.018 |1.881
5 5 5 3 81478 | 4776
Lecteu |- -0.028 | -0.031 | - - - 0.001 |- -
r2 0.030 0.029 |0.030 |0.029 | 15629 | 0.038 | 3.877
= 5 5 1 82 77556 | 55587
S [Moy |- - - - - - 0.000 |- -
© |duj 0.030 |0.028 |0.030 |0.029 |0.030 |0.030 |83994 |0.027 |2.794
c,f- 75 75 75 75 3 06 94213 | 21315
— |ET 0.000 |0.001 |0.000 |0.000 |0.000 |0.000
35355 | 06066 | 35355 | 35355 | 28284 | 33941
CcVv - - - - - -
0.011 |0.036 |0.011 |0.011 |0.009 |0.011
49767 | 89253 | 49767 | 88415 | 33474 | 29113
CV% |- - - - - -
1.149 |3.689 |1.149 |1.188 |0.933 [1.129
76712 | 25277 | 76712 | 41476 | 4743 | 11262
3eme jour Dérivative a 319 nm
N° 1 2 3 4 5 Moy ET Ccv CV%
Tube
Lecteu | - -0.028 | -0.029 | -0.028 | -0.028 | - 0.000 |- -
ril 0.027 0.0281 | 54772 | 0.019 | 1.949
5 49191 | 1906
Lecteu | - - - - -0.029 | -0.029 | 0.000 |- -
r2 0.028 | 0.029 |0.029 |0.028 5 0.017 |1.724
= 5 5 5 5 24138 | 13793
g | Moy -0.028 | - - - - - 0.000 |- -
© |duj 0.028 |0.029 |0.028 |0.028 | 0.0285 | 48088 | 0.016 | 1.684
E 75 25 25 5 5 84359 | 35937

ET 0.000 | 0.001 | 0.000 |0.000 |0.000 | 0.0006
70711 | 06066 | 35355 | 35355 | 70711 | 36396

cV - - - - - -
0.025 |0.036 |0.012 |0.012 |0.024 |0.0222
25381 | 89253 | 0873 | 51516 | 81076 | 9058

CV% |- - - - - :
2525 (3689 |1.208 |1.251 |2.481 |2.2290
38136 | 25277 | 72954 | 51643 | 07643 | 5815

- |
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Pour ’ondansétron :

Tableaux des résultats d’études statistique d’ordre zéro a 267 nm

2eme jour Absorbance a 267 nm
N° 1 2 3 4 5 Moy ET CVv CV%
Tube
Lecteu | 0.82 |0.77 |0.825 |0.8 0.822 | 0.8074 | 0.023 | 0.0286 | 2.861
rl 10411 | 15447 | 54473
Lecteu | 0.774 |0.758 |0.812 |0.79 |0.795 | 0.7858 | 0.020 | 0.0262 | 2.624
g_ r2 62038 | 41255 | 12551
o | Moy 0.797 |0.764 |0.818 | 0.795 |0.808 | 0.7966 | 0.020 | 0.0257 |2.577
Q |duj 5 5 53473 | 77965 | 79647
S |ET 0.032 | 0.008 | 0.009 |0.007 |0.019 |0.0152
52691 | 48528 | 19239 | 07107 | 09188 | 73506
CVv 0.040 |0.011 |0.011 |0.008 |0.023 |0.0191
81168 | 10639 | 23077 | 89442 | 61396 | 7337
CV% |4.081 |1.110 |1.123 |0.889 |2.361 [1.9173
16837 | 63892 | 07736 | 44249 | 39556 | 36991

3eme jour Absorbance a 267 nm
N° 1 2 3 4 5 Moy ET CVv CV%
Tube
Lecteu | 0.742 |0.74 |0.798 |0.75 |0.778 | 0.7616 | 0.025 | 0.0333 | 3.334
ril 39291 | 41534 | 15341
Lecteu | 0.776 |0.78 |0.829 |0.73 |0.806 |0.7842 | 0.037 |0.0473 | 4.730
g_ r2 09717 | 05751 | 57507
Q | Moy 0.759 |0.76 |0.813 |0.74 |0.792 |0.7729 | 0.029 | 0.0380 | 3.802
Q |duj 5 39047 | 26232 | 62319
S |ET 0.024 |0.028 |0.021 |0.014 |0.019 |0.0159
04163 | 28427 | 92031 | 14214 | 79899 | 80613
CcVv 0.031 | 0.037 |0.026 |0.019 |0.024 | 0.0206
6754 | 21615 | 94568 | 11099 | 99872 | 76172
CV% |3.167 |3.721 |2.694 |1.911 |2.499 [2.0676
54026 | 61464 | 56794 | 09941 | 87246 | 17189
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Tableaux des résultats d’études statistique d’ordre zéro a 310 nm

2eme jour Absorbance a 310 nm
N° 1 2 3 4 5 Moy ET CcVv CV%
Tube
Lecteu | 0.801 |0.802 |0.857 |0.84 |0.839 |0.8278 |0.025 | 0.0302 | 3.026
ril 05394 | 65694 | 56944
Lecteu | 0.827 | 0.833 |0.881 |0.836 |0.859 |0.8472 |0.022 | 0.0265 | 2.650
g_ r2 4544 | 04247 | 42472
2 | Moy 0.814 |0.817 |0.869 |0.838 |0.849 |0.8375 | 0.022 | 0.0272 | 2.720
Q |duj 5 78706 | 08427 | 84271
S |ET 0.018 | 0.021 |0.016 |0.002 |0.014 |0.0137
38478 | 92031 | 97056 | 82843 | 14214 | 17872
CcVv 0.022 | 0.026 |0.019 |0.003 |0.016 |0.0163
58572 | 81384 | 52884 | 37521 | 6574 | 79548
CV% |2258 |2681 |1.952 |0.337 |1.665 [1.6379
57203 | 38351 | 88409 | 52114 | 74036 | 54813

3eme jour Absorbance a 310 nm
N° 1 2 3 4 5 Moy ET CVv CV%
Tube
Lecteu | 0.907 |0.83 |0.892 |0.87 |0.893 |0.8784 |0.030 |0.0342 |3.429
rl 12142 | 91235 | 12351
Lecteu | 0.89 |0.816 |0.872 |0.86 |0.856 |0.8588 |0.027 |0.0318 | 3.182
g_ r2 33496 | 29249 | 92493
o | Moy 0.898 | 0.823 |0.882 |0.865 |0.874 |0.8686 | 0.028 | 0.0325 | 3.256
Q |duj 5 5 28736 | 66618 | 66183
S5 |ET 0.012 | 0.009 |0.014 |0.007 |0.026 |0.0138
02082 | 89949 | 14214 | 07107 | 16295 | 59293
CVv 0.013 | 0.012 |0.016 |0.008 |0.029 |0.0159
37876 | 02855 | 03417 | 17464 | 91761 | 55898
CV% |1.337 |1.202 |1.603 |0.817 |2.991 [1.5955
87594 | 85479 | 41674 | 46449 | 76111 | 89789

- |
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Tableaux des résultats d’études statistique d’ordre un a 252 nm

2 eme jour Dérivative a 252 nm
N° 1 2 3 4 5 Moy |E.T CVv CV%
Tube
Lecteu | - -0.044 | - -0.043 | -0.046 | - 0.001 |- -
ri 0.045 0.047 0.045 | 75357 | 0.038 | 3.879
5 5 2 79575 | 57476
Lecteu |-0.045 | - -0.048 | - - - 0.001 |- -
r2 0.044 0.045 | 0.045 |0.045 | 35093 |0.029 | 2.956
c 5 5 5 7 56074 | 07354
S | Moy - - - - - - 0.001 |- -
o |duj 0.045 [0.044 |0.047 |0.044 |0.045 |0.045 |44049 |0.031 |3.169
N 25 25 75 25 75 45 69386 | 3862
— |ET 0.000 | 0.000 |0.000 |0.001 |0.000 |0.000
35355 | 35355 | 35355 | 76777 | 35355 | 35355
CVv - - - - - -
0.007 |0.007 |0.007 |0.039 |0.007 |0.007
81333 | 98991 | 40426 | 94954 | 72794 | 77895
CV% |- - - - - -
0.781 [0.798 |0.740 |3.994 |0.772 |0.777
33346 | 99071 | 42595 | 95357 | 7943 | 89525
3eme jour Dérivative a 252 nm
N° 1 2 3 4 5 Moy |E.T CVv CV%
Tube
Lecteu | - - - - - - 0.002 |- -
ri 0.053 | 0.046 |0.050 |0.047 |0.051 |0.049 |9685 |0.059 |5.958
5 5 5 1 5 82 58453 | 45304
Lecteu |- -0.045 | -0.048 | - - - 0.001 |- -
r2 0.046 0.046 |0.047 |0.046 | 14761 |0.024 | 2.453
c 5 9 5 78 53198 | 19838
S | Moy -0.05 |- - -0.047 | - - 0.001 |- -
® du j 0.045 |0.049 0.049 |0.048 | 83201 | 0.037 |3.792
~ 75 25 5 3 92975 | 97535
- |ET 0.004 |0.001 |0.001 |0.000 |[0.002 |0.002
94975 | 06066 | 76777 | 14142 | 82843 | 1496
CVv - - - - - -
0.098 |0.023 |0.035 |0.003 |0.057 |0.044
99495 | 18383 | 89375 | 00897 | 13994 | 50527
CV% |- - - - - -
9.899 |[2.318 |3.589 |0.300 |5.713 |4.450
49494 | 38289 | 37452 | 8965 | 99419 [ 52715

. ]
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Tableaux des résultats d’études statistique d’ordre un a 274 nm

2eme jour Dérivative a 274 nm
N° 1 2 3 4 5 Moy |E.T CVv CV%
Tube
Lecteu |-0.044 | -0.044 | - - -0.047 | - 0.001 |- -
ri 0.045 | 0.043 0.044 | 44049 | 0.032 | 3.215
5 5 8 15371 | 3706
Lecteu | - - -0.046 | - - - 0.001 |- -
r2 0.043 |0.043 0.042 | 0.045 | 0.044 | 48324 | 0.033 |3.355
c 5 5 5 5 2 55746 | 74592
S Moy - - - -0.043 | - - 0.001 |- -
o |duj 0.043 | 0.043 | 0.045 0.046 | 0.044 | 41421 |0.031 |3.178
‘E 75 75 75 25 5 78008 | 00801
- JET 0.000 | 0.000 |0.000 |0.000 |0.001 |0.000
35355 | 35355 | 35355 | 70711 | 06066 | 42426
CVv - - - - - -
0.008 | 0.008 |0.007 |0.016 | 0.022 | 0.009
08122 | 08122 | 72794 | 44434 | 93319 | 53402
CV% |- - - - - -
0.808 |0.808 |0.772 |1.644 |2.293 |0.953
12204 | 12204 | 7943 | 43437 | 31929 [ 4024
3eme jour Dérivative a 274 nm
N° 1 2 3 4 5 Moy |E.T CVv CV%
Tube
Lecteu | -0.046 | - -0.048 | -0.044 | -0.048 | - 0.001 |- -
ri 0.046 0.046 | 65831 | 0.035 | 3.566
5 5 66263 | 26322
Lecteu | - - - -0.043 | - - 0.001 |- -
r2 0.044 | 0.043 | 0.046 0.045 | 0.044 | 43178 | 0.032 | 3.210
c 5 5 5 5 6 10274 | 27378
S Moy - -0.045 | - - - - 0.001 |- -
o |duj 0.045 0.047 |0.043 | 0.046 | 0.045 | 49374 |0.032 |3.279
,‘3 25 25 5 75 55 79335 | 33463
- ET 0.001 |0.002 |0.001 |0.000 |0.001 |o0.001
06066 | 12132 | 06066 | 70711 | 76777 | 3435
CVv - - - - - -
0.023 | 0.047 |0.022 |0.016 | 0.037 | 0.029
44 14045 | 44783 | 25533 | 8132 49512
CV% |- - - - - -
2344 |4.714 | 2244 |1.625 |3.781 |2.949
00038 | 04521 | 78343 | 53283 | 31969 | 51237

. ]
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Résume

Deux méthodes spectrophotométriques sont développées pour la détermination de granisétron et
d’ondansétron dans la formulation pharmaceutique.la méthode spectrophotométrie direct est basée sur
I’utilisation du spectre d’ordre zéro pour la détermination de granisétron et d’ondansétron par la
dissolution ou la dilution dans I’eau distillée puis mesuré I’absorbance a 301 nm (GRN) et a 267 nm
(OND). La méthode de dérivée est basée sur la dérivation des spectres d’ordre zéro au premier ordre, puis
on quantifier le GRN et ’OND a 283 nm et 252 nm respectivement. Cette méthode a été utilisée aussi
pour la détermination simultanée de GRN et d’OND dans un mélange formulé.

Les méthodes précédentes sont exactes et précise et sont appliquées avec succes pour la détermination de
GRN et d’OND soit dans la forme combiné ou la forme unique (contient GRN seul ou OND).

Mots clé: granisétron (GRN), ondansétron (OND), mélange, spectrophotométrie direct,

spectrophotométrie dérivé

Summary

Two spectrophotometric methods are developed for the determination of granisetron and
ondansetron in the pharmaceutical formulation. The direct spectrophotometry method is based on the use
of the zero order spectrum for the determination of granisetron and ondansetron by dissolution or dilution
in distilled water and then measured the absorbance at 301 nm (GRN) and at 267 nm (OND). The
derivation method is based on the derivation of the first-order zero-order spectra and then quantifies the
GRN and the OND at 283 nm and 252 nm respectively. This method was also used for the simultaneous
determination of GRN and OND in a formulated mixture.

The above methods are accurate and are successfully applied for the determination of GRN and OND in

either the combined form or the single form (contains GRN or OND alones).

Key words: granisetron (GRN), ondansetron (OND), direct spectrophotometry, derivative

spectrophotometry



-0.02
-0.04
-0.06
-0.08

-0.10 S

-Oglid

0.05 4

D1

-0.05

-0.10

-0.15 -

(b)

lungueur d'onde

Longeur d'onde (nm)

— 0.992 mg/I
— 1.488 mg/I
—2.48 mg/I
— 4.96 mg/I
— 7.44 mg/Il
— 9.92 mg/I
—12.4 mg/l
— 14.88 mg/I
— 17.36 mg/Il
— 19.84 mg/I

— 24.8 mg/Il

—0.64 mg/I

360

—1.28mg/1
— 2.56mg/|
—5.12mg/I
— 7.68mg/I
—10.24mg/I
—12.8mg/I
—14.72mg/l
— 17.28mg/I
—19.2mg/I
— 25.6mg/l

0.06
0.04

0.02 4

-0.06
-0.08

-0.10

-0.12 -

0.02

0.01

-0.01
-0.02 o
-0.03 o
-0.04 +

-0.05 o

-0.06 -

(©

—— 25.6-12.4 mg/I
—17.28-12.4 mg/I
——19.2-12.4 mg/I
—— 10.24-12.4 mg/I
—14.72-12.4 mg/I
—12.8-12.4 mg/I
——5.12-12.4 mg/I
— 7.68-12.4 mg/I
— 2.56-12.4 mg/I
—— 1.28-12.4 mg/I
—— 0.64-12.4 mg/|

—19.84-12.4 mg/|
—17.36-12.4 mg/I
——14.88-12.8 mg/I
——12.4-12.8 mg/l
——9.92-12.8 mg/I
——7.44-12.8 mg/l
——4.96-12.8 mg/I
———2.48-12.8 mg/l
——1.488-12.8 mg/I

—0.992-12.8 mg/I

Longeur d'onde (nm)
350 ) 0 .

Figure N°11-6 : les spectres d’ordre un : (a) de GRN pur, (b) d’OND, (c) d’OND en présence GRN, (d) GRN en présence OND
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