A ) Adal jaapall 45 0 jall 4y ) geanll
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET
POPULAIRE
alall Gl g el aalaill 3 ) 5
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET -

DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE ‘\U\
3anhind Hui g mllia dada oo
UNIVERSITE SALAH BOUBNIDER CONSTANTINE '
3
Uyall ad- bl 408
FACULTE DE MEDECINE - DEPARTEMENT DE
PHARMACIE

Lol p gl

Mémoire de fin d’études en vue de I’obtention du diplome de

DOCTEUR EN PHARMACIE

DEVELOPPEMENT ET VALIDATION DE METHODES
CHIMIOMETRIQUES POUR LE DOSAGE SIMULTANE DE
L’ACIDE ACETYLSALICYLIQUE ET DU PARACETAMOL

Encadré par : Présenté par :
Pr. LALAOUNA Abd El Djalil -  MEGHRICHE Belkis Nouha
-  SADDAR Abir

-  TLILANI Roumaissa
- TOURECHE Okba EI Arbi

ANNEE UNIVERSITAIRE : 2021 - 2022




TABLEAU DES MATIERES

Table des matieres

LISt S TIgUI S e eeneienrieenerenreneeanrenseeeeensensesasansenssansansssnssnsonssnsansanssansans I
(IS (=0 [T F= ] [=T: 1 5 N 101
LiSTE 0ES ANNEXES. teuintrernitiernrrierarrsesnsnssesasessssasnssssassssssssssssssssssssnsnssssnns \Y%
Liste des abréviations et deS aCrONYMES..cuveieeereeeernrerrecerereesesesansnsossncesessnnns V1
LiSte des deTINITIONS. .eueuiiererniieiernineiarnteesesnssesesnssssssasssssasessssnssssssassssssnss VIII

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre . SPECTROPHOTOMETRIE D’ABSORPTION MOLECULAIRE DANS

L’UV ET LE VISIBLE
2 INtrOAUCTION GENETAIE.......c.eieiiiieitiieeeee bbbttt bbbt 1
ISR 11 o [ T o S R 2
2. Phénomene de I’absorption de la TUMICTIe ..........cccoviiiiiiiiiiieiic e 2
2.1 L'origine et 1a poSition des DANGES ...........coviiiiiiiieieiei e 3
2.1.1 LS BIECLIONS G ...ttt ettt a et re et n et 3
2.1.2 T T 1 (0 g1 £ TSP 3
2.1.3 T [T od 1 €00 L3 o OSSP 3
2.2 L'INtensSite deS DANAES.........ooviiieecs s 4
2.3 Différents types d’effet sur les bandes d’absorption ..........coccvevveiiiiiiie i 5
3 Principes de la spectrophotométrie UV-ViSiDIE ..........cccoiiiiiiiiiici e 5
3.1 LOi 0 BEEI —LaAMDEIT......cviieieieeees ettt 6
3.2 Déviations de la loi de Beer-Lambert et les SOUrces d'erreur ..........coovvereerneneeneeseenenes 7
4 Instrumentation dans PUV=VISIDIE .........ccoiiiiiii ettt 8
4.1 SOUICES A& TUMIBTE ...ttt r e s besne st e sbeneeee e 8
4.2 AT aToTod g o] = L=TU | OSSP 9
421 TS ] 11 £ SPS 9
4.2.2 TS 0] 110 S PS 9
4.3 CellUIES T8 MEBSUIE.... .ottt ettt et st eseeer e aeereeneenee e 10
4.4 D1 (T od (=T £ SRRSO 11
4.5 Les différentes configurations des spectromeétre UV/VISIDIE :.........ccoooeiiiiiiiiiiiiinns 12
451 Spectrophotometres & MoNtage AIrCE .........ovvvveieieieieesese e 12
452 SpectrophotomeEtres @ MONtAGE INVEISE ......c.viueiiieieieieeieiee et 12
5  Choix de solvant en spectrophotomeétrie UV/VISIDIE...........cccoiiiiiiieiice s 14
51 Influence du solvant sur les caractéristiques d’abSOTPLion ..........ccecvervreerinienicnisenennes 14
511 ADSOrption Propre du SOIVANT .........ccveiiieee e e 14
51.2 POIAIITE. ... bbbttt bbb e e 15

51.3 INFIUBNCE AU PH oot nre s 17



TABLEAU DES MATIERES

514 (T ETo gl )0 00 T=1 1 S 17
5.2 Critére de ChOoiX dU SOIVANT........ccvoiiiiiiiiie s 17
521 Criteres ANAIYLIQUES .....cuveviiieeie sttt sttt sre st e e saeere e besre e e e nre e 17
5.2.2 AAULTES CITERIES. .. vivite et ies et e ettt et e et e s testesa e b e e e e seeseebessestenaeneenee e enes 17
6  Application de la spectrophotométrie UV-VISiDIe..........ccoooiiiiiiiiiiicce s 18
6.1 ANAIYSE QUATTEALIVE .......eiecic e e st e sre st e nresre s 18
6.2 ANAIYSE QUANTITATIVE ...t 18
6.3 L’analyse de MEIANGES ......cccveiririeiiiiiie e 19
6.3.1 IMETNOAES GIFBCLES .....vivive ittt e b 19
6.3.2 IMELNOAES INAITECIES. ... .ot b 19
7  Les domaines d’application de spectrophotométrie UV-VISIBLE ............ccccooviiiiiiiniiniiinis 20
7.1 APPLICAtIONS PArtICUNIEIES ... ..vicvieie st te e sre st b sre s 20
8  Les limites de la spectrophotométrie UV-Visible ... 21
o T o 0 Tod 111 T ] PSSR 21
Chapitre 11. METHODES CHIMIOMETRIQUES
R 11 0o [ T o S 22
/2 I -1 10T T o SO SS 22
3 Classification des METNOUES ........cciiiiiiiieeee et 23
3.1 ANAIYSE QUATTITALIVE ......oeiiceic ettt r e s te e srestaesbesne s 23
311 Analyse non supervisée (analyse exploratoire) ...........ccooerrerreriensenseee s 23
3.1.2 Analyse supervisée (classification ou disCrimination) ...........ccccocevvevveiriieiieiinieseseseenn 23
3.2 ANAIYSE QUANTITALIVE ... .oveiic ettt st este e sre st e sbesne s 23
4 Etapes de I’analyse ChimiomMEIQUE .........ccueiieriiiiiie it 23
5 Présentation deS QONNEES. ........cveiiiiiiiiiieiee ettt sttt et e s e eseeseebenreste st e eenen 24
5.1 Qualité de I’Echantillon .........c.ccoiiriiiiiiie e 24
5.2 Evaluation préliminaire des dONNBES..........coiiie i 25
521 POINES ADEITANTS .....vieviiie ettt st ra et st aesaesaeere e besneeneeneeens 25
5.2.2 EIreUrs 08 DONNEES .....cveieieeeecte ettt b e n e 25
5.3 Prétraitement deS AONNEES ...........oieierieieiee et see s 25
5.4 SEIeCtion des VariablES .........ccovveieieiiiie s 26
6 Technique ChIMIOMELIIQUES ........cciiieiiiieiiiee ettt 27
6.1 Analyse en composantes PrinCIPAIES .........oooiiiiie e 27
6.1.1 PHINCIPE GENEIAL. ......oiiieeeeee ettt et e e e 27
6.1.2 Décomposition de la matrice X par PACP ........cccciiiiiiiiiiie e 28
6.1.3 Pré-traitements apPliqUES 8N ACP ........ooi i 29
6.1.4 Variances expliquées et variance résiduelles.............coovvivrieienennicinicsee e 30
6.1.5 ALGOTTTNMES ..ottt ra et nreeree 30
6.1.6 Limitations de PACP.......coiiiie sttt 31

6.1.7 APPlication de PACP ......ocviiiiiee s 31



TABLEAU DES MATIERES

6.2 Régression des moindres carrés partiels (PLS) .......coouiriiiniiniiieseseeseee s 32
6.2.1 e T T oL SO PS 32
6.2.2 WA Lo [T {14 32
6.2.3 Avantages et INCONVENIENT..........coouiiiiiieiee s 34

6.3 Réseaux de neurones artificiels (ANN) ... s 35
6.3.1 INEFOTUCTION ... 35
6.3.2 DATINIION. ...t bbbttt 36
6.3.3 Principe de P ANN ..o 37
6.3.4 Structure dun ANN ... 37
6.3.5 Types de réSEaUX A8 NBUFOMNES .......cveiveieereiteeee e steeresteeteestesreeeestesseesresreeseesressaessesses 38
6.3.6 Complexité des réSEAUX 0E NBUIONE ........cerveuirrererieiesierisie sttt 38
6.3.7 Tache des réSeauX de NEUIONES : ......cccoeiriiiiieisieisie et 39
6.3.8 Transformation et traitement de dONNEES ...........ccoriiriiiiiiieee e 40
6.3.9 AAPPIENTISSAGE ...ttt ettt b bbb bbbt b ettt 40
6.3.10  Avantages et INCONVENIENTS ..........ciiuririeiieisesie et 44

7 Evaluation des modéles ChimiOmMEBIIIQUES .......ceeiiieeieiiie ettt 45

7.1 L’objectif de I’EValtiation .........cccueiiieiieiie i 45

7.2 Taille et partition des ensembles des dONNEES.........cocvverririireinee e 45
7.2.1 Ensemble d’apprentissage (calibration) : ........cccoceviieiiiiiiniiiie e 46
7.2.2 Ensemble de validation : ..o 46
7.2.3 ENSEMDIE TEST I . it 46

7.3 Méthodes d’évaluation et de validation des modeéles chimiométriques : ..........cocovcvervenene 46
7.3.1 Validation interne ou validation en cours de modélisation : ..........ccccoceoviriciiinennnn 46
7.3.2 Validation externe ou validation SUr un JEU TeST & ........ccovvierereieiecee s 47

8 INdicateurs de PErfOIMANCE ........couiiiiite ettt 47

8.1 Racine de I’Erreur Quadratique Moyenne (REQM) ou RMSE pour Root Mean Square

Error 47

8.2 Erreur absolue moyenne (%) ou MAPE pour mean absolute percentage error................. 48

Chapitre 111. CYCLE DE VIE D'UNE METHODE ANALYTIQUE
1 DEFINITION .ottt b bbbt b bbb et et et n e nn e ens 49
2 Différentes phases du cycle de vie d’une méthode analytique..........cccovevrverererineniseneesee e 50

2.1 Sélection de 1a MELHOTE..........c.ooviiiicce e 50

2.2 Développement et OPtIMISALION..........cceieiriieieie e 50

2.3 LT T LA T o SO USSR 51

2.4 ULHISALION BN FOULINE ....veveeeiciecee et sttt a e re e sreenes 51

Chapitre 1V. VALIDATION DES METHODES CHIMIOMETRIQUES
1 DBFINITION .ottt 53
2 © o] 1= ! 1 | PSS 53

3 Catégorie de mEthodes d’analySe ........ccccveririeriiiiie e 53



TABLEAU DES MATIERES

4 ASPECES FEGIEIMENTAIIES. ... .e.eeeieeieiietisie ettt sttt et et eseeseeseetessesteneeeenes 53
5 Criteres de 1a Validation...........covoiiiiiiiiiiee bbb 54
51 Choix des critéres de 1a Validation.............cocviiiiiieiei s 54
5.2 Différents critéres de 1a validation ...........ccccooviiiiiereiecs e 54
521 SPECITICITE-SEIECTIVILE .......ovieiiiee s 54
522 LINBANTTE. ...ttt bbbttt bbbt e s 55
523 Fidélité (répétabilité et fidélité intermediaire)...........covvieiiiiiieiicccee 55
524 U SSE ettt et bt bt b et e b et enb e e nre e e 56
525 EXACHITUARS ...t ettt b b 56
5.2.6 Limite de déteCtion (LOD) ......cvviiiie et sttt s ns 57
5.2.7 Limite de quantification (LOQ)........cccuririiirieieieisiee e 57
5.2.8 INEIVALIE dE HOSAGE ... ecvveie ettt be e sreere e aesre s 58
5.2.9 SENSIDIIITE ... e 58

5.3 Revalidation de 1a MEtNOUE .........cceiveieicici e 58
PARTIE I1. PARTIE PRATIQUE.......ci ittt sttt 59
1 Présentation du ProQUIt...........cccieiiiiiiiieic ettt sbe b e besreeteste e e e sreeres 59
1.1 PROTUIT FIN. et ettt st e b e 59
111 Présentation du médicament ACTRON ........cccoiveiiiiiiiiiine e 59
1.1.2 Dénomination du MEAICAMENT..........cccviiiieieieieeeee e 59
113 Titulaire de 1’autorisation de mise sur le marché ...........ccccevvveviiiieiiiciiic e 59
114 Composition de médicament ACTRON ........cooiiiiiiiiiirie e 60
115 Posologie et mode d’adminiStration ...........c.ceveereieriereeeese e 60
1.1.6 (Of g1 g o Tor: 14T S PTT 60
117 Mise en garde et précautions d’empPloi.........ccccverirerierineene e 61
1.1.8 1 CcT o Tod 1T ST OSPRSSR 62
1.1.9 Fertilite/Grossesse/ AlIQIEMENT ..........cocoiiiiieieee e 64
1.1.10  EFfetS INESIFADIES ......oceiiiieieees et 65
L1011 SUIUOSAGE ...ttt stttk btttk bbbttt ettt b et nnen s 65
1,112 PharmacCOCINELIGUE .......cviueirieieieieieieie ettt 66

1.2 PriNCIPES ACtITS ANAIYSES ......oviiiiiieieiee et 67
121 Acide aCBtyISAHCYIIUE. ........cueieieieiee e 67
122 PArACATAMON ......viviiiiciee ettt b e b et re s ren e e 70

1.3 1] 5 = OSSPSR 73
131 0 U1 0 1=] 0 1= £SO PS 73
1.3.2 LOGICIEL. .. bbbt 73

1.4 REACTITS ...ttt e ettt b r s 74

2  Développement du protocole d’analyse par spectrophotométrie UV VISIBLE ............cccccoeeeee 75
2.1 Développement de la MéEthode de dOSAQE. .......ccveieiiiiieriiceeie e 75
211 Choix de 1a méthode de dOSAGE .......ccviveieiicicie st 75



TABLEAU DES MATIERES

2.1.2 CROIX U SOIVANL......ceiiiiiicie et nee e 75
Optimisation du protocole de préparation des solutions et choix des parametres de I’analyse
] L= - [P 77
e eV LT =[] o PSSRSO 80
4.1 Evaluation de la linéarité de la fonction de réponse..........ccovvrvervinciincieneeesee 00081
4.2 Evaluation de I'effet de MatriCe .......coieieiiiiiiie e 88
4.3 Evaluation de la stabilité des SOIULIONS...........ccoiiiiiieic e 90
4.4 Etude de I"interférence SPectrale ..........coiireeiiiieiiiinie e 94
(I ot ] | [T (=l [Ty (00T TSP 95
R0 =TTy o T d I SRR 101
6.1 Dosage de I’acide acétylsalicyliqUe.........cceiirieiiiiiiieiiiiee e s 101
6.2 D0sage du ParaCltamOl : .........ccuieiiieriiiee e 109
RESEAU U8 NEUIONE. ... ettt sttt sttt et e st b bt e st b nb et et e e be s et e ste bt e e enes 117
Validation des méthodes ChimiOMEALIIQUES. .........ccccveii e 133
8.1 Préparation des SOIULIONS.........ccciiiiirie s 133
8.2 ENregistrement deS SPECIIES .....c..ciiiiiii ettt sttt sre s re b nre s 135
8.3 Evaluation de 18 SEIECHIVITE .............ccvevevereereeeeeeeee ettt sen s 135
8.4 Evaluation de I’exactitude, de la fidélité et de 1a IGarité.........ocovvvrveeeeseeeeeeeeereneens 136
8.4.1 FONCLIONS 08 TEPONSE ...ttt ettt 136
8.4.2 PrEAICTIONS INVEISES ....euviveesieiieieetesie ettt sttt ettt ne e enes 136
8.4.3 Estimation de la justesse, de la fidélité et de I’erreur totale ...........ccoceviiiiiiicniennns 139
8.4.4 Profils d’eXactitude........cccuviiiieeiiec e 140
8.4.5 Interprétation des résultats et choix de la fonction de réponse..........cccoceevevevvenennenn, 143
8.4.6 Evaluation de la linéarité de 1a MEthOde...........ccoevrviiiiiiieee s 144

8.5 (00] a1 LT 1] [0 o FEU RO TPTPRTRRRRR 146



RESUME

Résumé

L'objectif de ce travail était le développement et la validation de méthodes chimiométriques
pour le dosage simultané de 1’acide acétylsalicylique et de paracétamol dans le produit fini

Actron (267mg/133 mg).

Deux modeéles chimiométriques ont été développées basées sur la méthode de la régression des

moindres carrés partiels (PLS1) et les réseaux neuronaux artificiels (ANN1).

La validation des modeles PLS1 a été réalisée grace a un jeu de test externe en présence des
excipients. Elle a montré que les modeles ont d’excellentes qualités prédictives avec des valeurs
de la racine de I'erreur quadratique moyenne RMSEP et de I'erreur moyenne absolue MAPE de
(0.463 ppm ; 3,212 %) et (0.120 ppm ; 1,987 %) pour I’acide acétylsalicylique et paracétamol,
respectivement. Les deux réseaux de neurones développés se sont révélés également tres
efficaces pour doser simultanément et de facon tres précise les deux principes actifs sans aucune
interférence des excipients. Les valeurs de RMSEP et de MAPE étaient de (0,429 ppm ; 2,708

%) et (0.152 ppm ; 2.471 %) pour I’acide acétylsalicylique et paracétamol, respectivement.

Les méthodes développées ont été ensuite validées, selon le protocole de la Société Francaise
des Sciences et Techniques Pharmaceutiques (SFSTP) de 2006, dans un domaine de validité
qui s’étend de 71.94 a 130% ppm et de 70 a 130 %ppm pour le dosage de 1’acide
acétylsalicylique et de paracétamol, respectivement. Ainsi, nous avons pu montrer qu’elles sont

sélectives, justes, fideles et linéaires.

Les méthodes développées sont respectueuses de 1’environnement, simples, directes et ne
nécessitent pas une séparation préalable de I’échantillon ou l'utilisation des instruments

sophistiqués.

En conclusion, la spectrophotométrie d’absorption dans 1’ultraviolet et le visible combinée aux
méthodes chimiométriques offre la possibilité de mesurer simultanément et de fagon tres
précise plusieurs analytes dans le méme échantillon, ce qui rend cette approche trés intéressante

pour I'industrie et la recherche.

Mots clés : Chimiométrie ; Spectrophotométrie UV visible ; Régression des moindres carrés
partiels ; Réseaux neuronaux artificiels ; Acide acétylsalicylique ; Paracétamol ; Analyse multi

composants.



ABSRTACT

Abstract

The objective of this work was the development and validation of chemometrics for the
simultaneous determination of acetylsalicylic acid and paracetamol in the finished product
Actron (267mg/133 mg).

Two chemometric models were developed based on partial least squares regression (PLS1) and

artificial neural networks (ANNL1).

The validation of the PLS1 models was performed with an external test set in the presence of
excipients. It showed that the models have excellent predictive qualities with root mean square
error RMSEP and mean absolute error MAPE values of ( 0.463 ppm; 3.212%) and (0.120 ppm;
1.987%) for acetylsalicylic acid and paracetamol, respectively.

The two neural networks developed were also found to be very effective in simultaneously and
very accurately dosing both active ingredients without any interference from excipients. The
RMSEP and MAPE values were (0.429 ppm; 2.708%) and (0.152 ppm; 2.471%) for
acetylsalicylic acid and paracetamol, respectively.

The developed methods were then validated, according to the protocol of the French Society of
Pharmaceutical Sciences and Techniques (SFSTP) of 2006, in a range of validity which extends
from 71.94 to 130% ppm and from 70 to 130 %ppm for the determination of acetylsalicylic
acid and paracetamol, respectively. Thus, we could show that they are selective, accurate,

faithful and linear.

The developed methods are environmentally friendly, simple, direct and do not require prior

separation of the sample or the use of sophisticated instruments.

In conclusion, ultraviolet and visible absorption spectrophotometry combined with
chemometric methods offers the possibility to measure simultaneously and very precisely
several analytes in the same sample, which makes this approach very interesting for industry

and research.

Keywords: chemometrics; UV visible spectrophotometry; partial least squares regression;

artificial neural networks; acetylsalicylic acid; paracetamol; multicomponent analysis.



