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INTRODUCTION

Comme le disait Paracelsus dans une citation devenue célébre dans le domaine de la
santé et du médicament, « Sola dosis facit venenum ». Littéralement « seule la dose fait le
poison » [1]. Ceci signifie que la nature des substances médicamenteuses actives et leurs
doses sont des parameétres capitaux qui déterminent leurs effets thérapeutiques et toxiques
[2]. Dans le monde de la sant¢ moderne et particulicrement celui de 1’industrie
pharmaceutique, le respect des bonnes pratiques de fabrication des produits finis chimiques ou
biologiques de santé est primordial dans la pérennisation de ’efficacité, de la qualité, et
surtout de la sécurité¢ de ces derniers durant toute leur durée de validité [3]. Par conséquent,
I’analyse qualitative et quantitative des médicaments suscite 1’intérét de plus en plus grand,
des chercheurs, des laboratoires auxquels ils sont affiliés, et autres agences gouvernementales
et non gouvernementales du contrdle des médicaments de par le monde [3] [4].

Si le médicament est généralement défini comme tout produit pharmaceutique, ayant
un principe actif et des excipients, employé a but curatif et préventif des maladies [2],
I’exigence du controle de son efficacité et de sa toxicité engagent la responsabilité des
industriels dans sa commercialisation [5][6].

Outre la satisfaction des besoins de sant¢ de la population et les bénéfices
économiques engendrés par leurs ventes, les laboratoires commercialisant leurs produits de
santé doivent assurer que leur usage est efficace, sir, et respecte les normes de 1’assurance
qualité. Le controle de la qualit¢ répond a ses exigences réglementaires en employant
différentes méthodes de dosage. Ceci dit, afin qu’une méthode de dosage analytique soit
employée a bon escient, une validation de cette derniere au préalable est inconditionnellement
requise [5].

Le but final de toute validation est de confirmer la qualit¢ de la méthode analytique [5].
Ceci dit, la validation des méthodes de dosage par HPLC ont fait objet de plusieurs
recherches. Celles d’Hubert et al. (2006) et de Feinberg et al. (2011) sont représentatives dans
ce domaine. On reléve que dans leurs travaux, ils se sont appuyés réguliérement sur les
Guides techniques de la SFSTP qui consiste au déploiement d’un outil de décision statistique
connu sous la dénomination de profil d’exactitude, ¢élaboré par 1’approche harmonisée en
2006. Cet outil de décision est toujours d’actualité [7].

Cependant I’approche capabilité se voit attribué une importance de plus en plus grande
dans ce domaine apres avoir conquis plusieurs autres domaines industriels [7], [8], [9]. Un des
objectifs de notre travail est I’application en laboratoire de cette nouvelle approche élaborée
par la SFSTP dans le domaine du médicament. Nous justifierons un tant soit peu son

utilisation et éventuellement son utilité dans la validation des méthodes de dosage. C’est dans
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cet esprit que nous entreprenons cette nouvelle approche de validation dans le dosage du
médicament.

L’application du protocole SFSTP-2010 nous permettra-t-elle d’obtenir des résultats
satisfaisants les exigences et les performances requises dans cette approche de capabilité et
Justifiera-t-elle ainsi son utilit¢ dans la validation de méthode de dosage ? Telle est la
problématique posée.

Dans notre étude nous nous sommes focalisés davantage sur la validation de la
méthode de dosage (en appliquant le protocole SFSTP-2010) par HPLC de la Lamotrigine
dans des comprimés de 5 mg.

Afin d’apporter une réponse a cette problématique posée et de valider la méthode de
dosage de la Lamotrigine par HPLC, nous avons réparti notre travail en deux (02) parties.

La premicre partie est théorique. Elle est subdivisée en trois chapitres :
e Chapitre I : Lamotrigine
e Chapitre II : Validation analytique.
e Chapitre III : Capabilité.

Quant a la seconde partie de cette recherche, elle est consacrée a 1I’expérimentation. Nous
présenterons dans un premier temps le matériel et les méthodes utilisées avant d’exposer les
résultats et la discussion. Cetteest suivie par une conclusion qui fera la synthése sur la validité
de la méthode de dosage de la Lamotrigine dans les comprimés de 50 mg, qui est le
médicament sur lequel la validation a été pratiquée. Il est évident que cette synthése se fera
sur la base des résultats et de la discussion en intégrant les notions théoriques expliquées dans

la premiére partie.
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L’objectif principal de notre étude effectuée au sein du laboratoire de chimie analytique du
département de pharmacie a 'UMMTO est de valider une méthode de dosage pour la
Lamotrigine dans des comprimés de 50 mg par chromatographie liquide haute performance
(HPLC) en utilisant 1’approche capabilité qui repose sur I’estimation du risque de non-
conformité d’une caractéristique d’un produit.

Outre cet objectif principal, les objectifs secondaires assignés a ce travail sont :

- Savoir manipuler les différentes verreries de laboratoire ;

- Etablir un protocole de validation, et ce en fonction des caractéristiques du principe actif
utilisé.

- Réalisation d’une analyse chromatographique par HPLC.

- Maitrise des différents outils statistiques utilisés en validation des méthodes analytiques

- Validation de la méthode de dosage selon 1’indice de capabilité apreés analyse des résultats.
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1. Définition :

La Lamotrigine, 6-(2,3-Dichlorophenyl) -1,2,4-triazine-3,5-diamine, dérivé phenylthriazine
(LTG) est un antiépileptique de deuxiéme génération efficace dans les épilepsies généralisées
et partielles. Devant son large spectre antiépileptique et son bon profil de tolérance, la
Lamotrigine est devenu progressivement un antiépileptique prescrit en premicre intention
[10].

Le profil pharmacocinétique de la Lamotrigine est favorable toutefois, en cas de sa
prise concomitante avec des médicaments antiépileptiques inducteurs enzymatiques et des
contraceptifs oraux, ses concentrations plasmatiques peuvent diminuer avec potentiellement
un impact sur son effet thérapeutique

La LTG est particulierement prescrite pour le traitement d'épilepsie des femmes en age
de procréer et des femmes enceintes car son potentiel tératogéne sera faible par rapport a
d'autres alternatives thérapeutiques [10].

Cl
Cl

e Formule brute : CoH;Cl,N;

e CAS :84057-84-1

e Solubilité dans I’eau : 170 mg/L

e Masse molaire : 256.09 g/mol

o Logpka: 25

e Classe pharmaceutique : Anticonvulsivant

Médicaments contenant du Lamotrigine: Lamictal® [11]

2. Propriétés physico-chimiques
2.1. Aspect organoleptique

Comprimé dispersible ou a croquer.

Comprimé rond blanc a blanchatre avec une odeur de cassis. Une face a un bord biseauté et
marqué « LTG ». L'autre face est marquée par deux super ellipses. Les comprimés peuvent
étre 1égerement marbrés [12].
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2.2. Solubilité

Le principe actif lamotrigine est trés faiblement soluble dans 1’eau et faiblement soluble dans
les acides forts [13].

3. Propriétés pharmacologiques
3.1. Propriétés pharmacocinétiques

La lamotrigine présente une pharmacocinétique linéaire de premier ordre [10].

3.1.1. Absorption

La lamotrigine est treés rapidement et complétement absorbée au niveau gastro-intestinal avec
un effet de premier passage hépatique négligeable. Il est & noter que le bol alimentaire retarde
le pic de concentration plasmatique d’environ 1h30 [12].

3.1.2. Distribution

Le volume de distribution est compris entre 1,25 et 1,47 L / kg et la liaison aux protéines est
d'environ 55%. La demi-vie de la lamotrigine est comprise entre 24,1 et 35 heures chez les
adultes, mais peut étre modifiée par des médicaments inducteurs et inhibiteurs enzymatiques.
Les essais cliniques n'ont montré aucune preuve d'auto-induction ou de métabolisme
saturable. Les jeunes enfants (0,17 a 5 ans) ¢éliminent la lamotrigine plus rapidement que les
enfants plus agés (5 a 10 ans). Les enfants peuvent étre plus sujets a 1'induction enzymatique
que les adultes [14].

3.1.3. Métabolisme

La lamotrigine est métabolisée de facon trés importante au niveau du foie, en subissant une
oxydation et une glucuroconjugaison. Son métabolisme peut étre affecté¢ par 1’utilisation
concomitante d’autres antiépileptiques en particulier les effets inducteurs qui accélérent son
métabolisme. En fonction de I’association avec un autre antiépileptique, les posologies
doivent étre ajustées [10].

3.1.4. Elimination

La clairance plasmatique apparente chez le sujet sain est d'environ 30 ml/min. La clairance de
la lamotrigine est initialement métabolique avec 1'¢élimination consécutive de dérivés
glucuronoconjugués dans les urines. Moins de 10 % sont excrétés inchangés dans les urines.
Seulement 2 % environ des métabolites sont excrétés dans les feces.

La clairance et la demi-vie d'élimination sont indépendantes de la dose administrée. La demi-
vie plasmatique apparente chez le sujet sain est estimée a approximativement 33 heures
(valeurs limites allant de 14 a 103 heures). Dans une étude chez des sujets atteints du
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syndrome de Gilbert, la clairance apparente moyenne a été réduite de 32 % par rapport au
groupe contréle, mais les valeurs sont restées dans les valeurs limites de la population
générale.

La demi-vie de la lamotrigine est grandement affectée par les co-médications. La demi-vie
moyenne est réduite approximativement a 14 heures avec des inducteurs de la glucuronisation
comme la carbamazépine et la phénytoine et augmente a 70 heures en moyenne quand la
lamotrigine est administrée avec du valproate seul [12].

3.2. Propriétés pharmacodynamiques

L’activité de la lamotrigine est généralement rattachée a son action sur les canaux voltage-
dépendants (pré- et post synaptiques), en stabilisant les membranes neuronales. Elle inhibe
¢galement la libération du glutamate (excitateur) lors des potentiels répétés.

Les études pharmacologiques ont montré que la lamotrigine n’interagissait pas avec les
principaux récepteurs (et en particulier avec le récepteur NMDA) ou neurotransmetteurs de
I’organisme mis a part une faible inhibition du récepteur SHT3. Par ailleurs, la lamotrigine
serait un inhibiteur de la dihydrofolate réductase [12].

4. Mécanisme d’action

Les résultats d'é¢tudes pharmacologiques suggerent que la lamotrigine bloque les canaux
sodium voltage-dépendants. Cela inhibe l'activation répétitive et soutenue des neurones et
inhibe la libération du glutamate (le neurotransmetteur qui joue un rdle clé dans la genese des
crises d'épilepsie). Ces effets contribuent probablement aux propriétés anti-convulsivantes de
la lamotrigine.

A l'inverse, les mécanismes par lesquels la lamotrigine exerce son action thérapeutique sur les
troubles bipolaires n'ont pas été établis, bien que les interactions canaux sodium voltage-
dépendants soient probablement importantes [12].
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Figure 02 : Mécanisme d'action de la Lamotrigine [16].

5. Toxicité

Les données non cliniques issues des études conventionnelles de pharmacologie de sécurité,
toxicologie en administration répétée, génotoxicité, cancérogénese n'ont pas révélé de risque
particulier pour I'homme.

Dans les ¢tudes sur la toxicité de reproduction et développementale chez les rongeurs et les
lapins, aucun effet tératogéne mais une réduction du poids feetal et un retard de l'ossification
du squelette ont été observés, a des niveaux d'exposition inférieurs ou similaires a l'exposition
clinique attendue. Etant donné que des niveaux d'exposition supérieurs ne peuvent étre testés
chez I'animal en raison de la sévérité de la toxicité maternelle, le potentiel tératogénique de la
lamotrigine n'a pas été caractérisé au-dela de l'exposition clinique.

Chez les rats, une augmentation de la mortalité foetale et post-natale a été observée lorsque la
lamotrigine a ét¢ administrée durant la phase tardive de la gestation et pendant la période
post-natale précoce. Ces effets ont été observés a l'exposition clinique attendue.

Les expériences animales n'ont pas révélé de baisse de la fertilité par la lamotrigine. La
lamotrigine a réduit les taux d'acide folique feetal chez les rats. Un déficit en acide folique est
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connu pour étre associé a un risque accru de malformations congénitales chez 1'animal comme
chez les humains.

La lamotrigine a provoqué une inhibition dose-dépendante du courant a I'extrémité des canaux
hERG dans les cellules rénales embryonnaires humaines. La CI50 a été environ 9 fois
supérieure a la concentration maximale sans effet thérapeutique. La lamotrigine n'a pas
provoqué de prolongation de l'espace QT chez I'animal a des expositions allant jusqu'a 9 fois
la concentration maximale sans effet thérapeutique. Dans un essai clinique, il n'y a eu aucun
effet cliniquement significatif de la lamotrigine sur l'espace QT chez des adultes volontaires
sains.

La plupart des cas rapportant des expositions a la lamotrigine ont observé une toxicité légere
ou nulle ; cependant, des expositions importantes ont €té associées a une dépression sévere du
SNC, des convulsions, des retards de conduction cardiaque, une tachycardie complexe large et
la mort. Chez les adultes dont la concentration sérique est> 25 mg / L, une toxicité sévere peut
survenir. Chez les patients agés de < 3,5 ans, l'ingestion de > 525 mg peut entrainer une
dépression sévere du SNC et des convulsions [12].

6. Effets Indésirables

Les risques les plus importants avec la lamotrigine sont :

- les effets indésirables cutanés graves, a type de Steven Johnson et syndromes de Lyell, plus
particuliérement chez les enfants.

- les réactions d’hypersensibilité, qui peuvent se manifester par une fievre, un malaise, des
symptdmes grippaux, une somnolence, une lymphadénopathie, des cedémes faciaux et
quelquefois par des dysfonctionnements hépatiques, une leucopénie et une thrombopénie. La
conjonction avec une éruption cutanée est possible.

- des effets plus généraux a type d’cedéme de Quincke, photosensibilité, diplopie, vision
trouble, conjonctivite, étourdissement, somnolence, insomnie, maux de téte, ataxie,
nystagmus, tremblements, fatigue, nausées, vomissements, irritabilité, agression,
hallucination, agitation et confusion.

- des effets hépatiques [10].

7. Situations a risque ou déconseillées

En raison de la toxicité cutanée de la lamotrigine qui peut apparaitre au cours de la mise en
place du traitement, il est nécessaire de respecter strictement les doses initiales prescrites, les
adaptations posologiques et les délais d’augmentation de posologie. En effet, I’augmentation
trop rapide des doses ou une dose initiale trop importante favorise largement la survenue de
ces réactions cutanées (principalement au cours des huit premiéres semaines de traitement).

Par ailleurs, les réactions cutanées sont plus fréquentes chez 1’enfant que chez ’adulte, ce qui
justifie de réserver ce traitement aux formes séveres des épilepsies partielles ou généralisées,
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réfractaires aux thérapeutiques antiépileptiques habituelles. Enfin, la toxicité cutanée doit
conduire a éviter 1’association de la lamotrigine avec des antiépileptiques également toxiques
au niveau cutané, comme 1’acide valproique.

La survenue d’une toxicité cutanée ou allergique doit conduire a I’arrét de la lamotrigine et a
sa contre-indication.

L’utilisation de la lamotrigine est possible pendant la grossesse. La supplémentation par
I’acide folique quatre semaines avant la conception et huit semaines apreés ne semble pas avoir
d’effets sur les folates. Une surveillance clinique est nécessaire puisqu’une diminution de ses
concentrations plasmatiques est possible au cours de la grossesse [10].

8. Interactions médicamenteuses

Ce médicament ne doit pas étre associé au millepertuis : risque de diminution de sa
concentration dans le sang et de son efficacité.

La mise en route ou l'arrét d'une contraception orale (pilule) peut déséquilibrer le traitement
et, selon les cas, nécessiter une augmentation ou une réduction de la dose d'antiépileptiques.

I1 peut interagir avec le valproate de sodium et les autres antiépileptiques : le médecin en tient
compte dans sa prescription. Ne modifiez jamais votre traitement sans avis médical [15].
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Dans les industries chimiques, pharmaceutiques et autres secteurs industriels ou la
chimie analytique est omniprésente, les méthodes analytiques sont obligatoires pour tous
produits manufacturés. Si la qualité d’une méthode analytique est douteuse, la décision basée
sur les données obtenues par le contréle qualité de la valeur vraie de 1’échantillon (produit
fini) soumis a I’analyse, en utilisant cette procédure analytique peut étre déclarée non
conforme. Cependant la démonstration qu’une méthode analytique est capable de quantifier
d’une maniere exacte est d’'une grande importance pour assurer la qualité, la sécurité du
produit fini
La validation n’est pas uniquement exigée par les autorités réglementaires (ICH) ou
pour accéder a I’accréditation (ISO 17025), mais elle est aussi la phase ultime avant son
utilisation dans la routine
La validation de la méthode analytique doit apporter la confiance pour les laboratoires

dans les résultats qui seront trouvés et qui seront utilisés pour prendre des décisions critiques

qui correspondent a différentes situations [17].

Définitions

< Selon la norme ISO17025 : La validation est « La confirmation par examen et apport de
preuves objectives du fait que les exigences particuliéres en vue d’une utilisation prévue
déterminée sont remplies » [18].

< Selon la FDA : « Valider une méthode consiste a démontrer, avec un degré de confiance
¢levée et sous une forme documentée que la méthode permet d’obtenir un résultat
analytique qui atteint les spécifications a 1’avance » [19].

< Selon 1 ’ICH Q2A : « L’objectif d’une procédure analytique est de démontrer qu’elle est
appropriée a I’usage auquel elle est destinée » [20].

< Selon la pharmacopée américaine : « Processus par lequel il est établi, par des études au
laboratoire, que les caractéristiques de performance d’une méthode satisfont aux
exigences pour ses applications analytiques prévues » [21].

2. But de la validation

— Démontrer que les résultats obtenus correspondent a 1’usage pour lequel elle est prévue.

— Estimer la fidélité, le biais ou la justesse d’une méthode.

— Certifier que chaque procédure routiniére produite est comprise dans une limite

d’acceptation adéquate au type de procédure analytique et au produit concerné.
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— Minimiser le risque associé a I'utilisation de la méthode analytique validée [22].

3. Procédures analytiques a valider
Toutes les procédures analytiques doivent étre validées.
Selon les normes EN-NF-ISO /CEI doivent étre validé au laboratoire :
— Les différentes méthodes congues et développées au sein du laboratoire ;
— Les méthodes normalisées employées en dehors de leurs domaines d’application
prévues ;
— Les applications et les modifications de méthodes normalisées ;
— Les procédures de la Pharmacopée Européenne et la Pharmacopée Américaine doivent
étre considérées comme validées [23].
4. Aspect réglementaire et normatif
Les procédures de validation analytiques sont décrites dans les principaux référentiels
suivants : [24].
4.1 Documents ISO 17025
Exigences générales concernant la compétence des laboratoires d’étalonnages et d’essais ;
ISO 5725 Exactitude (justesse et fidélité) des résultats et méthodes de mesure.
4.2 Documents ICH
e [CH Q2A: text on validation of analytical procedures “definitions and terminology”1995.
e [CH Q2B: text on validation of analytical procedures “methodology”’1997.
e ICH Q2(R1): validation of analytical procedures text and methodology (2005).
4.3 Documents de la FDA (guidance of industry)
e Validation of chromatographic methods. FDA — November 1994.
e Validation of Bioanalytical Method (2001)
e Analytical Procedures and Methods Validation. Guidance for Industry (Draft
guidance). July 2015.
e Analytical Procedures and Methods Validation for Drugs and Biologics. Guidance
for Industry July 2015.
4.4 Documents des commissions de la SFSTP
e SFSTP « guide de validation, rapport d’une commission SFSTP »
- Méthodologie (1992)
- Exemples d’application (1992)
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e SFSTP «dosage dans les milieux biologiques par des méthodes chromatographiques »
(1997).

e SFSTP « validation des procédures analytiques : harmonisation des démarches »

- Partie I : généralités, parues dans STP Pharma Pratique en 2003

- Partie II : statistiques, parues dans STP Pharma Pratique en 2006

- Partie III : exemples d’application :

+ Parus dans STP Pharma Pratique en 2006
+ Parus dans Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis en 2008
e SFSTP « analyse des performances d’une méthode analytique Evaluation des risques lors
d’une utilisation en routine » (2011).
5. Criteéres de la validation analytique
5.1.Spécificité/Sélectivité

— Selon la norme ISO 17025 : Une procédure d’analyse est dite « spécifique » lorsqu’elle
permet de garantir que le signal mesuré provient seulement de la substance a analyser. I1
s’agit de démontrer que la ou les substance(s) quantifiée(s) au sein de la matrice sont bien
le ou les analyte (s) recherché(s) [18].

— Selon 'ICH Q2RI : La spécificité est la propriété qui fait qu'une méthode d'analyse rend
compte sans ambiguité de la substance analysée en présence d'autres composantes
normalement présentes. Ces derni¢res peuvent inclure des impuretés, des produits de
dégradation, la matrice, etc. [21].

Si une méthode d'analyse est insuffisamment spécifique, cette déficience peut étre compensée

par la spécificité de 1'une ou de plusieurs des autres analyses complémentaires.

Cette définition renvoie a plusieurs aspects :

o Identification : Il s'agit de vérifier l'identité de la substance analysée.

e Pureté : 1l s'agit de vérifier si les analyses permettent de déterminer avec exactitude la
teneur en impuretés de la substance analysée (recherche des substances apparentées,
métaux lourds, résidus de solvants, etc.)

e Dosage (teneur ou activité) : Il s'agit d'obtenir un résultat indiquant exactement la
concentration ou l'activité de la substance analysée dans 1'échantillon [21].

5.2. Exactitude
— Selon la norme ISO 17025 : I’exactitude sera déterminée par comparaison d’une valeur
de concentration théorique avec la valeur expérimentale. En général exprimée sous

forme de% de recouvrement. Cette évaluation devra étre confirmée sur 9 préparations
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minimum (en général 3 préparations sur 3 niveaux) en recouvrant la gamme de
validation [18].
Selon I’'ICH Q2R1 : L'exactitude correspond au degré de concordance entre la valeur de
la méthode obtenue et la valeur de référence ou la valeur considérée comme véritable par
convention. L'exactitude est confondue avec la justesse [21].

5.3. Linéarité
Selon la norme ISO 17025 : Capacité d'une méthode d'analyse, a l'intérieur d'un certain
intervalle, a fournir des résultats proportionnels a la quantité en analyte a doser dans
I'échantillon pour laboratoire [18].
Selon I’'ICH Q2R1 : La linéarité d'une méthode d'analyse est sa capacité de donner des
résultats qui sont directement (a l'intérieur de certaines limites) proportionnels a la
concentration (quantité) de la substance analysée dans un échantillon [21].

5.4.Fidélité

Selon la norme ISO 17025/ ICH Q2R1 : La fidélité¢ exprime 1’étroitesse d’accord entre

plusieurs résultats d'essai issus d’'un méme échantillon homogéne dans des conditions

prescrites [18] [21].

e Conditions de répétabilité : conditions ou les résultats d'essai indépendants sont
obtenus par la méme méthode sur des individus d'essai identiques dans le méme
laboratoire, par le méme opérateur, utilisant le méme équipement et pendant un
court intervalle de temps.

o Fidélit¢ intermédiaire : Reproduire la partie répétabilité (ou exactitude) dans le
méme laboratoire en y incluant plusieurs parameétres extérieurs changeant, par
exemple : technicien différent, jour différent et/ou équipement différent.

e Conditions de reproductibilité : conditions ou les résultats d'essai sont obtenus par
la méme méthode sur des individus d'essais identiques dans différents laboratoires,
avec différents opérateurs et utilisant des équipements différents.

5.5. Justesse

Selon la norme ISO 17025 : La justesse exprime la différence entre la valeur moyenne

obtenue a partir d'une large série de résultats d'essais et une valeur de référence. Elle

est déterminée par rapport a un matériau de référence certifi¢ (MRC). En l'absence de

MRC, une valeur qui est acceptée comme une valeur conventionnellement vraie peut

étre utilisée [18].

Selon I’ICH Q2R1 : confondue avec 1’exactitude [21].
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5.6. Sensibilité

Selon la norme ISO 17025 : La sensibilité d’une procédure d’analyse peut étre définie
comme ¢étant le rapport de la variation de la réponse de la méthode d'analyse a la
variation de la quantité d’analyte [18].

Selon I’ICH Q2R1 : non définit.

5.7. Limite de détection

Selon la norme ISO 17025: Limite de Détection, correspond a la plus petite
concentration de la substance pouvant étre détectée, mais non quantifiée, dans les
conditions expérimentales décrites de la méthode. Autrement dit, il s'agit de la limite
en-dessous de laquelle 1’analyte est considéré comme « non détecté » [18].

Selon 'ICH Q2R1: La limite de détection dune méthode d'analyse individuelle
correspond a la plus faible quantité de la substance analysée que la méthode permet de
détecter, sans nécessairement fournir la valeur exacte [21].

5.8. Limite de quantification

Selon la norme ISO 17025 : Limite de Quantification, correspond a la plus petite
concentration de la substance pouvant étre quantifiée avec une incertitude acceptable,
dans les conditions expérimentales décrites de la méthode [18].

Selon 'ICH Q2R1 : est la concentration la plus basse quantifiable. Les seuils seront
déterminés en analysant la substance a des concentrations de plus en plus faibles
jusqu’a ses limites [21].

5.9. Robustesse

— Selon la norme ISO 17025 : qualité¢ d'une méthode capable de donner des résultats

d'une exactitude et d'une précision acceptables dans des conditions diverses [18].

— Selon 'ICH Q2R1 : La robustesse d'une méthode d'analyse est une mesure de sa

capacité a supporter sans conséquence de petites variations apportées délibérément
aux parametres de la méthode ; elle donne une idée de la fiabilité de la méthode dans
les conditions normales d'utilisation [21].
5.10. Stabilité des solutions
Selon I’ICH Q2RI : Les essais de stabilité¢ fournissent des données sur la maniére dont la
qualité d’un produit pharmaceutique varie en fonction du temps et sous 1’effet de divers
facteurs environnementaux (la température et 1’humidité). Ceci permet de définir, les

conditions de conservations et de déterminer la durée de validité des produits.
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Les études de stabilit¢ doivent étre menées sur toutes les dimensions et types de
conditionnements prévus pour la mise sur le marché du produit [21].

6. Les différentes approches de la validation analytique

6.1. Approche descriptive
L’approche descriptive consiste a définir les critéres qui servent a valider le dosage, estimer
ces critéres et comparer ces estimations aux limites fixées. C’est le type le plus communément
utilisé. 11 existe différentes fagons de valider une méthode analytique par ses critéres de
performance. Deux critéres reviennent automatiquement, ce sont la fidélité et la justesse. La
fidélité se mesure soit par un écart type, soit par un coefficient de variation. Plus 1’écart type
ou plus le coefficient de variation est ¢levé et moins la méthode de dosage est fidele. La
justesse se mesure par le biais. Plus le biais est ¢levé et moins la méthode de dosage est juste
[23].
L’approche descriptive a pour avantage principal d’étre facile a procédurer. En contrepartie,
elle ne permet aucune gestion du risque si elle est utilisée seule. Des méthodes peu
performantes peuvent en effet passer les critéres d’acceptation sans assurer une réelle validité
de la méthode [24].

6.2. Approche globale
L’approche globale se base sur des critéres décisionnels objectifs, comme par exemple,
I’estimation des limites dans lesquelles se trouve le résultat par rapport a la vraie valeur, ou
bien, les limites dans lesquelles se trouve la vraie valeur par rapport au résultat. La
confrontation de ces limites aux limites imposées en routine, permet de valider ou de rejeter la
méthode de dosage. A partir de 2003, La SFSTP propose une alternative a la méthode
descriptive de validation de méthodes de dosage [25]. De nouvelles approches doivent étre
recherchées, comme par exemple, la validation de la méthode de dosage en utilisant le profil
d’exactitude comme outil de décision [26]. Une bonne méthode de dosage doit pouvoir
quantifier, les quantités inconnues de la substance que le laboratoire aura a déterminer, le plus
exactement possible. D’une autre facon, que la différence entre le résultat rendu et la vraie
valeur non connue de 1’"échantillon soit la plus petite possible, et au moins inférieur a une
limite d’acceptation fixée par ’analyste en fonction de la finalit¢ de la méthode telle qu’elle
sera utilisée en routine [23].

6.3.Approche capabilité
La capabilité est un indicateur qualité largement utilis¢ dans 1’industrie pour analyser la
performance d’une méthode analytique en routine. Les indices de capabilité sont calculés afin

d’évaluer si le procédé a 1’étude est capable de fournir des unités conformes suffisantes. Par
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analogie, les indices de capabilité pourraient donc étre utilisés pour évaluer si la méthode
analytique seule est en mesure de fournir suffisamment de résultats conformes et vérifier si
une méthode est adaptée a 1’'usage auquel elle est destinée.

En outre, la capabilit¢ des méthodes analytiques peut également étre utilisée pour évaluer les
risques inhérents aux transferts de méthodes analytiques afin d’augmenter ou de diminuer la
charge de travail de transfert de méthodes [27].

7. Etapes de la validation analytique

Toute validation d’une méthode d’analyse nécessite une méthodologie rigoureuse. Par
conséquent, chaque étape doit étre scrupuleusement exécutée afin d’avoir les meilleurs
résultats escomptés.

La validation requiert au préalable un mode opératoire a appliquer et une définition des
parametres que 1’on veut mesurer. Ensuite déterminer la gamme de concentrations (le
domaine analytique de validation) ainsi qu’une valeur minimale d’acceptabilité consensuelle
qui est le but de notre démarche. Puis sélectionner des standards de validation avec une valeur
de référence établie et choisir un plan d’expérience de validation. De plus planifier
I’expérience d’étalonnage en cas de méthode indirecte. Une fois les données de cette dernicre
collectée, calculer les résultats par étalonnage inverse.

Calculer les écarts types de fidélité, de fidélité intermédiaire et les biais de justesse, utiliser un
outil de décision qui convient a la méthode analytique envisagée.

Enfin interpréter les résultats obtenus et juger si la méthode est valide, ou invalide, en
d’autres termes si cette derniére comporte un risque est non adéquate aux spécifications
[6][28].

8. Etude statistique de la validation

L’ICH Q2(R1) a décrit plusieurs parametres de validation d’une méthode de dosage
analytique dont : la spécificité, la linéarité, la fidélité, la justesse et la limite de quantification
et de détection. Ce guide étant principalement descriptif, la SFSTP a donc élaboré une
méthodologie statistique complémentaire a la description des paramétres cités précédemment.
Le protocole de validation qui sera sélectionné selon le guide de la SFSTP 2006 déterminera
le nombre des standards d’étalonnage (SE) et des standards de validation(SV) sur lequel les
essais seront effectués. Il est a noter que i représentera I’indice de série, j I’indice de niveau de

concentration et k 1I’indice de répétition [29].
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Tableau I : Choix du nombre de standards d’étalonnage et de validation en fonction du

protocole choisi [29].

Standards Niveau d.e Protocole
concentration Vi1 V2 V3 V4 V5
Bas 2 2
Sans Ia matrice Médian P 2 P
Haut 20 2 20 2
Bas 2 2
SE. Etalonnage Médian 2 2@ 2@
Avec la matrice Haut 2@ 2 2
Additif 20
L Bas 3 3 3 3 3
SV. Valldatl‘on Meédian 3 3 3 3 3
Avec la matrice
Haut 3 3 3 3 3
Nombre minimum de séries 3 3 3 3 3
Nombre total d’essais 33 45 39 63 45

1 : Sélection d’un niveau de concentration supérieure a la concentration cible pour I’étalonnage (exemple : 120% de la concentration cible).

2 : Suppression possible du niveau de concentration médian pour I’étalonnage sur la base du modéle de régression retemu pour exprimer la fonction de

réponse (exemple : modéle plus simple comme le modéle mathématique des moindres carrés). Dans ce cas, le nombre total est de 39 essais pour les

protocoles V2 (sans matrice) et V5 (avec la matrice). Le nombre d’essais est de 51 pour le protocole V4.

3 : Addition d’un niveau de concentration supplémentaire pour une fonction de réponse nécessitant un modéle plus complexe (exemple :

logistique a quatre paramétres).

fonction

Le guide SFSTP 2003 suggere un logigramme concis pour choisir un protocole de validation,
dont dépendra impérativement la préparation des SE et SV. Il faudra notamment prendre en
compte la nécessité et les caractéristiques de la méthode de dosage qui sera évaluée

ultérieurement.

| Protocole V5 |

Protocole V4 _| Protocole V3 I

| Protocole V2 I

Y

Prévalidation

| Protocole V1 I

Tester les modéles de regression sélectionnés (SE) et estimer la justesse et la fidélité par niveau de concentration (S

VY

’ - v

L

l

Sélectionner le profil répondant a l'objectif de la procédure

| Construire et analyser les profils d'exactitude obtenus




CHAPITRE II Validation des méthodes analytiques

Figure 03 : Choix d’un protocole de validation [29].
SE : standard d’étalonnage. SV : standard de validation

8.1 Spécificité/Sélectivité
L’étude statistique de la spécificité peut Etre réalisée avec deux approches, la premicre est
empirique, la seconde est statistique.
8.1.1. Approche empirique

Cette approche consiste a préparer et a analyser différents types de solutions avant d’entamer
I’étude de spécificité.

— Une solution placebo (sans principe actif)

— Une solution standard (avec un standard a 100%) (Par rapport a la concentration

théorique).
— Une solution échantillon (forme reconstituée a 100%) (par rapport a la concentration
théorique).
Les résultats obtenus doivent suivre une logique comme suit, la solution placebo dans un cas
normal doit donner une réponse nulle.
Quant aux signaux des deux solutions standards 100% et échantillon 100% ils doivent étre
similaires en termes de temps de rétention et d’air du pic [28].
8.1.2. Approche statistique

La droite obtenue avec les standards de validation sera comparée avec celle obtenue a partir
des standards d’étalonnage.
La comparaison de la pentea;de la droite de régression D1 de la gamme standard avec la
pente ade la droite D2 de la gamme de validation, connaissant 1’écart type fait sur ajet

arespectivement (oalet 6a2) permettra d’appliquer le test t de Student comme suit

lay — ay|

tealeuts = 7

Le tcalculé est comparé a la valeur t°(a ; ni+ n-4) lue sur la table de Student, a étant le
risque d’erreur accepté (5%). n; et n, tailles des échantillons réalisés sur les deux gammes et
n;+ n;-4 le degré de liberté

Si tearcuie < t° : les pentes sont comparables. L’absence d’effet matrice, la méthode est

Spécifique [30].
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8.2. Fonction de réponse
8.2.1. Protocole
L’¢établissement de la relation entre la réponse instrumentale Y et (concentration) de 1’analyte
X se fait apres avoir rassemblé les résultats des expériences opérées sur les standards
d’étalonnage (SE) [30].
8.2.2. Etude Statistique
La relation entre les réponses expérimentales et les concentrations est définie par une fonction
f qui doit étre strictement monotone soit strictement croissante ou bien strictement
décroissante sur I’intervalle de dosage déterminé.

Y=fX) +¢
€ : Perreur associée a la fonction de réponse dénommé erreur résiduelle.
L’¢évaluation des parametres du modéle se fera dans le but de réduire I’erreur résiduelle en
ajustant la fonction de réponse.
Les fonctions de réponse utilisées pour la validation d’une méthode de dosage sont diverses et
chacune est employée pour un type de méthode particulier. Si c’est une méthode
physicochimique le choix se portera régulierement sur une fonction linéaire, par conséquent
sa représentation sera une droite passant par 1’origine ou non. Si c’est une méthode bio-
analytique il faudra utiliser une fonction quadratique. Quant aux immuno-dosages, il est
recommandé d’utiliser les fonctions logistiques a 4 ou 5 parametres [30].
Le tableau II ci-dessous énumeére quelques exemples de fonctions de réponses.

Tableau II : Exemples de fonction de réponse [30].

Type Equation Paramétres Linéaire
Dro‘lt? passant par Y = px Pente B Oui
I’origine
e 3 Porioi .
Fonction linéaire Y =a+pX Ordonn;eelilte (érlgme « Oui
Fonction quadratique Y = a+pX +vyX? a, B,y Oui
. e \ 6—a
FOIlCthIl‘ logistique a Y=a+ P aBy,0 Non
4 paramétres 1+ (—)
N
Yoas—2"C
Fonction logistique a QT
B
5 paramétres 1+ [(i) ] a By 0¥ Non
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8.3. Alignement des observations

8.3.1. Protocole

L’alignement consiste a transformer les réponses observées afin de les positionner sur la
concentration moyenne. Compte tenu de 1’indépendance des pesées, cette €tape est essentielle
car les quantités introduites, pour un niveau de concentration, ne sont pas équivalentes pour
toutes les séries.

Cette démarche est exigée pour le calcul de variance (évaluation de la répétabilité et de la
fidélité intermédiaire) [30].

8.3.2. Etude statistique

L’alignement s’applique aux réponses obtenues avec les échantillons de validation en utilisant
les équations ou fonction de réponses obtenues avec les standards d’étalonnage qui peuvent
étre réalisés sans la matrice (en I’absence d’effet matrice prouvée) ou avec la matrice, utilisés
pour évaluer les différentes fonctions de réponse y = f(x) afin d’effectuer les prédictions
inverses.

L’interpolation a pour objectif d’ajouter a la réponse observée la différence entre la valeur de
la fonction de réponse considérée a la concentration moyenne et la valeur de cette fonction a
la concentration introduite.

Pour nij répétitions du niveau de concentration j de la série i I’alignement se traduit par la

relation :

Yijke = Yije T f(?ij)—f(xlﬂc)

Le tableau III ci-apres définit les régles d’alignement des réponses pour les fonctions usuelles.

Tableau III : Régles d’alignement pour différentes fonctions de réponse [30].

Fonction de réponse

Regle d’alignement

Droite (passant ou pas par 0)

Yijke = Yijk + Bi [fij - xijk]

Fonction quadratique

Vije = Yije + Bil%i; — xijie] + Vi % — xijie]

Fonction logistique

A 1
Yijke = Yijk + (8; — &) = = 3

8.4. Prédictions inverses

8.4.1. Protocole
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Les prédictions inverses sont utilisées comme moyen de détermination des concentrations
calculées, a partir des résultats de la validation. Elles peuvent étre définies en tant que forme
inverse des fonctions de réponse de la courbe d’étalonnage [30].

8.4.2. Etude statistique

La formule employée est définie comme suit :

— -1
Xcalc = f (y )
Le tableau IV ci-dessous établit les prédictions inverses pour les différentes fonctions de

réponses.

Tableau IV : Calcul des prédictions inverses pour différentes fonctions de réponse [7]

[28].
Type de la fonction de réponse Equation
i Yijk
Droite passant par 0 Xijkcale = é_f
i
_ Vi — O
Droite (ne passant pas par 0) Xijkcate = l]kG i
i
~ ~ 2 N
Fonction quadratique _ B \/ B — 47 (& — yije)
xijk,calc - =
B
A =
| isti 3 5 6; — O Bi
Fonction logistique a 4 parameétres Xijrcaic = Ti ( =% 1)
Yijk — &
1
- 1N
Fonction logistique a 5 paramétres 5 & — 7\
EItq p Xijk,calc = Yi - = 1
Yijk — &

Note :

— Si les observations ont été alignées, il convient de remplacer les valeurs de yijk par celles
de yijk,c dans le tableau précédent.

— Si une transformation a été utilisée il est demandé de réaliser les transformations inverses
apres ce calcul en retour [30].
8.5. Justesse

8.5.1. Protocole

L’évaluation de la justesse se fait a partir des concentrations calculées provenant des
standards de validation en phase de validation, ces derniers doivent toujours étre réalisés
avec la matrice [30].

8.5.2. Etude statistique

La justesse nommée également biais de la méthode au niveau de concentration est obtenue
en calculant la différence entre la moyenne arithmétique des concentrations introduites et

la moyenne des concentrations calculées.
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Elle peut s’exprimer en termes absolu, relatif ou de recouvrement par rapport aux

quantités introduites [30].

biaisj = ﬁ] - f]
Ti: — X
biais(%); = 100 x 5%
Xj
B
Recouvrement(%); = 100 X —

J
Ij: Moyenne des concentrations prédites

X; : Moyenne des concentrations introduites

8.6. Fidélité
8.6.1. Protocole
L’évaluation de la fidélité se fait aussi a partir des concentrations calculées des standards de
validation qui doivent toujours étre réalisés avec la matrice [30].
8.6.2. Etude statistique
L’erreur expérimentale est considérée indépendante de la série. C’est une variable aléatoire
ayant une distribution normale de moyenne 0 et de variance c*w.j. [30].
La variance de répétabilité est estimée par 1’évaluation de la variance intra-série.

Répétabilité : 6%, ; = 7 ;

CViepetavities = 100 Gy j/ Xj caic
La variance de fidélité¢ intermédiaire est calculée par la somme des estimations des variances
intra et inter-série.

Fidélité intermédiaire : p; = Gy ; + Gp;
CV Fidatité intermediaire = 100 0y p/ Xj carc
6’W.J variance intra-série.
6°B.j variance inter-série.
Il faut noter qu’a chacun des niveaux J niveaux de concentration pris en considération, une
estimation statistique est réalisée selon le mode¢le ci-dessous :
Xy =W ; +0; +&;

xijk est la k'™ concentration calculée du niveau j de la i°™ concentration.

L est la moyenne des concentrations calculées du niveau de concentration j.
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aij est I’écart entre la moyenne de la i™ série et la moyenne pj. au niveau j,aij est considéré
comme une variable aléatoire ayant une distribution normale de moyenne 0 et de variance
0°Bj ; eijk est I’erreur expérimentale ;

La méthode de maximum de vraisemblance restreint est employée pour évaluer a chaque

niveau de concentration j les niveaux de concentration j, les paramétres pj,c*w.j, 6°B.j du

modele :
~ 1 p n;j
U = L= Z -1 Xijkcalc
¥h  my 1&4k=1"Y

__1 yp = % z

MSM )= p—1 i=1nij (xij,calc - xj,calc)
=1 P yhi = 2
MSE 1= Zg)_lni]_ —pai=1 Zk=1(xijk,calc - xij,calc)
- SiMSEj<MSMj;
oy j = MSE;
62 - MSM]- - MSE]-
B)j n
—  Si MSEj>MSMj;
=2
o =0
P k
~2 1 — 2
Ow,j= pn—1 (xijk,calc - xj,calc)
i=1 j=1
Avec :

MSMj et MSE;j : Maximum des vraisemblances des moindres carrés pour chaque

niveau de concentration j ;

Xij,calc : Moyenne des concentrations calculées du niveau j de la série i ;

xijk,calc : Concentration calculée du niveau j de la série i répétition k ;

Xj,calc : Moyenne des concentrations calculées du niveau j ;

n : nombre de répétitions

p : nombre de série.

Si le nombre de répétitions est identique pour tout niveau de concentration dans chaque série
Les composantes de la variance du niveau sont estimées comme suit :

Avec n nombre de répétitions dans chaque série [30].

8.7. Linéarité
C’est la capacit¢ d’une méthode analytique d’obtenir des résultats corrélés, directement
proportionnels a la quantit¢ (ex : concentration) en analyte dans I’échantillon, et ce a

I’intérieur d’un intervalle de dosage déterminé.
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La linéarité¢ est un pré-requis a I’estimation de la justesse. Elle est exigée aux résultats
(concentration calculée = f (concentrations introduites)), pas aux réponses (signal = f
(concentrations introduites)).

La fonction de réponse établit la relation entre la réponse instrumentale et la concentration par
contre le critére de linéarité correspond a la relation entre la quantité introduite et la quantité
calculée (résultat) d’analyte a partir de la courbe d’étalonnage. Pour mémoire, I’existence de
linéarité entre la concentration estimée et la concentration introduite ne permet point de se

prononcer sur la justesse de la méthode [29].
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1. Définition

La capabilité est un indicateur qualité¢ largement utilis¢ dans 1’industrie pour analyser la
performance d’une méthode analytique en routine, elle est décrite depuis 2007 par la
Pharmacopée Américaine [9]. C’est une approche mise en place pour éviter de rejeter a tort
des produits acceptables du fait de I’erreur sur le dosage.

Elle est définie comme étant « une estimation du risque de non-conformité d’une
caractéristique d’un produit ».

Ainsi, on distingue deux principaux indicateurs couramment utilisés en supposant que le
processus est centré sur la dimension nominale (Cp) ou non (Cpk) [10].

2. Principe de capabilité

L’¢tude de capabilité permet de vérifier si un procédé est apte a produire les performances
compatibles avec la qualité¢ attendue. Pour un procédé, 1’étude de capabilité compare
I’intervalle de tolérance a la dispersion. Lors de I’étude d’un procédé, le terme capabilité
désigne son aptitude.

L’intervalle de tolérance est défini par la distance comprise entre les tolérances supérieure
(USL) et Inférieure (LSL). Si les valeurs obtenues a partir des échantillons dépassent ces
tolérances, les échantillons sont alors considérés comme non-conformes. Cet intervalle
théorique dans lequel le parametre doit évoluer, est le plus souvent déterminé par le service de
développement lors de la mise au point galénique et des études de faisabilité. [8] [10] [32]
[33] [38]. Par exemple, I’intervalle de tolérance correspond aux normes figurant dans le
dossier ’AMM [9] [32] [37].

Pour le parametre étudié, la dispersion du procédé¢ est définie par le calcul de son écart type.
Dans le cas idéal, la distribution de ce paramétre suit une loi de Gauss centrée sur la valeur
moyenne. De plus, I’écart type de ce paramétre est correctement maitrisé. La dispersion a «
six écarts types » (60) correspond a ’intervalle contenant 99,73 % des valeurs du paramétre
étudié. Autrement dit, la probabilité de trouver une valeur comprise entre plus ou moins trois
¢écarts types est de 0,9973, soit 99,73%.

Plus la dispersion du paramétre sera faible, plus 1’écart type sera réduit et plus le risque de
dépasser les tolérances sera faible ou si I’on préfére, plus I’écart type sera réduit, plus la
production sera conforme. Ainsi, on distingue deux principaux indicateurs couramment
utilisés en supposant que le processus est centré sur la dimension nominale (Cp) ou non
(Cpk).

2.1. La capabilité « potentielle » (Cp)

La capabilit¢ potentielle (Cp) compare I’intervalle de tolérance (IT) des spécifications a la
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(- ]

dispersion du procédé. La formule permettant de calculer la capabilité est la suivante [38] :

) tolérance IT
Cp = intervallede ———— = —
dispersion 60

IT : Intervalle de tolérance [LSL, USL]

o: Dispersion du procédé

Cible

LI |T5

(@) demande

Movyenne

o 1%

Gauche Droite _

Dispersion

@) réalisation

r

Gauche Droite:

Dispersion

@ performance globale en termes de centrage et dispersion

Figure 04 : Capabilité, Intervalle de tolérance et dispersion [35]

Cp est I'indice de capacité le plus utilisé. 11 vise a mesurer si la dispersion de la variable
¢tudiée est plus ou moins grande que I’intervalle défini par la spécification limite du
processus. Il mesure le pourcentage de I’intervalle de spécification utilisé par la variable

mesurée.

Pour caractériser la performance d'un procédé, le calcul de la capabilité potentielle n'est pas
suffisant. En effet, ’étude de la capabilité potentielle ne refléte pas la tendance centrale du
procédé, car deux procédés ayant une dispersion identique, peuvent se situer différemment au
sein de I’intervalle de tolérance.

L’indicateur de capabilité simple (Cp) permet de savoir si aprés avoir effectué un réglage, le
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processus pourrait-étre capable. C’est donc un indicateur en termes de dispersion de la
moyenne.

2.2. La capabilité « réelle » (Cpk)

La capabilité réelle permet de mesurer le centrage du procédé par rapport a la valeur cible

attendue.

N
A 4
N
b 4

6o T

A

h 4

S

Le premier procédé est centré alors que le second est décentré, cependant leurs capabilités
potentielles sont comparables puisque leurs dispersions sont identiques. Dans ces deux cas, le
risque d’obtenir une production hors norme, c'est-a-dire en dehors des limites de tolérance, est
différent. C’est pourquoi, il est nécessaire de mettre en place un autre indicateur, la capabilité
réelle, notée Cpk, tenant compte du centrage du procédé.
Lorsque les indicateurs Cp et Cpk sont identiques, le procédé est parfaitement centré sur la
valeur cible et sont la moyenne et I’écart type du processus a I’étude
Cependant cet indice ne donne aucune information sur la position de la variable par rapport a
une valeur cible.
S’il est évident que les méthodes analytiques sont sujettes aux écarts systématiques, 1’indice
Cp est inutile car il suppose que la méthode d’analyse a 1’étude est centrée sur la référence ou
concentration nominale de 1’échantillon étudié. Si les méthodes analytiques sont adaptées a
leur objectif et donc déclarées comme valides en utilisant les valeurs Cpk. En effet, I’indice
Cpk mesure simultanément la position et la dispersion de la variable mesurée. Par exemple,
les valeurs Cpk obtenues a partir d’expériences pourraient €tre comparées a des valeurs
minimales consensuelles telles que [36] :

- Cpk=1.0

— Cpk=1.33

- Cpk=>2
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L’annexe 2 du chapitre USP (1080) exprime que [9] [37] :

Les valeurs Cpk supérieures a 1.33 montrent que le processus est adéquat pour répondre aux

spécifications, les valeurs comprises entre 1.00 et 1.33 indiquent que le processus, bien que

suffisant pour répondre aux spécifications, nécessitera un contrdle ¢troit. Les valeurs

inférieures a 1.00 indiquent que le processus n’est pas adéquat pour répondre aux

spécifications et que le processus et / ou les spécifications doivent étre modifiées.

L’interprétation des études de capabilité est résumée dans le tableau ci-apres.

'ma =0 = Deviation

[ Square root of variance )

n-1

3]
Parties non conformes par
Cpk Evaluation de la Valeur | Air sous la million (ppm)
capabilité de o courbe (%) | Spécifications | Spécifications

unilatérales bilatérales
0.33 Terrible 1 68.27 158650 317300
0.67 Insuffisante 2 95.45 22750 45500
1.00 | Marginalement Capable 3 99.73 1350 2700
1.33 Capable 4 99.993636 32 64
1.67 Bonne 5 99.999942 0.29 0.58
2.00 Excellente 6 99.999998 0.001 0.002

Z :(‘\; -x)?
o o=

Ay gr aduated in Sgma

~ - w b m - o - ~ ”m - w o r~ _’_,--—_—--.____

between + /- 17 | s8.27%| fesult ’?L’fuﬁT”KE
between + /- 205 |l.__9s.a5% 45500 ppm \
Detween + /- 37 | 99.73 % | ( 2700 _ppm 1,00
Sewen +/-2CF L 99.9937 % Y| Il. 63 ppm ‘ 1,33
between + /-5 | 99.999943 % Jo 0.57 ppm /
between +/-60" | 99.9999998 % 0.002 ppm {.f’f

Figure 06 : Régle du six sigma indiquant Ppm et Cpk [34]

Un procédé est apte ou « capable », lorsque sa dispersion ne dépasse pas 75% de l'intervalle

de tolérance soit Cpk supérieur a 1,33.
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3.Utilité de la capabilité dans la validation analytique

Les criteéres de validation des méthodes de dosage ont fait 1’objet de plusieurs descriptions par
les référentiels internationaux réglementant I’industrie pharmaceutique tels qu’ISO17025 et
ICHQ2A. Cependant ces derniers manquent considérablement de profondeur car ils se
limitent aux principes généraux de la validation, sans pour autant guider les industriels a
appliquer ces recommandations réglementaires [30]. Conséquemment la SFSTP a congu des
guidelines pour aider a 1’application de ces recommandations, ainsi qu’a la progression du
domaine de la validation analytique et ce en plusieurs étapes ; en 1992 pour les analyses de
spécialités chimiques et pharmaceutiques, en 1997 pour les analyses sur matrice biologique,
présentant toute fois des lacunes concernant la prise de décision quant a la validit¢ de la
méthode [30] , les recommandations de 2003 complétées en 2006 s’en sont suivies pour
proposer une approche harmonisée qui différencie entre les outils de décision et les
paramétres de diagnostic. Ainsi le profil d’exactitude, qui repose sur le principe d’erreur
totale (biais + écart type) est la piece maitresse sur laquelle repose cette recommandation, lui
permettant ainsi de statuer sur la validité de la méthode.

En 2010 la SFSTP a développé une nouvelle approche, plus rigoureuse quant a la prise de
décision sur la validit¢ d’une méthode de dosage. Dénommée approche capabilité, le
cheminement protocolaire est similaire a la démarche harmonisée bien que I’outil de décision
indice de capabilité¢ differe du profil d’exactitude. L’évaluation de l’indice de capabilité
requiert de ce fait, ’étude de la Justesse, de la Fidélité (répétabilité et Fidélité Intermédiaire)
ainsi que de la Linéarité de la méthode de dosage [27]. Un simple calcul de la capabilité de la
méthode permet d’estimer les performances de la méthode et les risques de résultats faux

négatifs [29].

Avant toute application d’une technique analytique, il est indispensable de connaitre les
performances de la méthode au préalable. La capabilité alloue une aptitude décisionnelle pour
se prononcer sur I’usage auquel est destinée la méthode de dosage. Elle permet de prédire si
cette derniere est performante et de démontrer un tant soit peu si elle est capable de donner les
résultats escomptés. De plus, évaluer la performance d’une méthode de dosage apporte
beaucoup plus de renseignements convaincants que le statut réglementaire de <<méthode
analytique validée>>. Car ce statut ne garantit pas a lui seul, la performance de la méthode de
dosage pour 1’'usage auquel elle est prévue. En outre, il est probable que la conformité aux
critéres de validation différe selon 1’approche choisie et de ce fait complique la prise de

décision quant a son usage en routine [29].
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L’indice de capabilité permet de contrdler le risque client aussi bien que le risque producteur
d’une méthode de dosage dont la performance a ét¢ vérifiée. D’une part, le risque client est
réduit par 1’estimation du risque de générer des résultats faux positifs ; qui doivent €tre traités
comme des vrais OOS (Out Of Specification) (pour des spécifications 95.0-105.0%,
classiques pour un dosage de principe actif dans un produit fini) pour un lot tout a fait
conforme. D’autre part I’évaluation de la performance de la méthode de dosage requiert la
détermination de la taille optimale de I’échantillon avant validation, ce qui diminue faux OOS

[29] [39].

4. Modalités de calcul de I’indice de capabilité

I1 est indispensable de disposer de modalités pour calculer 1’indice de capabilité. D’abord les
données doivent avoir une distribution normale. Aussi les valeurs de p et ¢ doivent étre
conjecturées au préalable. Pourtant les données générées par le nombre d’échantillons dans la
validation d’une méthode de dosage selon les guidelines de 'ICH Q2 est insuffisant car
I’évaluation de la capabilité requiert un nombre plus important [9] [36], supérieur a 30
résultats, c’est pourquoi ils ne permettent que d’avoir une évaluation approximative de la
capabilité. Par ailleurs la moyenne p et I’écart type o ne seront pas connus a la fin de la
validation. Le calcul de la capabilit¢ comme mentionné précédemment n’est qu’une
estimation approximative de la capabilité réelle de la méthode. En utilisant les mémes
modalités, la proportion des résultats non conformes mw-Cpk se trouvant en dehors de

I’intervalle de prédiction sera estimé comme suit [27].

LSL—u) Lp (Z>u—USL
o o

n-Cpk = P(X<LSL) + P(X >USL) = P (Z< ) ou:Z~N(0,1)

5. Calcul du Cpk-tol et 7-Cpk-tol

Du moment que le petit nombre d’échantillons utilisés lors de la validation d’une méthode de
dosage est un obstacle contraignant qui remet en cause l’utilit¢ de 1’évaluation de la
capabilité, les données sont insuffisantes pour estimer précisément la moyenne et 1’écart type
de la méthode analytique. En revanche ceci est résoluble en se référant au travail de recherche
d’Hubert, suggérant un tant soit peu de calculer I’indice de capabilité amélioré Cpk-tol ainsi
que w-Cpk-tol en lieu et place de Cpk et n-Cpk [27].

Pour prendre en compte I’incertitude de 1’analyse moyenne de la méthode et de 1’écart type
lors du calcul de Cpk, I’utilisation d’un intervalle de tolérance est souhaitable. Les intervalles

de tolérance permettent de décrire I’ensemble des résultats individuels de la population en

fonction d’un échantillon de la variable aléatoire a 1’étude.
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Beta expectation, également appelés <<intervalles de tolérances de couverture moyenne>> ou
<<intervalles de prédiction>> sont des intervalles pour lesquels chaque futur résultat a béta
(e.g.#=95%) probabilité¢ de tomber dans 1’intervalle calculé.

De plus, I’estimation de la moyenne et de 1’écart type des méthodes analytiques doit étre faite
en suivant le modele statistique représentant la maniere dont les expériences ont été
effectuées.

Les expériences de validation de méthodes doivent étre exécutées en incluant plusieurs séries
comme répétitions dans ces séries pour obtenir des estimations fiables de ces paramétres. Ces
essais suivent donc un schéma d’échantillonnage hiérarchique ou stratifi¢é qui devrait étre pris
en compte lors du calcul des résultats moyens analytiques et de 1’écart type et donc pour le
calcul de I’indice de capabilité [40] [41]. Pour ce schéma d’échantillonnage aléatoire stratifi¢
couramment rencontré lors de la validation, la formule des intervalles de tolérance [27] [35]

[38] :

[L, U] = [/t — keyp; jL + kgop]

L : Limite Inferieure.

U : Limite supérieure.

[L, U] : Intervalles de tolérance.

p : Moyenne estimée des résultats.
e : Fidélité intermédiaire

KE étant le facteur de recouvrement, il est calculé comme suis :

JR+1

tar, a+p) 12) : Y centile d’une distribution de Student.
df : degré de liberté.
Le degré de liberté étant défini par :

N~ 2
df= . , (R+1)
(R+1) " 1-1+1-1/n/0)

J : nombre de séries réalisées

I : nombre de répétitions par séries
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N 52

— _B
R = 2
w

Qp

g : Variance inter-série

w: Variance intra-série ou répétabilit¢ par méthodologie d’analyse de variance a un seul
facteur (ANOVA)

La variance de fidélité intermédiaire peut étre estimée en utilisant :

67p=0"w +07%

Cpk-tol est donc basé sur ces intervalles de tolérance et est calculé comme suit :

Cpk-tol = min

USL — [ L —LSL
W/ 1+

JR+1 - JR+1 A
taraspyr/ 1+ e 0 taraspyng/ 1+ 5z 0w

L’indice Cpk étant calculé avec 36 au dénominateur pour un processus centré, la fraction
maximale de résultats non conformes serait d’environ 2700 défectueux par million
(précisément 2699,796dpm).

Pour garder cette méme couverture théorique de la distribution utilisée avec le Cpk index

(so0it+3 o), la probabilité de I’indice Cpk-tol est fixée a 0.9973 [27].

Ensuite, la fraction de résultats non conformes sera estimée par réarrangement de I’expression

dans I’équation du Cpk-tol :

TTcpk—tol = p[XI < LSL] +P[X, > USL]

LSL- fi

=P | t(df) <

Cpk-tol et m-Cpk-tol prennent donc en compte les modéles statistiques mentionnés
précédemment pour la validation des méthodes de dosage ainsi que D’incertitude des

parametres conjecturés.
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6. Détermination de la taille de I'échantillon d'une méthode de validation analytique
Afin de valider une méthode de dosage, il est nécessaire de déterminer la taille de
I’échantillon qui est constitu¢ de deux éléments, le nombre de séries et le nombre de
répétitions par séries. La validation d’une méthode de dosage par approche capabilité requiert
’utilisation d’un modé¢le reposant sur un compromis entre le risque client et le risque
producteur pour définir la taille de I’échantillon [9] [27].

Selon le travail accompli par Hubert et al. Sur I’influence de la taille de I’échantillon sur la
validité du plan d’échantillonnage suivi, le nombre de série ainsi que le nombre de répétitions
par série optimal est étroitement lié a la valeur du ratio R.

Le nombre de séries requis augmente avec la valeur du ratio R. Par conséquent, le nombre de
séries est d’'une importance capitale. Il permettra de déterminer 6’ avec une précision
satisfaisante. La taille minimale habituelle de I'échantillon de 3 séries de 3 répétitions est
généralement insuffisante.

Si la répétabilité o®, est la plus grande source de variabilité, le nombre des répétitions doit
étre augmenté a 5. Lorsque le rapport R est proche de 1 ou plus grand alors c'est le nombre de
séries qui devrait étre augmenté. Le nombre optimal d'expériences a réaliser pour valider les
méthodes doivent étre estimées au cas par cas sur des informations préalables sur 'ampleur
des composantes de la variance (par exemple, obtenu par une optimisation robuste ou une pré-
validation). Néanmoins, en suivant cette méthodologie, la capabilité sera utilisée dans le cadre

pratique pour atteindre cet objectif.

Tableau VI : Le nombre de répétitions et de séries pour assurer les prérequis spécifiés de R

[27]
R Nombre de répétitions Nombre de séries
0.5 5 3
1.0 4 5
2.0 4 7

Avec : R=6’g/c%, et RE(0.5, 1.2).
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1. Matériel et méthodes

La Validation analytique d’une méthode de dosage de la Lamotrigine est le sujet de notre
projet de fin d'études. Cette étude a pour visée de valider une méthode de dosage d’un
principe actif « Lamotrigine » dans des comprimés dosés a 50 mg par chromatographie
liquide a haute performance (HPLC) par approche capabilité. Ce travail expérimental a été
réalisé dans le laboratoire de Chimie Analytique du Département de Pharmacie de Tizi-
Ouzou, et ce en conformité avec le protocole de validation analytique détaillé dans les
guidesde validation publiés par la commission Frangaise des Sciences Techniques et

Pharmaceutique (SFSTP) respectivement en 2006 et 2010.

1.1.  Matériel
1.1.1. Matiéres premieres

Le Principe Actif utilisé est la Lamotrigine STD. Les excipients sont préalablement
préparés au sein du laboratoire de Chimie Analytique de Tizi-Ouzou.

1.1.2. Réactifs

Réactifs Propriétés physicochimiques Précautions d’emploi

Formule brute : CH4,0

’ N° CAS : 67-56-1 é
Méthanol Mr : 32.04 g/mol

p:1.19 g.cm'3

Formule brute : C2H3N

Acétonitrile N° CAS : 75-05-8
Mt : 41.05 g/mol @@
p:0.786 g.cm'3

) . Formule brute :C,H;NO;
Acétate d’ammonium N° CAS : 631-61-8
Mr :77.0825 g/mol
p:1.17gcem’

Formule brute :N(CH,CHs);

Triéthylamine N° CAS : 121-44-8 @
Mr : 101,19 g/mol

p 0.726 g.(:m'3
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Acide acétique Glacial

Formule brute :C,H,0,
N° CAS : 64-19-7
Mr : 60.052 g/mol

p :1.05 g.cm'3

&

Eau distillée

Formule brute : H,O
N° CAS : 7732-18-5
Mr : 18 g/mol
p:l g.cm'3

Aucune

1.1.3Appareillages et équipements

Les équipements et appareils que nous avons utilisés pour la réalisation de ce travail sont cités

dans les tableaux ci-dessous :

Tableau VIII : Appareil Chromatographie Liquide Haute Performance SCHIMADZU

(LC20)
Nom Equipements Spécifications
Pompe Lc 20 at
Injecteur automatique SIL 20 A
HPLC SCHIMADZU Contrdleur CBM-20
(LC20) Logiciel d’exposition LC-solution
Compartiment de la colonne CTO-20 A
Détecteur Spectrophotométre UV-Visible
Tableau IX : Les Autres Appareils utilisés
Appareils Dénomination Usage
Etuve MEMMERT Séchage
Balance Analytique METTLER-TOLEDO Pesée
Balance Analytique KERN Pesée du Principe Actif
Sonicateur Advantage-LAB Solubilisation
pH meétre METTLER-TOLEDO Mesure et Ajustement du pH

1.1.4. Verreries et Autres

Nous avons fait usage, durant notre travail, de la verrerie procurée par le laboratoire de

Chimie Analytique de Tizi-Ouzou :

Verrerie

Verre de montre
Béchers

Eprouvettes de 1000 ml et 2000 ml
Pipettes jaugées 2 ml et 5 ml
Fioles jaugées 50 ml, 100 ml 1000 ml et 2000 ml

Erlenmeyer
Entonnoirs
Vials pour HPLC
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D’autres matériels ont été utilisés notamment : des spatules, du papier filtre, des pissettes a
eau et des compte-gouttes.

1.2 Méthodes
1.2.1. Méthodologie de la validation analytique

Pour valider la méthode de dosage de la Lamotrigine dans des comprimés de 50mg par
HPLC. Nous nous sommes référés au protocole de validation élaboré par la commission
SFSTP 2010 ainsi qu’a l’article « Utilit¢ des indices de capabilité dans le cadre de la
validation des méthodes analytiques » publi¢ dans Analytica Chemica Acta paru en 2012, ou
l'indice de capabilité a été adapté a la validation des méthodes de dosage.

1.2.1.1. Choix du protocole de Validation
Notre choix s’est porté sur le logigramme proposé par la commission SFSTP 2006 et le
tableau V du méme guide. L’absence d’effet matrice a éventuellement permis de choisir le
protocole V2, pour un total de 5 séries nous avons effectué 4 répétitions pour chaque niveau,
en supposant que le R=1 comme indiqué dans le guide SFSTP 2010, 1’étalonnage est effectué
a plusieurs niveaux de concentration, en utilisant 5 niveaux de concentration pour chacun des
standards d'étalonnage (SE) et de validation (SV).

1.2.1.2. Choix des paramétres de Validation
e Limites d’acceptabilité (1) : L =£5%.
e Probabilité de confiance (§) : p = 99.73 %,
e Risque d’erreur accepté (a) : a =0.27%

1.2.1.3. Choix du diluant

Pour dissoudre la lamotrigine, la pharmacopée américaine recommande d’utiliser le solvant
composé du mélange 60% méthanol et de 40% tampon, cependant le méthanol reste un
produit cher et toxique. Par conséquent nous avons opté pour un mélange préalablement
préparé de tampon a 70% et de méthanol a 30% au sein du laboratoire de Chimie Analytique.

1.2.1.4. Choix de dilution

Nous avons effectu¢ des pesées dans des fioles de 100ml pour chaque niveau de
concentration, par la suite on a procédé¢ a des dilutions 5/50 dont le but essentiel est de
garantir une concentration approprié¢e égale a 0.05mg/ml pour le niveau de concentration de
100% afin d’assurer la bonne lecture des résultats.

1.2.2 Préparation des Solutions

1.2.2.1. Diluant
- Préparation de la solution tampon : Mélange Solution Acétate d’Ammonium 0.8 g/L +
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Meéthanol (70%-30%).

Sur un verre de montre peser 0.8g d’acétate d’ammonium et mettre cette quantité dans une
fiole de 1L puis ajuster le volume final d’eau distillée au trait de jauge. Ajuster la solution au
pH=4 avec de l'acide acétique glacial a I’aide du pH métre.

1.2.2.2. Préparations des solutions standards
Nous avons effectué¢ des pesées correspondant a chaque niveau de concentration dans des
fioles 100 ml. Les masses théoriques sont indiquées dans le tableau ci-dessous :

Tableau XI : Tableau présentant les masses théoriques des niveaux de concentration des
principes actifs pesées

Niveaux de
concentrations 80 90 100 110 120
en %

Masses
théoriques de 40 mg 45 mg 50 mg 55 mg 60 mg
Lamotrigine

a- Solutions standards de la Lamotrigine

Nous procédons a la préparation des solutions des standards d’étalonnage et de validation,
dans des fioles de 100ml, ces solutions meres feront 1’objet de dilutions de 5/50, 2ml de la
solution d'excipients est ajoutée uniquement aux standards de validation. Compléter au trait
de jauge puis passer au sonicateur.

Les étapes suivies pour la préparation des standards d’étalonnage et de validation sont
respectivement détaillées dans les tableaux ci-joints.

Tableau XII : Tableau présentant le protocole de la préparation des solutions des
standards d'étalonnage

80% 90% 100% 110% 120%

Niveaux de
concentrations en %

- Peser chaque PE théorique de Lamotrigine pour chaque
répétition dans une fiole de 100 ml (solution mere)

- Ajouter le diluant et mettre dans le sonicateur pour une
dissolution compléte.

Protocole - Compléter au trait de jauge avec le diluant pour ainsi obtenir des
solutions meres

- A l'aide d'une pipette jaugée, prélever Sml de la solution mére,

verser dans une fiole de 50ml

- Compléter au trait de jauge avec le diluant (une dilution 5/50)
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- Agiter par retournement a chaque fois et remplir les vials

Solutions a préparer | SE = 5x5x2 = 50 solutions (5 niveaux, 5 séries, 2 répétitions)

Tableau XIII: Tableau présentant le protocole de la préparation des solutions des
standards de validation

Niveaux de

. o 80% 90% 100% 110% 120%
concentrations en %

- Peser chaque PE théorique de Lamotrigine pour chaque répétition
dans une fiole de 100 ml

- Ajouter le diluant et mettre dans le sonicateur pour une
dissolution compléte

- Compléter au trait de jauge avec le diluant pour ainsi obtenir des
Protocole solutions meres

- al'aide d'une pipette jaugée, prélever Sml de la solution meére,
verser dans une fiole de 50ml

- Ajouter 2 ml de la solution d’excipients

- Compléter au trait de jauge avec le diluant (une dilution 5/50)

- Agiter par retournement a chaque fois et remplir les vials.

Solutions a préparer SV = 5x5x4 = 100 solutions (5 niveaux, 5 séries, 4 répétitions)

b. Préparation de la phase mobile

Mélange de 60% solution tampon, 15% d’acétonitrile et 25% de méthanol

Peser 0.8g d’Acétate d’Ammonium, mettre cette masse dans une fiole jaugée de 1L,
Compléter au trait de jauge avec de I’eau distillée, ajouter 1 ml de triéthylamine puis ajuster
au pH=6 avec l'acide acétique glacial. Dans une éprouvette on mélange60% de la solution

tampon, 15% d’acétonitrile et 25% de méthanol, mettre au sonicateur, filtrer puis dégazer.

1.2.2.3. Préparation de la solution d’excipients

Dans une fiole jaugée de 100 ml peser 100 mg du mélange d’excipients, dissoudre dans un
volume suffisant de diluant, puis filtrer a I’aide d’un papier filtre.

1.3. Conditions Chromatographiques

Tableau XIV : Colonne et conditions Chromatographique

Longueur 15 cm
Diamétre 4.6 mm
Colonne Taille des particules Sum
Phase stationnaire C18 Gel de silice Octadécyle
Volume Injecté 10ul
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Débit Iml/min
Température Température ambiante
Détecteur Spectrophotomeétre UV-Visible : longueur d’onde 2=220 nm

1.4 Préparation de la Feuille de Calcul

Nous avons réalisé 1’étude statistique sur Excel de Microsoft Office 2019 enregistré et installé

sur Microsoft Office 2019 installé sur Windows 10 authentique, et ce en introduisant dans ce

logiciel les feuilles de calcul congues par 1’équipe du Laboratoire de Chimie Analytique de

Tizi-Ouzou. L’indice de capabilité est calculé subséquemment aux équations rentrant dans

I’étude statistique de la validation, ces dernieres permettent d’avoir les résultats définitifs a

I’introduction des données brutes en termes de prises d’essais et de leurs réponses

instrumentales.

1.5 Simulation

Dans cette étude, nous avons procédé a une simulation des résultats pour les 5 niveaux de

concentrations, effectuées sur 100 échantillons au total sur un intervalle de 95-105.

Cette démarche consiste a appuyer les résultats obtenus a la suite des manipulations.
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2. Résultats

Les chromatogrammes obtenus sont indiqués dans 1’annexe I1

2.1. Données brutes

RESULTATS

Dans les tableaux suivants ; sont mentionnées les données brutes obtenues par les standards
d’étalonnage et de validation :

Tableau XV : Données brutes des standards d'étalonnage

DONNEES BRUTES OBTENUES (STANDARD D'ETALONNAGE)

NIVEAU CONC

Rep

SERIES J

Série 1

Série 2

Série 3

Série 4

Série 5

Quantit
és
introdui
tes

Réponse
instrumen
tale

Quantit

es

introdui

tes

Réponse
instrumen
tale

Quantit
és
introdui
tes

Réponse
instrumen
tale

Quantit
és
Introdu
ites

Réponse
instrumen
tale

Quantit
és
Introdu
ites

Réponse
instrumen
tale

y

y

y

y

y

40,10

2132525

40,32 | 2124260

40,32

2137462

40.02

2168267

40.00

2133647

40,65

2193688

40,05 | 2097263

40,08

2115599

40.00

2168091

40.01

2182115

45,50

2449380

45,56 | 2376302

44,96

2429586

44.98

2465816

45.03

2421832

4524

2473732

45,24 | 2373324

45,00

2421832

45.09

2503784

45.08

2429586

50,72

2787125

49,99 | 2649999

50,45

2665330

50.18

2720352

49.99

2707837

50,03

2711400

50,01 | 2677320

50,17

2623737

49.95

2707831

50.01

2647646

55,00

2996367

55,05 | 2903745

55,03

2951266

55.18

2951266

55.02

3014891

55,02

2990298

55,98 | 2951266

55,28

2970566

55.08

2995778

54.98

3009369

60,02

3155104

60,02 | 3184261

60,02

3128691

60.20

3246758

60.09

3374231

60,08

3217235

59,82 | 3128691

60,30

3184489

60.55

3247087

60.10

3350597

40




PARTIE PRATIQUE

Tableau XVI: Données brutes des standards de validation

RESULTATS

DONNEES BRUTES OBTENUES (STANDARD DE VALIDATION)

o SERIES J

% Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Serie 5

>l s

E &' | Quantités Réponse Quantités Réponse Quantités Réponse Quantités Réponse Quantités Réponse

E introduites | instrumentale | introduites | instrumentale | introduites | instrumentale | introduites | instrumentale | introduites | instrumentale
i
1 40,10 2133647 40,32 2137462 40,32 2132615 39,97 2133647 40,00 2156894

E: 40,65 2182115 40,05 2111102 40,08 2115704 40,15 2193688 39,99 2132525
3 39,97 2158550 40,23 2132751 40,72 2133647 40,02 2182115 40,06 2158550
4 40,03 2156878 40,08 2114681 40,25 2112578 40,00 2166863 40,01 2133647
1 45,50 2470975 45,56 2429586 44 .96 2429586 45,60 2473732 45,01 2429586

, |2 45,25 2425352 45,30 2415124 44,97 2387942 45,03 2449380 45,03 2468830
3 45,60 2476302 45,08 2415689 45,21 2449916 44 .98 2429586 44 .98 2421832
4 45,50 2433309 45,01 2429586 44,95 2421832 45,09 2465816 44,98 2415689
1 50,72 2685501 49,99 2665330 50,45 2671090 50,45 2725282 50,02 2761300

3 |2 50,03 2637701 50,01 2631138 50,17 2665330 50,46 2737390 49,99 2737390
3 50,25 2678686 49,98 2656932 50,13 2610389 50,18 2746872 50,01 2770502
4 50,02 2649951 50,30 2695722 50,10 2641078 49,96 2707831 49,99 2707837
1 55,00 2952027 55,05 2912637 55,03 2903745 55,01 2946832 55,01 3091212

4 |2 54,98 2966191 54,95 2903745 55,28 2945778 55,13 3006988 55,10 3090699
3 55,24 2991385 55,36 2934046 55,02 2920298 55,18 3012380 55,02 3084578
4 55,02 2990298 55,38 2951266 55,27 2966191 55,08 2995778 55,02 3082380
1 60,02 3228691 60,37 3171399 60,02 3118623 60,26 3249502 60,09 3355548

g |2 60,08 3229735 59,82 3128691 60,30 3178297 60,07 3246758 60,10 3374231
3 60,63 3284489 60,27 3164250 60,26 3133849 60,20 3247087 60,00 3338052
4 60,16 3255104 59,97 3179883 59,98 3197437 60,55 3278297 60,08 3350597
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2.2. Spécificité

La spécificité de la méthode est démontrée par la comparaison du chromatogramme du
standard d’étalonnage, du standard de validation et du placebo.
Ces derniers sont respectivement placés comme suit :

Detector A

uV STD E2 100 %.led - Chl

/4,749

250000

LAMOTRIGINE

200000~
150000
100000

50000

-50000

-100000- T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 55
min

Detector A

u\B00000- STD V2 100 %.led - Chl

250000

LAMOTRIGINE / 4.493

200000

150000
100000 [ ]

50000~ (\

-50000 '

-100000-
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5

min
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1 Det.A Chl

Figure 09 : Chromatogramme de la gamme placebo

3. Modé¢le y=ax+b
3.1. Fonction de réponse
La corrélation entre la réponse instrumentale (air du pic) et la masse introduite de la solution

de la Lamotrigine obtenue avec 5 séries des SE est représentée pour quatre modeles
mathématiques approuvés, dont le modele qui suit :

Tableau XVII : Résultats obtenus pour la fonction y=ax-+b

DONNEES BRUTES OBTENUES (STANDARD D'ETALONNAGE)
SERIES J
lz') Série 1 Série 2 Série 3 Série 4 Série 5
S
S S tit Quantit Quantit Quantit Quantit
g Quzsn ! _Réponse uéasn ! .Réponse uzsn ! ‘Réponse uéasn ! ‘Réponse uzsn ! .Réponse
'2 introdu instrumen introdu instrumen introdu instrumen Introdu instrumen Introdu instrumen
ites tale ites tale ites tale ites tale ites tale
k| i X y X y X y X y X y
1 1| 40,10 | 2132525 | 40,32 | 2124260 | 40,32 | 2137462 | 40.02 | 2168267 | 40.00 | 2133647
2| 40,65 | 2193688 | 40,05 | 2097263 | 40,08 | 2115599 | 40.00 | 2168091 | 40.01 | 2182115
5 1| 45,50 | 2449380 | 45,56 | 2376302 | 44,96 | 2429586 | 44.98 | 2465816 | 45.03 | 2421832
2| 4524 | 2473732 | 45,24 | 2373324 | 45,00 | 2421832 | 45.09 | 2503784 | 45.08 | 2429586
3 1| 50,72 | 2787125 | 49,99 | 2649999 | 50,45 | 2665330 | 50.18 | 2720352 | 49.99 | 2707837
2| 50,03 | 2711400 | 50,01 | 2677320 | 50,17 | 2623737 | 49.95 | 2707831 | 50.01 | 2647646
4 1] 55,00 | 2996367 | 55,05 | 2903745 | 55,03 | 2951266 | 55.18 | 2951266 | 55.02 | 3014891
2| 55,02 | 2990298 | 55,98 | 2951266 | 55,28 | 2970566 | 55.08 | 2995778 | 54.98 | 3009369
s 1] 60,02 | 3155104 | 60,02 | 3184261 | 60,02 | 3128691 | 60.20 | 3246758 | 60.09 | 3374231
2| 60,08 | 3217235 | 59,82 | 3128691 | 60,30 | 3184489 | 60.55 | 3247087 | 60.10 | 3350597

On trace les courbes d’étalonnage des 5 séries de SE a partir des données du tableau précédent :
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4000000.00
3000000.00
2000000.00
1000000.00

0.00
38.00

4000000.00

3000000.00

2000000.00

1000000.00

0.00
38.00

SERIE 1
y =52668x + 64833
43.00 48.00 53.00 58.00
SERIE 3
y =51789x + 65088

R?=0.9928

43.00

48.00 53.00 58.00

4000000.00
3500000.00
3000000.00
2500000.00
2000000.00
1500000.00
1000000.00

500000.00

0.00
38.00

R?=0.9932

y = 59772x - 263288

43.00

4000000.00

3000000.00

2000000.00

1000000.00

0.00

63.00 38.00

3500000.00
3000000.00
2500000.00
2000000.00
1500000.00
1000000.00
500000.00
0.00

38.00

63.00

SERIE 5

48.00 53.00

y =53303x - 29368
R?=0.9973

43.00

y =52052x + 108476
R? =0.9964

43.00

58.00

o o
......
cese
voe
eoe

RESULTATS

SERIE 2

48.00 53.00

SERIE 4

.o
.........

48.00 53.00

63.00

Figure 10 : Courbes d'étalonnage obtenues avec la fonction y=ax+b

58.00

.....
cese

voe
.....

58.00

63.00

63.00
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3.2.Alignement des observations

L’alignement des réponses sur la moyenne des concentrations introduites est exigé et cela
pour chaque niveau de concentration lorsque les quantités introduites ne sont pas identiques.
L’alignement des réponses obtenues avec les échantillons de validation est résumé dans le
tableau suivant :

Tableau XVIII : Alignement des réponses observées avec les 5 séries des SV

Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Serie 5
Yijk,c Yijk,c Yijk,c Yijk,c Yijk,c
2138255,49 2129466,59 2133780,24 2137030,41 2157790,58
2157755,84 2117498,33 212929851 2187701,96 2134019,30
2170005,39 2129552,84 2114096,80 2182895,79 2155860,25
2165173,28 2119478,25 2117368,45 2168684,84 2133945,86
2468999,93 2412395,87 2432822,79 2451609,69 2428988,28
2436544,05 2411792,58 2390660,90 2456927,61 2467036,83
2469060,09 2424084,18 2440205,64 2439736,24 2423027,44
2431333,93 2441712,37 2425586,67 2470240,46 2416884,44
2661010,17 2669594,22 2658790,21 2715522,16 2760253,99
2649551,40 2634336,16 2667531,02 2727109,63 2738137,15
2678949,34 2661729,25 2614661,56 2751166,33 2770053,71
2662328,09 2683462,37 2646904,22 2723576,88 2708584,15
2955187,11 2919832,87 2909959,63 2951516,72 3092855,74
2970404,48 2916271,14 2939045,48 3005426,43 3086963,24
2981904,68 2924718,02 2927030,52 3008215,80 3085624,01
2992404,74 2940871,96 2959976,37 2996819,05 3083426,01
3239356,36 3157407,03 3124837,63 3250022,52 3354203,13
3237240,26 3144015,54 3170010,82 3257168,50 3372288,40
3263026,60 3155588,30 3127634,37 3250730,67 3342086,62
3258395,78 3187212,13 3205723,18 3263722,30 3349849,85

3.3. Prédiction inverse
Les prises d’essai prédites avec la fonction de réponse choisie sont présentées dans le tableau
suivant : y=ax+b

Tableau XIX: Prédictiosn inverses obtenues avec les SV des 5 séries

Prédictions inverses xijk,calc Moy des

Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Serie 5 prédictions
xijk,calc xijk,calc xijk,calc xijk,calc xijk,calc invefses

39,37 40,50 39,94 38,97 40,51

39,74 40,28 39,86 39,94 40,11

39,97 40,50 39,56 39,85 40,47 39,95

39,88 40,31 39,63 39,58 40,11

45,65 45,81 45,72 45,01 45,04

45,03 45,80 44,91 45,12 45,68

45,65 46,03 45,86 44,79 44,94 4541

44,93 46,36 45,58 45,37 44,84

49,29 50,63 50,08 50,08 50,58

49,08 49,97 50,25 50,31 50,21 >0,07
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49,63 50,49 49,23 50,77 50,75

49,32 50,89 49,85 50,24 49,72

54,88 55,33 54,93 54,62 56,15

55,17 55,26 55,49 55,65 56,05

55,39 55,42 55,26 55,71 56,03 55,50
55,58 55,72 55,90 55,49 55,99

60,27 59,79 59,08 60,35 60,52

60,23 59,54 59,95 60,49 60,82

60,72 59,75 59,14 60,37 60,32 60,20
60,64 60,35 60,64 60,62 60,45

3.4. Justesse

Elle est exprimée en termes de biais absolu, de biais relatif, et de pourcentage de
recouvrement (%) pour chaque niveau de concentration des standards de validation comme
indiqué dans le tableau ci-dessous.

Tableau XX : justesse calculée pour chaque niveau de concentration des standards de

validation
Biais Absolus Biais relatifs % de Recouvrement
-0,196 -0,488 99,51
0,226 0,501 100,50
-0,091 -0,181 99,82
0,395 0,717 100,72
0.040 0.067 100.07
3.5. Fidélité

La fidélité de notre méthode est évaluée dans des conditions de répétabilité et de fidélité
intermédiaire. Elle est calculée pour chaque niveau de concentration, exprimée en écart type
et en termes de coefficients de variations.

Les résultats sont mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau XXI : calcul des écarts types, des CV de répétabilité et de fidélité intermédiaire

Variance Variance Ecartype de la
intra- , , . | Ecartypedela | Ecartype .y p . cv CV Fidélité
.. inter-Série el . . fidélité s g epes e s
Série 20 ¢ répétabilité Intersérie . L . Répétabilité Intermédiaire
P 0°B,j intermédiaire
o’w,j
0,072 0,117 0,268 0,342 0,434 0.668 1.082
0,120 0,110 0,346 0,332 0,480 0.767 1.062
0,140 0,194 0,374 0,441 0,578 0.745 1.152
0,112 0,072 0,335 0,269 0,429 0.608 0.779
0.159 0,113 0,399 0,336 0,551 0.622 0.866

3.6. Calcul de I’indice de capabilté Cpk-tol et 7T cpk-tol

L’indice de capabilité est calculé en incluant les parametres mentionnés dans le tableau

suivant :
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RESULTATS

Tableau XXII : Calcul de I’indice de capabilité Cpk-tol et 7T Cpk-tol

y . Ecartype de la
. Quantité Quantité t (df, (1+B) iy
Niveaux Moy Intro Moy Préd LSt ULs R df /2) , ﬂde{'t? . Ke Kexo Cpk-tol | 7T Cpk-tol
intermédiaire
1 40,15 39,95 38,14 42,16 1,627 7,516 3,9688834 0,434373938 4,265063 1,852632 0,977929 0,410022
2 45,18 45,41 42,92 47,44 0,920 9,707 3,6401056 0,479932224 3,85199 1,848694 1,099567 0,197698
3 50,16 50,07 47,65 | 52,67 1,391 8,043 3,7784608 0,577793502 4,043939 2,336561 1,034546 0,37369
4 55,11 55,50 52,35 57,86 0,643 11,396 3,4529373 0,429261435 3,617927 1,553037 1,519891 0,014798
3,714189
5 60,16 60,20 57,15 63,17 0.710 10.912 3,535 0,521236947 1,935973 1,532887 0,026594
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4. Modele y=ax
4.1. Fonction de réponse

La corrélation entre la réponse instrumentale (air du pic) et la masse introduite de la solution
de la Lamotrigine obtenue avec 5 séries des SE est représentée pour le modele qui suit :

Tableau XXIII : Résultats obtenus pour la fonction y=ax

DONNEES BRUTES OBTENUES (STANDARD D'ETALONNAGE)

SERIES J

%‘) Série 1 Série 2 Serie 3 Série 4 Série 5

QO

S| & . . i . .

;3 = Quzsntlt Réponse Quzsntlt Réponse Quz:tlt Réponse Quzsntlt Réponse Quzsntlt Réponse

E introdui insttral:‘renen introdui insttraliznen introdui insttraliznen Introdu insttr;:;nen Introdu insttral:;nen

tes tes tes ites ites

k| i X y X y X y X % X y

1 1| 40,10 | 2132525 | 40,32 | 2124260 | 40,32 | 2137462 | 40.02 | 2168267 | 40.00 | 2133647
2| 40,65 | 2193688 | 40,05 | 2097263 | 40,08 | 2115599 | 40.00 | 2168091 | 40.01 | 2182115

) 1| 45,50 | 2449380 | 45,56 | 2376302 | 44,96 | 2429586 | 44.98 | 2465816 | 45.03 | 2421832
2| 4524 | 2473732 | 45,24 | 2373324 | 45,00 | 2421832 | 45.09 | 2503784 | 45.08 | 2429586

3 1| 50,72 | 2787125 | 49,99 | 2649999 | 50,45 | 2665330 | 50.18 | 2720352 | 49.99 | 2707837
2| 50,03 | 2711400 | 50,01 | 2677320 | 50,17 | 2623737 | 49.95 | 2707831 50.01 | 2647646

4 1| 55,00 | 2996367 | 55,05 | 2903745 | 55,03 | 2951266 | 55.18 | 2951266 | 55.02 | 3014891
2| 55,02 | 2990298 | 55,98 | 2951266 | 55,28 | 2970566 | 55.08 | 2995778 | 54.98 | 3009369

5 1| 60,02 | 3155104 | 60,02 | 3184261 | 60,02 | 3128691 | 60.20 | 3246758 | 60.09 | 3374231
2| 60,08 | 3217235 | 59,82 | 3128691 | 60,30 | 3184489 | 60.55 | 3247087 | 60.10 | 3350597

On trace les courbes d’étalonnage des 5 séries de SE a partir des données du
tableau précédent :
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4000000.00 4000000.00
y2= 53935x y = 52729x
3000000.00 W’ 3000000.00 W’
2000000.00 2000000.00
1000000.00 1000000.00
0.00 0.00
39.00 44.00 49.00 54.00 59.00 64.00 39.00 44.00 49.00 54.00 59.00 64.00
3500000.00 SERIE 3 3500000.00 SERIE 4
y =53061x
3000000.00 R? = 0.9986 3000000.00
2500000.00 2500000.00
2000000.00 2000000.00
1500000.00 1500000.00
1000000.00 1000000.00
500000.00
500000.00
0.00
0.00 39.00 44.00 49.00 54.00 59.00 64.00
39.00 44.00 49.00 54.00 59.00 64.00
4000000.00
3500000.00 sz= 5‘(‘)6;:7"
3000000.00 e
2500000.00
2000000.00
1500000.00
1000000.00
500000.00
0.00
39.00 44.00 49.00 54.00 59.00 64.00
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4.2. Alignement des observations
L’alignement des réponses sur la moyenne des concentrations introduites est exigé et cela
pour chaque niveau de concentration lorsque les quantités introduites ne sont pas identiques.
Des réponses obtenues avec les échantillons de validation est résumé dans le tableau suivant :
Tableau XXIV : Alignement des réponses observées avec les 5 séries des SV

RESULTATS

Alignement des réponses

Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Serie 5
Y’ijk.,c Y’ijk.c Y’ijk.,c Y’ijk.c Y’ijk.c
2138366,30 2129552.65 2133808.87 2137168,25 2157713,20
2157170.11 2117429.48 2129632.46 2187458,10 2133890,33
2170280,84 2129587,26 2113616,55 2182927,60 2156092.40
2165372,75 2119426.61 2117486,12 2168759,06 2133920,07
2468952.44 2412580.90 2432902,30 2450708.45 2429039.,87
2436813,17 2411828.44 2390727.69 2457235,09 2467191,60
2468885,95 2423993,82 2439967,10 2440149,75 2422924.27
2431286.44 2441581.85 2425678.91 2470420.71 2416781,27
2660421.27 2669548.32 2658488.06 2715124,55 276034427
2649836,35 2634301.,74 2667585,08 2726690.,82 2738072,67
2678955.67 2661677.61 2614766,52 2751341,28 2770092.40
2662625,70 2683594.,33 2647047,34 2724218,35 2708519,67
2955263,09 2919755.41 2910112,29 2951707,58 3092713,87
2970505.,79 2916136.31 2938880,10 3005362.81 3087285.67
2981676,72 2924818.43 2927195,90 3008046.15 3085533.,73
2992455.40 2940983.85 2959823.71 2996861.46 3083335.,73
3239612.82 3157557.64 3124990.29 3250043.73 3354319.,20
3237420.72 3143850,58 3169807.27 3257592.61 3372456,07
3262510.53 3155681.54 3127481.71 3250879.11 3341738.40
3258474.93 3187133.24 3205926.,73 3263128.54 3349914,33

4.3. Prédiction inverse
Les prises d’essai prédites avec la fonction de réponse choisie sont présentées dans le tableau

suivant : y=ax

Tableau XXV : Prédictiosn inverses obtenues avec les SV des 5 séries

Prédictions inverses xijk,calc

Moyenne des prédictions

inverses
H

Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Serie 5
xijk,calc xijk,calc xijk,calc xijk,calc xijk,calc
39,65 40,39 40,21 39,45 39,51
40,00 40,16 40,14 40,38 39,07 39,027
40,24 40,39 39,83 40,30 39,48
40,15 40,19 39,91 40,03 39,07
45,78 45,75 45,85 45,24 44,48
45,18 45,74 45,06 45,36 45,18 45,385
45,78 45,97 45,98 45,04 44,37
45,08 46,30 45,72 45,60 44,25
49,33 50,63 50,10 50,12 50,54
49,13 49,96 50,27 50,33 50,14 50,076
49,67 50,48 49,28 50,79 50,72
49,37 50,89 49,89 50,29 49,59
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RESULTATS

54,79 55,37 54,84 54,49 56,63
55,08 55,30 55,39 55,48 56,53 55,533
55,28 55,47 55,17 55,53 56,50
55,48 55,78 55,78 55,32 56,46
60,07 59,88 58,89 59,99 61,42
60,02 59,62 59,74 60,13 61,75 60,243
60,49 59,85 58,94 60,01 61,19
60,41 60,44 60,42 60,24 61,34

4.4. Justesse
Elle est exprimée en termes de biais absolu, de biais relatif, et de pourcentage de
recouvrement (%) pour chaque niveau de concentration des standards de validation comme
indiqué dans le tableau ci-dessous.

Tableau XXVI : justesse calculée pour chaque niveau de concentration des standards de

validation
Niveaux Biais Absolus Biais relatifs % de Recouvrement
1 -0,223 -0,555 99,45
2 0,206 0,455 100,46
3 -0,085 -0,168 99,83
4 0,427 0,774 100,77
5 0.081 0.135 100.14
4.5. Fidélité

La fidélité de notre méthode est évaluée dans des conditions de répétabilité et de fidélité
intermédiaire. Elle est calculée pour chaque niveau de concentration, exprimée en écart type
et en termes de coefficients de variations.

Les résultats sont mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau XXVII : calcul des écarts types, des CV de répétabilité et de fidélité

intermédiaire
.Varian’cc:: .Varian’c€ Ecartype de Ecartype Ecarfyr’Je. c{e v CV Fidélité
intra-Série | inter-Série la , . la fidélité S Y e .
P 20 ; . v s | Intersérie | . Lo Répétabilité | intermédiaire
o’w,j o’B,j répétabilité intermédiaire
0,071 0,090 0,265 0,353 0,441 0,660 1,099
0,120 0,113 0,349 0,484 0,597 0,771 1,321
0,140 0,196 0,381 0412 0,561 0,759 1,119
0,112 0,091 0,324 0,547 0,636 0,589 1,153
0,158 0,119 0,394 0,690 0,794 0,655 1,321

4.6. Calcul de I’indice de capabilté Cpk-tol et 7T cpk-tol
L’indice de capabilité est calculé en incluant les parameétres mentionnés dans le tableau

suivant :
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RESULTATS

Tableau XXVIII : Calcul de I’indice de capabilité Cpk-tol et 7T Cpk-tol

Niveaux Ql:\:';t;té Quantité Moy Préd LSL ULS R df t (df}§)1+l3) Ecajr’gg;tze N Ke Kexo Cpk-tol n Cpk-
Intro intermédiaire tol
1 40,15 39,93 38,14 42,16 1,774 | 7,249 | 3,9688834 0,441154866 4,27438 1,885663 0,95 0,47
2 45,18 45,39 42,92 47,44 1,931 | 7,003 | 3,9688834 0,596760787 4,283295 | 2,556102 0,80 1,09
3 50,16 50,08 47,65 52,67 1,170 | 8,693 | 3,7784608 0,561188944 4,0251 2,258842 1,07 0,31
4 55,11 55,53 52,35 57,86 2,840 | 6,082 | 4,2466556 0,635548813 4,622592 | 2,937883 0,79 0,94
5 60,16 60,24 57,15 63,17 3,070 | 5,930 | 4,6869151 0,794444755 5,10977 4,05943 0,72 1,79
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5. Modéles Vy=\x + b

Tableau XXIX : Résultats obtenus pour la fonction \/y=a\/x +b

RESULTATS

STANDARD D'ETALONNAGE
EZJ SERIES i
8 : :S’erie 1 : tS‘erie 2 Serie 3 .Serzrie 4 Serie 5
% S Quasntlte Réponse Quasntlte Réponse Q;:z:t Réponse Quasntlte Réponse | Quantités | Réponse
K . ., | instrumenta | . ., | instrumenta | . instrume | . . | instrume | introduite | instrume
=~ introduit introduit introd introdui
E e le es le uites ntale tes ntale s ntale
j k X Y X y X y X y X Y
! 1 6,33 1460,32 6,35 1457,48 | 6,35 1462,01 6,33 |1472,50| 6,32 1460,70
2 6,38 1481,11 6,33 1448,19 | 6,33 1454,51 6,32 147244 | 6,33 1477,20
, U 6,75 1565,05 6,75 1541,53 | 6,71 1558,71 6,71 |[1570,29| 6,71 1556,22
2 6,73 1572,81 6,73 1540,56 | 6,71 1556,22 6,71 | 158233 6,71 1558,71
3 1 7,12 1669,47 7,07 1627,88 | 7,10 | 1632,58 7,08 [1649,35| 7,07 1645,55
2 7,07 1646,63 7,07 1636,25 | 7,08 | 1619,80 7,07 |1645,55| 7,07 1627,16
4 1 7,42 1731,00 7,42 1704,04 | 7,42 1717,92 7,43 171792 742 1736,34
2 7,42 1729,25 7,48 171792 | 7,44 | 1723,53 7,42 [1730,83 | 7,41 1734,75
5 1 7,75 1776,26 7,75 1784,45 | 7,75 1768,81 7,76 | 1801,88 | 7,75 1836,91
2 7,75 1793,67 7,73 1768,81 | 7,77 1784,51 7,78 | 180197 | 7,75 1830,46

5.1. Fonction de réponse
La corrélation entre la réponse instrumentale (air du pic) et la masse introduite de la solution
de la Lamotrigine obtenue avec 5 séries des SE est représentée pour le modele qui suit :
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SERIE 1

y =52668x + 64833
R*=0.9905

.00 44.00 49.00 54.00 59.00

SERIE 4

y =52052x + 108476
R? = 0.9964

3.00 44.00 49.00 54.00 59.00
3900000,00
3400000,00 y =59772x- 263288
R? = 0,9932
2900000,00
2400000,00
1900000,00
39,00 44,00

64.00

64.00

49,00

RESULTATS

SERIE 5

00000.00
y =53303x - 29368
R?2=0.9973
00000.00
00000.00
00000.00
39.00 44.00 49.00 54.00 59.00 64.00
00000.00
y =51789x + 65088 SER'E 3
R?=0.9928
00000.00
00000.00
00000.00
39.00 44.00 49.00 54.00 59.00 64.00
54,00 59,00 64,00
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5.2. Alignement des observations

L’alignement des réponses sur la moyenne des concentrations introduites est exigé et cela
pour chaque niveau de concentration lorsque les quantités introduites ne sont pas identiques.
L’alignement des réponses obtenues avec les échantillons de validation est résumé dans le
tableau suivant :

Tableau XXX : Alignement des réponses observées avec les 5 séries des SV

Alignement des réponses

Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Serie 5
Yijk,c Yijk,c Yijk,c Yijk,c Yijk,c
1462,27 1459,26 1460,74 1461,85 1468,94
1468,89 1455,16 1459,20 1479,08 1460,82
1473,11 1459,29 1454,01 1477,46 1468,29
1471,46 1455.84 1455,11 1472,65 1460,80
1571,30 1553,14 1559,76 1565,74 1558,52
1560,95 1552,98 1546,18 1567,46 1570,68
1571,30 1556,97 1562,07 1561,96 1556,60
1559,27 1562,65 1557,44 1571,70 1554,63
1631,28 1633,90 1630,57 1647,88 1661,40
1627,72 1623,06 1633,26 1651,38 1654,73
1636,74 1631,49 1616,98 1658,67 1664,35
1631,65 1638,09 1626,93 1650,33 1645,78
1719,07 1708,76 1705,86 1717,99 1758,66
1723,49 1707,72 1714,35 1733,61 1756,97
1726,80 1710,17 1710,86 1734,41 1756,60
1729,86 1714,87 1720,44 1731,13 1755,97
1799,83 1776,91 1767,71 1802,78 1831,45
1799,24 1773,12 1780,45 1804,76 1836,37
1806,33 1776,40 1768,52 1802,98 1828,14
1805,11 1785,28 1790,46 1806,57 1830,26

5.3. Prédictions inverses
. Les prises d’essai prédites avec la fonction de réponse choisie sont présentées dans le tableau
suivant :

Tableau XXXI : Prédictiosn inverses obtenues avec les SV des 5 séries

Prédictions inverses xijk,calc Moyennes des
prédictions

Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Serie 5 in verses
xijk,calc xijk,calc xijk,calc xijk,calc xijk,calc H

39,45 40,51 39,98 39,02 40,43

39,81 40,29 39,90 39,98 40,02 39,97

40,05 40,51 39,60 39,89 40,40

39,95 40,33 39,67 39,62 40,02

45,68 45,82 45,73 45,02 45,03

45,07 45,81 44,92 45,13 45,67 45,42

45,68 46,04 45,87 44,80 44,93

44,97 46,37 45,59 45,38 44,82

49,30 50,64 50,08 50,08 50,61
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49,08 49,98 50,25 50,30 50,24 50,07
49,63 50,49 49,23 50,76 50,78

49,32 50,90 49,85 50,23 49,74

54,85 55,32 54,92 54,60 56,19

55,14 55,26 55,48 55,64 56,09 4
55,35 55,41 55,25 55,69 56,07 35,49
55,55 55,72 55,88 55,47 56,04

60,21 59,77 59,06 60,34 60,56

60,17 59,52 59,93 60,48 60,86 60.19
60,66 59,74 59,12 60,35 60,36 ’
60,57 59,84 60,62 60,60 60,49

5.4. Justesse

Elle est exprimée en termes de biais absolu, de biais relatif, et de pourcentage de
recouvrement (%) pour chaque niveau de concentration des standards de validation comme
indiqué dans le tableau ci-dessous.

Tableau XXXII : justesse calculée pour chaque niveau de concentration des standards
de validation

Niveau Biais Absolus Biais relatifs % de Recouvrement
1 -0,179 -0,445 99,56
2 0,235 0,521 100,52
3 -0,087 -0,173 99,83
4 0,389 0,706 100,71
5 0,026 0,042 100,04
5.5. Fidélité

La fidélité de notre méthode est évaluée dans des conditions de répétabilité et de fidélité
intermédiaire. Elle est calculée pour chaque niveau de concentration, exprimée en écart type
et en termes de coefficients de variations.

Les résultats sont mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau XXXIII : calcul des écarts types, des CV de répétabilité et de fidélité

intermédiaire
Variance Variance | Ecartype de Ecartype de la . iy, s
intra-Série | inter-Série la Ecartype ﬁtaylglité CV Répétabitire | €V Fidelité
o 2o . .. ... | Intersérie . e intermédiaire
a’w,j o’B,j répétabilité intermédiaire
0,071 0,090 0,267 0,300 0,402 0,665 1,000
0,120 0,113 0,346 0,337 0,483 0,766 1,069
0,140 0,196 0,374 0,443 0,579 0,745 1,155
0,112 0,091 0,334 0,302 0,451 0,606 0,818
0,158 0,119 0,398 0,345 0,526 0,661 0,875

5.6. Calcul de I’indice de capabilté Cpk-tol et T cpi-tol

L’indice de capabilité est calculé en incluant les parameétres mentionnés dans le tableau

suivant :
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RESULTATS

Tableau XXXIV : Calcul de ’indice de Capabilité Cpk-tol et TT cpk-tol

Niveaux Q?\Zg;ité Quantité Moy Préd LSL ULS R a |t (df’/z()”ﬁ) E“’;%‘; ”‘fﬁ ;;’af;‘e’é”’é Ke Kexo | Cpk-tol | T Cok
Intro tol
1 40,15 39,97 38,14 42,16 | 1262 | 8402 | 3,7784608 0,401656932 4033346 | 1,620021 1,13 0,18
2 45,18 45,41 42,92 4744 | 0947 | 9581 | 3,6401056 0,482907355 3,855046 | 1,86163 1,09 0,21
3 50,16 50,07 47,65 52,67 | 1,406 | 8,007 | 3,7784608 0,579349239 4045024 | 2,343482 1,03 0,38
4 55,11 55,50 52,35 57,86 | 0,820 | 10233 | 35351763 0,45058287 3,728949 | 1,680201 1,40 0,03
5 60,16 60,19 57,15 63,17 | 0,750 | 10,655 | 35351763 0,526344727 3719677 | 1,549479 1,52 0,03
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6. Modéle In y=a In x+ b

6.1. Fonction de réponse

La corrélation entre la réponse instrumentale (air du pic) et la masse introduite de la solution

RESULTATS

de la Lamotrigine obtenue avec 5 séries des SE est représentée pour le modele qui suit :

Tableau XXXV : Résultats obtenus pour la fonction In y=a In x+ b

Standards d’étalonnage SERIES i

& Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Serie 5

" | i | e | Suens | Repone | Qunds | Repose | Quanis || Rérnme | o | mstrumen
k X y X Y X y X y X y

1 3,69 14,57 3,70 14,57 3,70 14,58 3,69 14,59 3,69 14,57
) 3,70 14,60 3,69 14,56 3,69 14,56 3,69 14,59 3,69 14,60
1 3,82 14,71 3,82 14,68 3,81 14,70 3,81 14,72 3,81 14,70
) 3,81 14,72 3,81 14,68 3,81 14,70 3,81 14,73 3,81 14,70
1 3,93 14,84 3,91 14,79 3,92 14,80 3,92 14,82 3,91 14,81
) 3,91 14,81 3,91 14,80 3,92 14,78 3,91 14,81 3,91 14,79
1 4,01 14,91 4,01 14,88 4,01 14,90 4,01 14,90 4,01 14,92
2 4,01 14,91 4,02 14,90 4,01 14,90 4,01 14,91 4,01 14,92
1 4,09 14,96 4,09 14,97 4,09 14,96 4,10 14,99 4,10 15,03
2 4,10 14,98 4,09 14,96 4,10 14,97 4,10 14,99 4,10 15,02

On trace les courbes d’étalonnage des 5 séries de SE a partir des données du
tableau précédent :
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3.70

3.65

SERIE 1

y =0.9887x + 10.94
R?=0.9917

3.75

3.70

3.75

3.80

3.80

3.85

3.90

SERIE 3

y =0.9807x + 10.955
R?=0.9933

3.85

3.90

3.95

3.

15,10
15,00
14,90
14,80
14,70
14,60
14,50

95

3,65

4.00

4.00

4.05

4.05

4.10

4.10

y =1,0854x+10,571

3,70

R?=0,9936

3,75

3,80

4.15

4.15

SERIE 5

3,85

3,90

3.65

3.65

395

3.70

3.70

4,00

y =1.0143x + 10.816
R?=0.9975

3.75

y =0.9645x + 11.04
R?=0.9961

3.75

4,05

3.80

3.80

4,10

SERIE 2

3.85

SERIE 4

3.85

4,15

RESULTATS

3.90

3.90

3.95

3.95

4.00

4.00

4.05

4.05

4.10

4.10
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6.2. Alignement des observations

RESULTATS

L’alignement des réponses sur la moyenne des concentrations introduites est exigé et cela
pour chaque niveau de concentration lorsque les quantités introduites ne sont pas identiques.
L’alignement des réponses obtenues avec les échantillons de validation est résumé dans le

tableau suivant :

Tableau XXXVI : Alignement des réponses observées avec les S séries des SV

Alignement des réponses
Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Serie 5
Yijk,c Yijk,c Yijk,c Yijk,c Yijk,c
14,58 14,57 14,57 14,57 14,58
14,58 14,57 14,57 14,60 14,57
14,59 14,57 14,56 14,60 14,58
14,59 14,57 14,57 14,59 14,57
14,72 14,70 14,70 14,71 14,70
14,71 14,70 14,69 14,71 14,72
14,72 14,70 14,71 14,71 14,70
14,70 14,71 14,70 14,72 14,70
14,79 14,80 14,79 14,81 14,83
14,79 14,78 14,80 14,82 14,82
14,80 14,79 14,78 14,83 14,83
14,79 14,80 14,79 14,82 14,81
14,90 14,89 14,88 14,90 14,94
14,90 14,89 14,89 14,92 14,94
14,91 14,89 14,89 14,92 14,94
14,91 14,89 14,90 14,91 14,94
14,99 14,97 14,95 14,99 15,03
14,99 14,96 14,97 15,00 15,03
15,00 14,96 14,96 14,99 15,02
15,00 14,97 14,98 15,00 15,02

6.3. Prédictions inverses

Tableau XXXVII : Prédictiosn inverses obtenues avec les SV des 5 séries

Prédictions inverses xijk,calc

Moyennes des

prédictions

Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Serie 5 inverses
xijk,calc xijk,calc xijk,calc xijk,calc xijk,calc uj

39,51 40,52 40,01 39,05 40,36

39,88 40,30 39,93 40,01 39,95

40,11 40,52 39,64 39,92 40,33 39,99

40,02 40,34 39,70 39,66 39,95

45,70 45,82 45,74 45,03 45,01

45,10 45,81 44,93 45,13 45,66

45,70 46,05 45,88 44,80 44,91 45,42

45,00 46,38 45,60 45,39 44,81

49,30 50,64 50,07 50,07 50,64

49,08 49,98 50,24 50,29 50,27 50.08

49,64 50,49 49,23 50,75 50,81 !

49,32 50,90 49,85 50,22 49,77

60




PARTIE PRATIQUE RESULTATS
54,82 55,32 54,90 54,58 56,24

55,10 55,25 55,46 55,62 56,14 55 49
55,31 55,41 55,23 55,67 56,12 !
55,51 55,71 55,86 55,45 56,08

60,15 59,75 59,04 60,32 60,60

60,11 59,50 59,91 60,46 60,90 60 17
60,59 59,72 59,09 60,33 60,40 !
60,51 60,31 60,60 60,58 60,53

6.4. Justesse

Elle est exprimée en terme de biais absolu, de biais relatif, et de pourcentage de recouvrement
(%) pour chaque niveau de concentration des standards de validation comme indiqué dans le
tableau ci-dessous.

Tableau XXXVIII : Justesse calculée pour chaque niveau de concentration des
standards de validation

Niveau Biais Absolus Biais relatifs % de Recouvrement
1 -0,164 -0,407 99,59
2 0,244 0,539 100,54
3 -0,083 -0,166 99,83
4 0,383 0,695 100,69
5 0,009 0,014 100,01
6.5. Fidélité

La fidélité de notre méthode est évaluée dans des conditions de répétabilité et de fidélité
intermédiaire. Elle est calculée pour chaque niveau de concentration, exprimée en écart type
et en termes de coefficients de variations.

Les résultats sont mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau XXXIX : calcul des écarts types, des CV de répétabilité et de fidélité

intermédiaire

Variance .

intrg- | voriance | Ecartype | o pe | Ecartypede cv CV Fidélité

. . inter-Série de la , . la fidélité T Y e .

Série 20 ; . . ... | INntersérie | . . | Répétabilité | intermédiaire

2 o’B,j répétabilité intermédiaire

o’w,j

0,071 0,072 0,266 0,268 0,378 0,663 0,942
0,120 0,116 0,346 0,341 0,486 0,766 1,075
0,139 0,199 0,373 0,446 0,582 0,744 1,160
0,111 0113 0,333 0,337 0,474 0,604 0,859
0,158 0,127 0,397 0,357 0,534 0,660 0,887

6.6. Calcul de I’indice de capabilté Cpk-tol et 7T cpk-tol
L’indice de capabilité est calculé en incluant les parametres mentionnés dans le tableau

suivant :
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Tableau XL : Calcul de I’indice de capabilité Cpk-tol et TT Cpk-tol

RESULTATS

Quantité

Ecartype de la

. Quantité Moy t (df, (1+P) sre s Cpk-
Niveaux Moy Préd LSL ULS R df 1) . ﬁdel'lt.e . Ke Kexo tol T Cpk-tol
Intro intermédiaire
1 40,15 39,99 38,14 42,16 | 1,016 | 9,276 | 3,6401056 0,378137588 3,862607 | 1,460597 1,26 0,09
2 45,18 45,42 42,92 47,44 10,971 | 9,468 | 3,6401056 0,485739925 3,857813 | 1,873894 1,08 0,22
3 50,16 50,08 47,65 52,67 | 1,427 | 7,954 | 3,9688834 0,581752419 4,250573 | 2,472781 0,98 0,51
4 55,11 55,49 52,35 57,86 | 1,022 | 9,248 | 3,6401056 0,473625383 3,863295 | 1,829754 1,29 0,06
5 60,16 60,17 57,15 63,17 | 0,807 | 10,307 | 3,5351763 0,533923284 3,727295 | 1,99009 1,51 0,03
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7. Etude de la linéarité
L’¢tude de la linéarité a été faite pour la fonction choisis ax+b (voir ci-apres).

Un modele de régression linéaire a été ajusté sur les concentrations calculées en fonction des
concentrations introduites dans le but d'obtenir 1'équation suivante : Y= 1.005x-0.203

LINEARITE

65,00
y =1,0084x-0,3636

R*=0,9939
60,00

50,00
45,00

40,00

35,00 40,00 45,00 50,00 55,00 60,00 65,00

Le tableau suivant résume les tests statistiques appliqués pour 1’étude de la linéarité :

Comparaison de ’ordonné a

Comparaison de la pente avec 1 Porigine avec 0

t calculé 0.94 0.64
£(0.05 ;98) 1.98 1.98
P >0.05 >0.05

8. Représentation graphique des simulations :
Les schémas suivants représentent les simulations effectuées pour les 5 niveaux de
concentrations pour le modele y=ax+b

Simulation du niveau 80 %
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Simulation du niveau 100 %
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Simulation du niveau 120 %

RESULTATS

Figure 15 : Simulation des cinq niveaux de concentration
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3. Discussion

A partir des résultats que nous avons obtenus, la solution placebo a donné une réponse nulle
illustrée par la figure 07. De plus, les signaux obtenus a partir des deux solutions ; SV 100%
et SE 100% illustrés respectivement par les figure 05 et 06 sont similaires par rapport a leurs
temps de rétention et air du pic respectif. Nous déduisons que la méthode de dosage est
sélective.

Apres avoir rassemblé les résultats des expériences opérées sur les standards d’étalonnage
(SE) nous avons utilisé les modeles d’étalonnage figurants sur les figures 10,11,12 et 13 :
Régression linéaire avec une équation : Y= ax+b, Régression linéaire avec une équation : Y=
ax, Fonction logarithmique népérien Ln y = aLnx+b, Fonction racine carré \y = aVx+b, ces
derniers présentent un facteur de détermination R2 >0.99. Donc nous pouvons appliquer ces
modeles d’étalonnages pour notre méthode de dosage afin d’évaluer ses paramétres de
validation.

Les résultats provenant des SV, nous ont permis d’évaluer la fidélité et la justesse de notre
méthode de dosage. En premier lieu, le CV que nous avons obtenu a partir de la répétabilité et
la fidélité intermédiaire de notre méthode, observé a tous les niveaux de concentration en
utilisant les modeles d’étalonnage cités précédemment, sont inférieurs a 2%. Notre méthode
de dosage présente une bonne fidélité.

En second lieu, le calcul du biais absolu a donné des valeurs proches de 0, de plus, le calcul
du pourcentage de recouvrement a montré des résultats inclus dans un intervalle de [99.45-
100.77] %, nous démontrons de ce fait I’étroitesse de 1’accord entre la moyenne des masses
introduites et des masses prédites. Par conséquent notre méthode de dosage présente une
bonne justesse.

En ce qui concerne le modéle d’étalonnage régression linéaire : ax+b et on se référant au
tableau V, le tableau VIII nous renseigne que nous avons obtenu un indice Cpk-tol <1 et
nCpk-tol >0.27 pour le niveau 80 ce qui démontre une capabilité moindre, pour les niveaux
90 et 100, 1< Cpk-tol <1.33 la méthode est donc marginalement capable et répond
suffisamment aux limites de spécifications inférieures et supérieures, préalablement établies.
Pour les niveaux 110 et 120, Cpk-tol >1.33 la méthode est capable et répond aux
spécifications exigées. Ceci dit, les résultats que nous avons examinés démontrent que la
méthode de dosage utilisée avec ce modele d’étalonnage présente une variabilité totale
acceptable et donc, assez performante pour 1’utiliser en routine.

Concernant le modele d’étalonnage de régression linéaire : ax, notre observation du tableau
XIV nous a permis de constater que 1 < Cpk-tol <1.33 pour le niveau 100 donc la méthode est
relativement capable et satisfaite quant a la marge de variabilité tolérée par les spécifications
pour ce niveau. En revanche, pour les niveaux 80, 90, 110, 120, elle n’est pas assez capable et
ne répond pas aux spécifications déterminées car Cpk-tol <1 et nCpk-tol >0.27. Nos résultats
obtenus permettent ainsi de déduire que ce modele d’étalonnage ne convient guére a ce que
nous I’appliquons pour valider notre méthode de dosage.
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A propos du modéle d’étalonnage fonction racine carré \y = aVx+b, nous notons a partir du
tableau XX que I’indice de capabilité pour les niveaux 80, 90, 100 ; 1< Cpk-tol <1.33, ce qui
indique une performance de la méthode relativement acceptable. Quant aux niveaux 110, 120
; la méthode est entierement capable car Cpk-tol > 1.33. Nos résultats sont convaincants et
nous indiques que la méthode est valide pour son utilisation en routine. Aussi, a I’égard du
modele d’étalonnage Fonction Logarithme Népérien : Iny = alnx+b ; nous observons a partir
du tableau XXVI que I’indice de capabilité pour les niveaux 80, 90 et 110 ; 1< Cpk-tol <1.33 ;
la méthode est donc assez capable pour ces trois niveaux. Pour le niveau 120, la méthode est
capable car Cpk-tol> 1.33, par contre pour le niveau 100, la méthode n’est pas assez capable
sachant que Cpk-tol <I et tCpk-tol >0.27. Toutefois les résultats que nous avons obtenus sont
probants. En conséquence le modele d’étalonnage Fonction Logarithme Népérien : Iny =
alnx+b est adapté pour valider notre méthode de dosage.

En définitive, nous choisissons le modele d’étalonnage régression linéaire : ax+b, pour sa
simplicité par rapport aux modeles fonction racine carré et Logarithme Népérien. De plus le
modele pour lequel nous optons, est convenable pour les méthodes de dosage physico-
chimiques [29]

Les valeurs du nCpk-tol que nous avons obtenues sont inversement proportionnelles a I’indice
de capabilité de la méthode. C’est a dire la probabilité d’occurrence de OOS diminue avec
I’augmentation de I’indice de capabilit¢ de la méthode et vice versa. Pour appuyer notre
¢tude, nous avons effectué¢ des simulations pour les 5 niveaux de concentration illustrés par la
figure 15, incluant 100 échantillons. Nos résultats émanant des simulations démontrent
I’absence de OOS pour les 5 niveaux évalués. Ainsi nous confirmons que ’indice Cpk-tol
indique véritablement la performance de la méthode et que le nCpk-tol permet d’estimer le
nombre probable de faux OOS générés. Nous affirmons de surcroit les résultats figurant sur le
Tableau VIII ; plus la moyenne des quantités prédites se rapproche de la moyenne des
quantités introduites plus la capabilité augmente ce qui témoigne de I’importance d’une bonne
justesse pour la performance d’une méthode, Aussi plus D’écart type de la fidélité
intermédiaire estimée diminue, plus la performance de la méthode s’améliore. Ceci démontre
I’importance d’une bonne fidélité. Nous soulignons aussi 1’importance du facteur de
recouvrement Ke , qui nous a permis de garder la méme couverture théorique de la
distribution utilisée avec le Cpk index (soit+30).

Les résultats que nous avons illustrés sur le tableau VIII prouvent que la performance de la
méthode est proportionnelle a I’augmentation des quantités introduites, ceci s’explique par
I’influence des masses sur la variance totale de la méthode. En d’autres termes, la variance de
la fidélité¢ intermédiaire a un effet plus marqué sur la variabilité des basses quantités que sur
les quantités élevées. En effet pour le niveau 80 équivalant a 40 mg, I’indice de capabilité
Cpk-tol < 1 et nCpk-tol >0.27, pour améliorer la performance de la méthode de dosage pour
ce niveau en analyse de routine, ¢’est-a-dire, diminuer le risque de générer des résultats OOS,
il est recommandé de réaliser trois dosage sur ce niveau afin de trancher sur 1’origine de ces
derniers [44]. Si on trouve la méme proportion de OOS, il s’agit de vrais OOS et donc ces
derniers sont générés par 1’échantillon. Par contre si ¢a ne se répete pas les OOS sont di a la
méthode [44].

67



PARTIE PRATIQUE DISCUSSION

Il est noté que les méthodes de dosage par HPLC présentent une capabilité amoindrie [24]
[45] ceci explique les performances marginales pour le dosage de 45 mg et 50 mg.
Néanmoins, aprés simulation nous avons démontré la pertinence de 1’approche capabilité
quant a I’estimation réelle de la performance de la méthode de dosage. L’indice de capabilité
Cpk-tol témoigne de la bonne justesse, de la bonne fidélité estimée. Ceci dit la variabilité de
ces deux paramétres influencent grandement sur la capabilit¢ de la méthode, En ce qui
concerne le degré de confiance sur I’estimation de la variabilité totale de notre méthode de
dosage, le ratio R nous permet de fixer le nombre de série et de répétition adéquat pour cela.
En d’autres termes, d’avoir une estimation fiable de la justesse et de la fidélit¢ de notre
méthode [27] [44].

Pour parfaire 1’étude des paramétres de validation, nous avons évalué¢ la linéarité avec la
fonction Y=ax+b pour cinq niveaux de concentration. L’analyse de variance de la régression
nous a permis de vérifier I’existence d’une pente significative comparable a 1 avec une
probabilit¢ >0.05 et I’existence d’une ordonnée a I’origine comparable a zéro avec une
probabilité >0.05. Avec un facteur de détermination R* =0.9938. Nous confirmons donc la
corrélation entre les masses introduites et les masses prédites et par conséquent la linéarité de
la méthode.
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CONCLUSION

L’industrie pharmaceutique est un domaine trés réglementé et complexe et ce dans le but
d’assurer la qualité, I’efficacité et surtout la sécurité¢ des produits pharmaceutiques dispensés
aux patients et prévenir tout incident pouvant mettre en péril les entreprises elles-mémes [3].

Par conséquent, les méthodes de dosage constituent un arsenal analytique indispensable pour
satisfaire les exigences réglementaires en matieére de controle qualité si bien que la précision
des résultats constitue 1’essence de ces méthodes analytiques qualitatives et quantitatives.

La validation de ces derni¢res est de ce fait primordiale afin de garantir la fiabilité des
résultats car toute expérimentation génératrices de résultats de mesures est sujette au risque
d’erreur de sous-évaluation ou de surévaluation [7].

Ainsi le but de notre étude a été de valider une méthode de dosage de la Lamotrigine dans des
comprimés de 50 mg, et ce par chromatographie liquide a haute performance en utilisant
I’approche capabilité qui est une démarche récente proposée par la commission de la SFSTP
publiée en 2010 dans la revue STP Pharma Pratique. Cette commission a utilisé I’indice de
capabilité Cpk-tol ainsi que la probabilité d’occurrence de résultats non conformes (rCpk—tol)
comme outils de décision [27].

En premier lieu, nous avons évalué la sélectivité de la méthode analytique. En second lieu
nous avons évalué la fidélité et la justesse de cette derniére a partir des standards d’étalonnage
et des standards de validation. Nous avons utilisé ces derniers pour estimer les paramétres
statistiques des différents modeles d’étalonnage afin de calculer les indices de capabilité Cpk-

tol et la probabilité d’occurrence de résultats non conformes (Tcpk-101) pour chaque modele
d’étalonnage.

Notre expérience a satisfait tous les critéres de I’approche capabilité et compte tenu du haut
niveau de fiabilité et de précision des résultats obtenus, elle a clairement démontré la validité
de la méthode utilisée. Cette derniére a été évaluée dans des intervalles de tolérance incluant
des limites de spécification (+5%), une probabilité de confiance =99,73 % et une couverture
théorique 6=+3. Il s'ensuit que la méthode de dosage est valide et adaptée pour analyser la
Lamotrigine dans des comprimés de 50 mg. Apres avoir analysé les résultats émanant des
outils de décisions numériques Cpk-tol et tCpk—tol, nous concluons que I’approche capabilité
permet de valider notre méthode de dosage au niveau du Laboratoire de Chimie-Analytique.
Toutefois pour doser 40 mg, il est conseillé de vérifier I’origine des OOS générés et ceci par
répétition du dosage en routine [44]. Apres simulation nous avons démontré la pertinence de
cette approche. L’indice de capabilité Cpk-tol témoigne d’une bonne justesse, une bonne
fidélité estimée. Les résultats provenant du nCpk-tol confirment la performance de la méthode
avec une probabilité négligeable d’occurrence des faux OOS.

Enfin, 1’étude de capabilité¢ des méthodes de dosage est une approche pertinente qui s’impose
de manicre progressive vu son utilit¢ a évaluer la performance des méthodes de dosage [9]
[26]. L’application de cette approche est donc rigoureuse avec des limites de tolérance trés
restrictives un tel niveau que les méthodes de dosage par HPLC présentent une capabilité
amoindrie.[26][45]
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1. Introduction

La Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC) ou simplement
La chromatographieen phase liquideest une technique séparative utilisée en analyse
quantitative, qualitative des composés solubles dans un solvant liquide,
principalement employée dans le domaine de la chimie analytique comme outil scientifique
majeur et peut étre aussi préparative permettant la récupération des composés [46].

2. Historique

Aux prémices, cette technique fut utilisée comme méthode séparative de pigments colorés par
Mikhail S. Tswett pour purifier des mélanges de pigments de plantes d’ou I’étymologie du
nom chromatographie : chroma=couleur graphie=écriture.

Kuhn et Elederer ont introduit cette technique en pratique dans les laboratoires a partir de
1930-31, en Allemagne. Depuis, de nombreuses découvertes concernant différentes
disciplines ont ét¢é menées grice a la chromatographie en phase liquide sur colonne.
Reichstein introduit cette technique pour séparer des substances incolores en 1938.

Depuis 1969 |, les techniques modernes d” HPLC sont devenues disponibles; ces dernicres
n’étaient pas largement utilisées dans 1’industrie pharmaceutique, et ce jusqu’a plusieurs
années plus tard. Cependant, des que les systémes HPLC capables d’une analyse quantitative
sont devenus disponibles dans le commerce, leur utilit¢ dans 1’analyse pharmaceutique a été

pleinement agréée [46] [47] [48] [49] [51].

3. Principe

Le principe de la technique analytique HPLC repose sur les différences d'affinité¢ des
composés du mélange avec la phase mobile et la phase stationnaire améliorées par leur
miniaturisation de fagon tres élaborée. Ces phases non miscibles, constituées de la réunion de
microparticules sphériques dont le diamétre est compris entre 2 et 5 micrométres ou de
matériaux monolithiques poreux conduisent a une perte de charge importante dans la colonne.
Il faut donc exercer sur la phase mobile une forte pression pour obtenir un débit convenable.
La particularité¢ de la HPLC est de faire intervenir des mécanismes d’échange soluté/phase
mobile/phase stationnaire basés sur les coefficients d’adsorption ou de partage. En sortie de
colonne grace a un détecteur les analytes sont caractérisés par un pic appelé chromatogramme

qui traduit la variation du soluté dans I'¢luant en fonction du temps [46].
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4. Appareillage

Une installation de HPLC comporte divers modules spécialisés, ces derniers sont reliés entre
eux par I'intermédiaire de canalisations de trés faible diametre interne (0,1 mm) pour assurer
la circulation de la phase mobile. Elles peuvent étre en acier inoxydable ou en PEEK ® (ou
polyether-etherketone), un polymére souple et coloré qui résiste aux solvants usuels, méme
sous des pressions ¢élevées (350 bars) [47].

Le Schéma suivant présente une vue d’ensemble de la HPLC :

_solvanls
(phase mobile) 1

|

deégazeur 2

|

pompe 3
|
injecteur 4
|
colonne
thermostatée | ©
dételcteur 6

micro-ordinateur

AnalyticalToxicology.com
Figure 16 : Les Modules de 1a HPLC [47]

4.1. Pompe et gradients d’élution

4.1.1 Pompes pour éluants

Toute installation d’HPLC comporte au moins une pompe pour forcer le passage de la phase
mobile a travers la colonne dont le remplissage est trés compact. Il en résulte une pression
importante au niveau de I’injecteur. Celle-ci peut atteindre 20 000 kPa (200 bars) selon le
débit imposé a la phase mobile ou sa viscosité ainsi que selon la nature de la phase
stationnaire.

On utilise des pompes congues pour maintenir un débit non pulsé et stable, méme si la

composition de la phase mobile varie.

Elle doit fournir la phase mobile a un débit constant a une certaine pression pour atteindre la

colonne. Elle permet de travailler soit :
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. En mode isocratique, c’est a dire avec 100% d’un méme ¢€luant tout au long de 1’analyse.

. En mode gradient, c’est a dire avec une variation des constituants du mélange d’éluant. [47]
4.1.2. Le réservoir de la phase mobile

Il contient la phase mobile en quantité suffisante. Plusieurs flacons d’¢luant (solvants de
polarités différentes) sont disponibles pour pouvoir réaliser des gradients d’¢lution (mélange
de plusieurs solvants a des concentrations variables) a 1’aide de la pompe qui réalise le
mélange demandé [47].

4.2. Injecteur

L’injection d’un volume précis de 1’échantillon en té€te de colonne doit se faire en un temps
bref afin de perturber le moins possible le régime de circulation de la phase mobile qui doit
étre stable de la colonne au détecteur. On utilise pour ce faire, une vanne haute pression a
plusieurs voies, manuelle ou motorisée dans le cas des injecteurs automatiques, placée juste
avant la colonne. Il s’agit d’une piéce de précision qui doit résister & des pressions pouvant
dépasser 30 000 kPa. Elle fonctionne en deux temps :

> Dans la position chargement, ou seule la communication entre pompe et colonne est
assurée, 1’échantillon est introduit a pression atmosphérique a I’aide d’une seringue dans un
petit volume tubulaire appelé boucle

> Dans la position injection, I’échantillon est inséré dans le flux de phase mobile par rotation

de 60> d’un levier qui permet d’inverser le sens de circulation dans la boucle. Une bonne
reproductibilit¢ des volumes n’est atteinte que si la boucle a été totalement remplie par
I’échantillon. Le volume prélevé avec la seringue est donc toujours largement supérieur a
celui de la boucle.

Des tubes en acier inoxydable, en Téflon, en PEEK ou en silice fondue permettent de relier la

ou les pompes a I’injecteur chromatographique [41].

a
22—
-
3 \
o> - vars ia colonne
14 E——"X'5 orifice
remplissage
T effluent da remplissage

(seringue en 4)

boucle Remplissage

de la boucle

b
-
2 o -\} 50
3 6 :
T e————————— it
vers la colonne

4 5

e Injection
dans la colonne
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Figure 17 : Injection avec une boucle. a) Remplissage de la boucle. b) injection dans la

colonne. Vanne modéle 7125. Les vannes sont motorisables [41]

4.3. Colonnes

La colonne se présente comme un tube, le plus souvent en acier, dont la longueur et le
diamétre présentent des différences selon les modeles. Les colonnes « standard » dont le
diamétre interne (DI) est d’environ 4,5 mm et la longueur de 10 cm, sont de plus en plus
supplantées par des colonnes de plus faibles diamétres, baptisées narrow-bore (DI 2-4 mm),
micro-bore (DI 1-2 mm), capillaires remplies (DI 0,1-1 mm). Ces mode¢les sont apparus suite
a I’évolution des phases stationnaires customisées.

La colonne est souvent précédée d’une précolonne, dite colonne de garde, courte (0,4 a 1 cm),
remplie de la méme phase stationnaire, ce qui sert a retenir certaines impuretés. On augmente

ainsi la durée de vie de la colonne principale en préservant ses performances [41].

1 - colonne 2 - précolonne 3 - disque fritté 4 - raccord

Figure 18 : Colonne standard et précolonne de HPLC [41]
4.4. Le détecteur
Le détecteur est reli¢ a la sortie de la colonne. Les solutés en sortie de la colonne
chromatographique sont en solution trés diluée dans une phase éluant dont la nature et la
composition varient d’'une analyse a I’autre, de ce fait un détecteur est nécessaire puisqu’il
permet de suivre en continu la séparation et de mesurer la concentration des solutés. Le choix
d’un détecteur dépend a la fois des caractéristiques physiques des composés a séparer et des
conditions opératoires. Le détecteur suit I’apparition des analytes. Le signal obtenu est
enregistré en fonction du temps. Il existe différents types de détecteurs :
" Détecteur UV-visible
) Réfractometre
1 Détecteur a fluorescence
] Détecteur a barrette de diodes (DAD)
4.5. Le Dégazeur
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Le Dégazeur est un composant permet de retirer I’oxygene présent dans le(s) solvant(s) afin
d’éviter d’endommager les échantillons ou la phase stationnaire. Deux types de dégazeurs
sont utilisés en HPLC :

Dégazeur a gaz inerte : On fait barboter un gaz inerte dans la PM (Phase Mobile) pour retirer

le gaz dissous dans le liquide. L’helium est le gaz inerte le plus utilisé pour cette application.
Dégazeur par vide : Cette méthode consiste a descendre en pression dans une enceinte ou se
trouve le solvant a I’aide d’une pompe a vide primaire, et ainsi séparer le gaz dissous dans le
fluide. Elle est bien plus efficace, ne requiert plus de gaz inerte, et remplace de plus en plus
I’ancienne technique dans le domaine de I’analyse HPLC. La pression dans 1’enceinte est de
I’ordre du millibar [41].

4.6. L’enregistreur

L’enregistreur regoit un signal électrique proportionnel a la concentration de I’analyte qui
traverse le détecteur. Ce signal est traité, amplifié puis utilisé pour tracer le chromatogramme.
Pour qu’un pic soit exploitable, on considere généralement que le rapport signal / bruit doit

étre au moins de trois.

5. Polarité et chromatographie

5.1. Phase mobile

Une phase mobile liquide est appelée €luant. C’est elle qui fait migrer les composés, son
choix est donc important. Il faut que le soluté soit soluble dans I’¢luant. Il est possible de faire
des mélanges de solvants pour changer sa polarité [46].

5.2. Phases stationnaires

La recherche d’une bonne résolution chromatographique a conduit a la création de phases
stationnaires de nature et de structures variées. Pour raccourcir les temps d’analyse, il faut
tenter d’accélérer dans la colonne les transferts entre les phases mobiles et fixe [41].

5.2.1. Phase stationnaire normale

Actuellement, le gel de silice tient une place prépondérante pour la confection des phases
stationnaires. Ce matériau de base est un solide amorphe ayant pour formule de composition
Si02 (H20)n (avec n treés proche de 0). Il est tout a fait différent de la silice naturelle
cristalline (Si02) qui n’est qu’un précurseur tres éloigné de sa préparation. Cette derniere fait
appel a des procédés de polymérisation sol-gel d’un tétraalcoxysilane (ex. tétraéthoxy-silane)
au sein d’un liquide, sous I’effet d’une hydrolyse catalysée.

Ces groupements sont responsables des propriétés catalytiques acides de ce matériau trés
polaire car Si—-OH a un pK de 10, comparable a celui du phénol. Leur concentration peut étre

établie par RMN du 29Si ou par analyse centésimale du carbone pour les phases greffées [41].
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Figure 19 : Le gel de silice pour chromatographie. a) préparation de grains sphériques
de gel de silice via un sol-gel. b) représentation du réseau, correspondant a un maillage
tridimensionnel. ¢) image d’une particule sphérique de gel de silice issus d’un

assemblage compact de sphéres submicroniques. [41]

5.3. Phase stationnaire inversée

Bien qu’ayant une capacité d’adsorption élevée, le gel de silice décrit précédemment n’est
plus utilisé tel quel en chromatographie analytique. Hydrophile par nature, ses caractéristiques
évoluent au cours du temps, entrainant un manque de reproductibilité des séparations.

Pour diminuer sa polarité jugée excessive dans de nombreux cas on le rend essentiellement
hydrophobe. Les modifications classiques mettent a profit la réactivité des fonctions silanols
présentes en surface pour fixer des molécules organiques par des liaisons covalentes. Le gel
de silice ainsi modifié¢ devient assimilable a un liquide immobilisé, la séparation mettant en
jeu les coefficients de partage et non plus les coefficients d’adsorption. Ces phases greftées,
dont la polarité peut étre ajustée avec précision, sont a 1’origine de la chromatographie de
partage a polarité de phase inversée, utilisée dans quasiment toutes les séparations [41].

Ces modifications de la surface du gel conduisent a deux types de phases :
5.4. Polarité des solvants
L'interaction plus ou moins forte entre la phase mobile et la phase stationnaire normale ou a

polarité inversée se répercute sur les temps de rétention des solutés. La polarité de la phase

stationnaire permet de distinguer deux situations :
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'] Si la phase stationnaire est polaire, on utilisera une phase mobile peu polaire, la

chromatographie est dite dans ce cas en phase normale.

1 Si la phase stationnaire est trés peu polaire, on choisira une phase mobile polaire, c'est la

chromatographie en phase inverse.

La polarit¢ de la phase mobile augmente par 1’ajout d’un solvant organique tel que le

méthanol ou l'acétonitrile qui sont principalement utilisés pour I’analyse par la HPLC [47].

Ainsi, le pouvoir d'élution de la phase mobile est résumé dans le schéma suivant:

phase polaire normale solvants classes par polarité phase a polarité inversée
croissante
hexane
FAIBLE
toluéne FORT
trichlorométhane
pouvol dichlorométhane
d'élution )
pouvoir
éther d'élution
acétate d'éthyle
acétonitrile
FORT
méthanol FAIBLE
eau

6. SPECIFICATIONS TECHNIQUES
-Volume d'injection d’échantillon : 1 a 100 Ul.

-Température du compartiment colonne : 5-110 ° C.

-Gamme de pH : 1-12.5.

-Détection : UV / Vis (190 a 800 nm), Fluorescence, ELSD [48].

7. POINTS FORTS

-sépare efficacement les molécules de structure similaire.
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-Résultats quantitatifs précis et hautement reproductibles.
-Applicabilité a divers analytes.

-Haute sensibilité.

-Essais hautement reproductibles.

-UPLC : analyse plus rapide avec une résolution améliorée [48].

8. LIMITES

-Les composés doivent étre solubles dans les solvants courants tels que 1'eau, les alcools et
l'acétonitrile.

-La pression de la pompe est limitée a 40 MPa (HPLC) et 100 MPa (UPLC).

-Impossible de séparer les ions inorganiques.

-Absence de détecteur universel idéal.

-Les solvants non polaires agressifs ne sont pas compatibles avec l'instrument [48].

9. L’Utilisation de la HPLC dans I’industrie pharmaceutique

La HPLC occupe une place importante dans I’industrie pharmaceutique. Elle s’avére étre un
instrument d’analyse important pour satisfaire les niveaux de qualité exigés par la
réglementation concernant les matiéres premicres et produits finis pharmaceutiques. Elle est
utilisée dans le dosage et la séparation d’analytes de masse élevés dont la volatilité est tres
faible. Sa sélectivité trés adaptable au dosage des analytes en choisissant la colonne et la

composition de 1’¢luant justifie son utilisation a grande échelle [51].

10. Renseignements apportée par la réponse instrumentale de la HPLC

La réponse instrumentale est un diagramme qu’on nomme chromatogramme, qui se présente
sous la forme d'un pic dont la hauteur devrait idéalement dépendre de la concentration du
composant particulier, ce tracé bidimensionnel, indique 1’évolution du signal du détecteur sur
I’axe des ordonnées (proportionnel a la concentration en soluté¢) en fonction du temps
d’élution sur I’axe des abscisses (plus rarement du volume d’¢lution). Par ailleurs, le
chromatogramme comporte plusieurs informations utiles a I’analyse :

T=0 : Le temps du début d’injection

tm : Le temps mort : est le temps mis par un composé non retenu par la phase stationnaire

pour traverser la colonne (temps passé dans la phase mobile)
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t, : Le temps de rétention : est le temps mis par le soluté pour traverser la colonne. C’est le
temps passé dans la phase stationnaire et dans le volume mort de la colonne .Ce temps est
caractéristique d’un soluté dans des conditions d’analyse donnée.

La surface du pic est en fonction e la quantité du constituant dont il est la trace.

t’, ou ts; Le temps de rétention réduit : est le temps passé par un soluté dans la phase
stationnaire, soit : t’r=tg= t, - ty

o ou Wy, La largeur du pic a la base, mesurée a 13,5 pour cent de la hauteur du pic.

® 1, 6 ou Wy, . La largeur du pic & mis hauteur exprimée en unité de temps.

h : La hauteur du pic [52].

r 3

8
= T A
=
2 | aepot
=
‘-§ soluté Nnon retenu Wh > mi-hauteur
©
= par la phase
§ stationnaire
= L 4
S to JL
W Temps (Volume)
tm (Vm) e (Ve

t (Vo)

Figure 20 : Renseignements d'un chromatogramme [52]

10.1. Grandeurs de rétentions

10.1.2. Coefficient de partage
Toutes les séparations chromatographiques sont basées sur les différences de répartition des
solutés entre la phase mobile et la phase stationnaire. La constante d’équilibre K¢ de cette
réaction est appelée coefficient de distribution, ou coefficient de partage, et est définie par
la relation [53].
K= (a4)s aygu = cs/cm

Ou (a4)s est Iactivité du solute A dans la phase stationnaire et (a4)y son activité dans la
phase mobile. On remplace souvent (a4)s par cs la concentration analytique molaire dans la
phase stationnaire, et (a.4)y par ¢y ,la concentration analytique molaire dans la phase mobile.

Idéalement, le coefficient de distribution est constant sur un grand domaine de concentrations

en soluté, en d’autres termes, cs est directement proportionnel a ¢y [54].

82



ANNEXE | CHROMATOGRAPHIE

10.1.2. Le temps de rétention t,

C’est le temps qui s’écoule entre 1’injection de 1’échantillon et ’apparition d’un pic de soluté
sur le détecteur d’une colonne chromatographique. Il est exprimé en minutes. C’est une
grandeur caractéristique d’un analyte dans des conditions opératoires données. Il est utilisé
pour identifier les composés dans un chromatogramme. Il varie en fonction du débit de la
phase mobile et de leur composition, de la température d'élution et de la nature de colonne

utilisée [53].

10.1.3. Le temps mort ty,

C’est le temps écoulé pour qu’un composé non retenu traverse la colonne ; il est noté t,, ou ty
et exprimé en minutes [54].

tm=to=L/V

Avec :

L : la longueur de la colonne.

V : la vitesse de la phase mobile.

10.1.4. Le volume de rétention

Le volume de rétention Vg d’un composé correspond au volume de la phase mobile qui s’est
écoulé entre I’instant de D’injection et celui correspondant au maximum du pic sur le
chromatogramme. Ce volume est caractéristique d’un seul composé dans des conditions

opératoires données. Si le débit D est stationnaire [54].

VR= tR.D

10.1.5. Le volume mort

Le volume mort V,, de la colonne correspond au volume interstitiel accessible, en d’autres
termes le volume de la phase mobile. L’injecteur et le détecteur ont des volumes morts qui
entrent en ligne de compte dans le volume de rétention total. On I’exprime en fonction de ty
et du débit D [53].

Vyv=tm.D
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10.1.6. Le facteur de rétention

Le facteur de rétention k est un parameétre expérimental important qui permet de comparer les
vitesses de progressions des solutés dans les colonnes. Pour le soluté A, le facteur de rétention
k4 est définie par :

ka=K.Vs/Vu

Ce dernier représente l’affinité d’un composé vis-a-vis de la phase stationnaire. Il est
indépendant du débit de la phase mobile et des dimensions de la colonne [54],

s'il y a une fuite de phase mobile avant la colonne, pour deux analyses identiques, dans les
mémes conditions opératoire, on obtient deux valeurs de temps de rétention identiques et deux
valeurs de k’ différentes. S’il y a des problémes au niveau de la phase mobile ou phase
stationnaire. On a deux valeurs de ¢, et deux valeurs de &k’ différentes. L’équation peut étre
reformulée en :

k4= (tr-tw)/ty =tr/ty=ts/ty

Si un facteur de rétention est beaucoup plus petit que 1, le soluté sort de la colonne apres un
temps trés proche du temps mort. Si le facteur de rétention est supérieur a environ 20 ou 30,
les durées d’¢lution deviennent exagérément longues. Les séparations s’effectuent de manicre
optimale lorsque les facteurs de rétention des solutés d’un mélange sont de I’ordre de 1 a 5

[54].

10.2. Evaluation de P’efficacité d’une colonne

L’efficacité d’une colonne chromatographique s’évalue généralement a partir deux termes
connexes : la hauteur équivalente a un plateau théorique H et nombre de plateaux théoriques

N. Ces deux grandeurs sont liées par 1’équation de Knox en HPLC [53].

N=L/H
Ou L est la longueur de la colonne (généralement en cm).

Plus la hauteur du plateau H est faible, plus la colonne est efficace.

L’efficacité d’une colonne dépend de trois facteurs principaux :

- De sa géométrie : plus une colonne sera longue et plus elle sera efficace.
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- De son garnissage : plus les particules de silice seront fines et plus la colonne sera efficace.
- Du débit de I’¢luant : Il existe un débit optimal d’utilisation d’une colonne pour son

efficacité est la plus grande.

Le nombre de plateaux théoriques, N, et la hauteur équivalente a un plateau théorique, H, sont
largement utilisés dans la littérature et par les fabricants d’appareils pour évaluer les
performances d’une colonne. Si les pics sont symétriques et gaussiens, le nombre de plateaux

théoriques sera calculé selon cette équation :

N=16(tr/®)?
Si les pics sont non symétriques

N= 5.54(tr/5)"

Pour conclure I’efficacité de la colonne dépend du débit donc de la phase mobile, et de la

qualité (remplissage) de la phase stationnaire [54].

10.3. La sélectivité

Le facteur de séparation entre deux solutés désigné par a, il permet de comparer deux solutés
repérés sur un méme chromatogramme. o=1

a =1t’ry/t’r; avec 'y > t’r;

On peut déduire que le facteur de sélectivité est égal ay rapport des facteurs de rétention de la

colonne pour les deux composés [53].

a=kyk;
Plus k est grand, plus le composé est adsorbé fortement dans la phase stationnaire et plus la
rétention est grande et inversement.

a=1 lorsqu’il n’y a pas une séparation entre les deux signaux consécutifs [54].

10.4. La Résolution :

85



ANNEXE | CHROMATOGRAPHIE

On utilise le facteur de résolution Ry afin de mieux apprécier la qualité de la séparation entre
deux constituants d’un mélange, autrement dit c’est une mesure de la qualité d’une séparation
de point de vue chevauchement de deux signaux consécutifs. La résolution est calculée ainsi

R=2(tre-tr1)/(01+ @) [53].

0,65

0,27
0,02

R=0.75 (R=1] (R=15]

Figure 21 : Facteur de résolution [53].

Avec :
Si Rg <1 : une mauvaise résolution ; Si 1< Rg< 1,5 : une résolution acceptable

Si Rg> 1,6 : une bonne résolution ; Si 1,4< Rg< 1,6 : une résolution optimale

Deux caractéristiques déterminent le degré de recouvrement des pics : [53][56]
. La distance séparant les sommets de deux pics mesurée par les temps de rétention t,; et tq
. La largeur des pics a la base @121y et ®12¢2). Une séparation est bonne lorsque les pics de

chacun des produits sont distincts.

10.5. Analyse quantitative

L’aire des pics est proportionnelle a la quantité de produit analysé. Dans la pratique, on
injecte les composés en solution et on préfére utiliser des concentrations plutét que les
masses. Il y a une proportionnalité¢ entre la masse injectée et la concentration du soluté, a
condition de toujours injecter le méme volume de solution [55]

On écrira : A=Kc.C

Avec :

A = air du pic.
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Kc= coefficient de réponse du détecteur

C=concentration du composé¢ injecté

CHROMATOGRAPHIE
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CHROMATOGRAMMES
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Résumé
Ce travail expérimental mené au Laboratoire de Chimie Analytique de I'Université

Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou s'inscrit dans le domaine du Contrdle Qualité
Pharmaceutique. Son objectif principal est de valider une méthode de dosage de la
Lamotrigine dans des comprimés de 50 mg par chromatographie liquide haute performance.
L'indice de capacité Cpk-tol est utilis¢é comme outil d'aide a la décision ainsi que l'estimateur
de proportion de résultats non conformes (Tcpk—tot)-

La sélectivit¢é de la méthode analytique est évaluée au préalable. Elle est suivie de
I'évaluation de la fidélité et de la justesse de cette derniére a partir des standards d’étalonnage
et standards de validation. Ces derniers sont utilisés pour estimer les parametres statistiques
des différents modeles d’étalonnage. Ces parametres ont servi de base au calcul des indices de
capabilité Cpk-tol et de la probabilité d’occurrence de résultats non conformes (rCpk—tol)
pour chaque modele d’étalonnage.

Cette expérience a satisfait tous les critéres de 1’approche capabilité et compte tenu du
haut niveau de fiabilité et de précision des résultats obtenus, elle a clairement démontré la
validité de la méthode utilisée. Cette dernicre a été évaluée dans des intervalles de tolérance
incluant des limites de spécification (£5%) et un degré de confiance 3=99,73%. Il s'ensuit que
la méthode de dosage est valide et adaptée pour analyser la Lamotrigine dans des comprimés
de 50 mg.

Mots clés : Lamotrigine, HPLC, validation analytique, FDA, SFSTP, Capabilité

Abstract
This experimental work undertaken in the Laboratory of Analytical Chemistry of

University Mouloud Mammeri of Tizi-Ouzou falls within the field of Pharmaceutical Quality
Control. Its major purpose is to validate a method for the dosage of Lamotrigine in 50 mg
tablets by high performance liquid chromatography. To this end, the Capability index Cpk-tol
is used as a decision-making tool as well as the estimator of proportion of non-conforming
results (Tepk—tol).

The selectivity of the analytical method is assessed beforehand. It is followed up by the
evaluation of the precision and trueness of the method through the deployment of the
calibration and standard series. The latter is used for estimating the statistical parameters for
the different calibration models. These parameters have served as the basis for the calculation
of Cpk-tol and mcpk—01 for each and every calibration model.

This experiment has met all the criteria within the capability approach and given the high
level of dependability and accuracy of the results, it has demonstrated clearly the validity of
the method that is employed. The latter was assessed within tolerance intervals including
specification limits (£5%), a confidence probability B=99.73%. It follows that the dosage
method is valid and suitable to analyze Lamotrigine in 50mg tablets.

Key words: Lamotrigine, HPLC, analytical validation, FDA, SFSTP, Capability.





