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Introduction

Le miconazole est un antifongique Imidazolé a large spectre. 1l est largement utilisé pour
traiter les infections a levures des muqueuses, y compris les infections orales et vaginales;
bien que le miconazole intraveineux ne soit plus disponible, une grande variété d’ovules

gynécologiques, de cremes, de gels et de produits a base de comprimés est disponible [1].

Actuellement, le concept de I’assurance qualité devient de plus en plus une nécessité
inévitable dans le domaine de I’industrie pharmaceutique pour garantir I’efficacité et surtout la

sécurité d’un médicament pendant toute sa durée de validité [2].

Chaque laboratoire doit prouver et assurer que les méthodes d’analyses employées pour
le contrble des médicaments sont parfaitement valides, fiables et qu'elles répondent bien aux

objectifs indiqués [3].

Toute nouvelle méthode d’analyse doit faire I’objet d’une validation analytique avant sa
mise en routine qui repose sur un ensemble de mesures expérimentales, et de tests statistiques

permettant de prouver qu’une procédure est assez exacte et fiable [3].

L’apparition de nouvelles tendances et de nouveaux concepts scientifiques proposent de
revoir les bases de la validation analytique pour une démarche harmonisée, notamment
I’utilisation du profil d’exactitude comme outil de décision qui est une approche nouvelle,
standardisée dans la norme Afnor NF VV03-110. Son avantage est de proposer une interprétation

graphique simple et visuelle [4].

L’objectif de cette démarche est de réduire le temps et le cout de 1’analyse afin d’aider

les spécialistes en industrie pharmaceutique [4].

Généralement les méthodes d’analyses ont pour objectif d’effectuer le contrdle qualité
du principe actif ainsi que son dosage pour les formes pharmaceutiques. La mise au point a
consisté en la détermination des parametres de validation analytique telle décrite dans la

nouvelle approche proposée par SFSTP afin de pouvoir juger la validité de la méthode [4].

Aprés I’introduction, ce manuscrit s'articule autour de deux grandes parties suivies d’une
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conclusion. La premiere partie correspond a la synthése bibliographique, elle est subdivisée

en trois chapitres :

Dans le chapitre I, Nous traiterons les principales propriétés physico-chimiques, et

pharmacologiques du Miconazole.

Le chapitre I, est dédié a la validation analytique dans ses aspects réglementaires et

statistiques.

Le chapitre Ill, concernera I’approche adoptée au cours de la validation de la méthode
d’analyse.

La seconde, est consacrée a la partie pratique de notre travail qui comprend la
validation d’une méthode de dosage du Miconazole dans le gel a 2% par Chromatographie
Liquide a Haute Performance (HPLC). Aprés avoir développé le matériel et les méthodes
utilisés dans le présent travail, nous présenterons et nous discuterons les résultats obtenus et

nous conclurons quant a la validité ou pas de la méthode analytique objet de 1’étude.

Le présent travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Chimie Analytique du
Département de Pharmacie de la Faculté de Médecine, Université Mouloud MAMMERI de

Tizi-Ouzou.
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OBJECTIFS

L’objectif de notre travail est de valider une technique analytique de dosage du
Miconazole dans le gel a 2% par Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC), en
utilisant le profil d’exactitude comme outil de décision, décrit dans le guide de validation
élaboré par une commission de la Société Francaise des Sciences Techniques et

Pharmaceutiques (SFSTP) publié dans la revue STP Pharma Pratique en janvier 2006.

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

e Préparation des solutions en vue d’une analyse par HPLC (diluants, phases mobiles,
solutions standards et échantillons).

o Utilisation des équipements analytiques notamment une chaine HPLC en vue de
contrdle qualité des médicaments et I’exploitation des résultats.

e Etablir un protocole de validation, et ce en fonction des caractéristiques du principe

actif utilisé.

e Maitrise des différents outils statistiques utilisés en validation des méthodes

analytiques.
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CHAPITRE | LE MICONAZOLE

1. Définition

Le miconazole, 1-[2- (2,4-dichlorophenyl) 2 [(2,4dichlorophenyl) methoxy]
ethyllimidazole [5], est un dérivé synthétique B-substitué du 1 phénéthyl imidazole [6],
antifongique a large spectre, qui présente une activité contre un large éventail de
Dermatophytes, de levures et d’actinomycétes, ainsi que certaines bactéries a Gram positif et
anaérobies [5].

Il est indiqué pour le traitement local de la candidose oropharyngée chez les patients
adultes et pour le traitement d'appoint de la dermatite fessiere compliquée par la candidose chez
les nourissons. Il est disponible a la fois sous forme de suppositoire et de créeme pour le
traitement des infections vaginales a levures et le soulagement des démangeaisons et irritations
vulvaires associées. Il est aussi efficace pour traiter le pied d'athléte, I'eczéma marginé de Hebra,
les mycoses, le pityriasis et la candidose cutanée.

En raison de son absorption orale faible et de sa clairance rapide, le MCZ est utilisé

principalement pour le traitement topique des infections superficielles localisées iatrogénes.

)
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Formule développée :

H Cl
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Figure 1. Formule développée du Miconazole

Formule brute : C1gH14C1sN20
Masse molaire : 416,1 g/mol
Numéro CAS : 22832-87-7
Solubilité : 10 g-I"t eau a 20 °C
Point d’ébullition : 555,1 °C
Pka:6.77
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Classe pharmaceutique : Antifongique.

2. Propriétés physicochimiques
2.1. Aspect organoleptique
Poudre blanche, inodore et cristalline [7] .
2.2. Solubilité

Trés peu soluble dans I'eau et peu soluble dans la plupart des solvants organiques

courants et dans les acides inorganiques dilués [8].

3. Propriétés pharmacologiques
3.1. Propriétés pharmacocinétiques

3.1.1. Absorption
Le miconazole a été évalué en tant qu'agent topique, oral et intraveineux. Son absorption
est l1égerement meilleure que celle du clotrimazole, mais reste insuffisante pour étre utilisée
comme agent systémique, notamment en raison de sa demi-vie relativement courte d'environ
8-9 heures. Le miconazole a également été administré par voie intraveineuse et intrathécale. Il
est fortement lié aux protéines et ne diffuse pas bien dans le LCR ; cependant, il pénétre
facilement dans les fluides synovial et vitreux [9].

3.1.2. Distribution
Le miconazole a une demi-vie terminale de 24 heures. Les données disponibles
indiquent que plus de 90 % du miconazole est lié aux protéines plasmatiques. La pénétration
dans le liquide céphalo-rachidien et les expectorations est faible, mais le miconazole se diffuse
bien dans les articulations infectées. Les études sur les animaux indiquent que le médicament
traverse le placenta mais on ignore si le nitrate de miconazole est excrété dans le lait maternel
[10].
3.1.3. Métabolisme
Le miconazole est métabolisé de facon trés importante au niveau du foie en subissant

une O-désalkylation et une N-désalkylation oxydative, et ne donne lieu a aucun métabolite actif.

Le miconazole a un effet de premier passage important [1].

3.1.4. Elimination
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Le miconazole est excrété a la fois par l'urine et les feces ; moins de 1 % du

miconazole inchangé est retrouvé dans 1’urine [1].

3.2. Propriétés pharmacodynamiques
Le miconazole est un antifongique azolé qui fonctionne principalement par I'inhibition

d'une déméthylase spécifique au sein du complexe CYP450 [1].

Le nitrate de miconazole est un dérivé imidazolé doué d'une activité antifongique et
antibactérienne.
Différent de celui des antibiotiques, le mécanisme d’action se situe a plusieurs niveaux :
membranaire (augmentation de la perméabilité), cytoplasmique (inhibition des processus
oxydatifs au niveau des mitochondries), nucléaire (inhibition de la synthese de I'ARN).
Le nitrate de miconazole est actif sur :

e Corynebacterium minutissimum (érythrasma),

o Actinomycetes.

Le miconazole présente une activité antifongique en inhibant la biosynthése de
I'ergostérol dans la membrane cellulaire de I'organisme pathogéne. A faible concentration, il
interagit avec le cytochrome P450 fongique, ce qui entraine une inhibition de la 14-alpha-
déméthylation, une étape de la biosynthése de l'ergostérol. La déplétion en ergostérol et
I'accumulation concomitante en lanostérol conduisent a des altérations d'un certain nombre de
fonctions membranaires. Le miconazole présente un effet fongistatique par l'inhibition de la
synthese de stérol membranaire et un effet fongicide par altération de la fonction de barriére
de la membrane fongique [6].

L'activité antifongique a été démontrée in vitro et s'exerce sur les agents responsables
de mycoses cutanéomuqueuses :

o Dermatophytes (trichophyton, epidermophyton, microsporum) ;
« Candida et autres levures ;
o Malassezia furfur (agent du Pityriasis capitis et du Pityriasis versicolor) ;

o Moisissures et autres champignons.

L'activité antibactérienne a été demontrée in vitro vis-a-vis des bactéries Gram + [6].

4. Effets indésirables
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L'application topique du miconazole est bien tolérée, avec de rares effets indésirables

comprenant irritation, brilure, macération, et une dermatite allergique aux sites d’application
[6].

5. Toxicité

Aucun cas de surdosage en miconazole n'a été signalé. Les patients victimes d'un surdosage
présentent un risque accru d'effets indésirables graves tels que céphalées, irritation cutanée,
diarrhée, nausées, vomissements, douleurs abdominales et dysgueusie. Des mesures
symptomatiques et de soutien sont recommandeées. Le miconazole a une DL50 orale de 500
mg/kg chez les rats [FDS] [5].

6. Contre-indications et situations a risque ou déconseillées

Le miconazole est contre-indiqué chez les personnes connues pour leur hypersensibilité a

ce produit et en cas d'insuffisance hépatique [7].

7. Interactions médicamenteuses

Phénytoine : Le miconazole peut diminuer le métabolisme de la phénytoine, augmentant ainsi
les taux sanguins et le risque de réactions indesirables a I’anticonvulsivant [7].

Agents hypoglycémiants : Le miconazole peut potentialiser I'effet des medicaments
hypoglycémiants [7].

Terfenadine / Astémizole : L'utilisation concomitante de cet antihistaminique avec le
miconazole doit étre évitée car le miconazole inhibe son métabolisme [7].

Anticoagulants : L'utilisation du miconazole augmente I'effet des anticoagulants,

probablement en réduisant leur métabolisme [7].

11



Chapitre I

La validation des méthodes
analytigues




CHAPITRE 11 VALIDATION DES METHODES ANALYTIQUES

La validation des méthodes analytiques constitue une des étapes cruciales et
indispensables a I’obtention de médicaments de qualité, efficaces et surs. En effet, il s’agit d’un
des principaux outils de 1’assurance qualité permettant de construire la qualité du produit et
d’en conserver les caractéristiques depuis la conception jusqu’a la fin de la commercialisation.

De la notion essentielle de la qualité découle la nécessité de validation qui permet de

réduire fortement le risque d’apparition de non-conformité et de maitriser la non- qualité [11].
1. Définitions

- Selon la norme 1SO17025 : 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 » [12].

- 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 I’avance » [13].

- Selon 1 ’ICH Q2A : « L’objectif d’une procédure analytique est de démontrer qu’elle est
appropriée a ’'usage auquel elle est destinée » [14].

- 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 » [15].

2. Buts

L’objectif de la validation est de donner aux laboratoires ainsi qu’aux autorités compétentes les
garanties que chaque mesure qui sera réalisée ultérieurement en routine, une fois la procédure
validée, sera suffisamment proche de la « vraie valeur » inconnue de I’échantillon ou du moins
comprise dans une limite acceptable, en fonction de la finalité de la procédure. Dans ces
conditions, I’exactitude, la fidélité, la linéarité, etc., ne sont plus que des « Statistiques » ou «
éléments de calcul » permettant de chiffrer ces garanties. En effet, on attend d’une procédure
de dosage qu’elle soit capable de quantifier, et non pas tellement qu’elle soit fidele, méme si
cette fidélité, convenons-en, constitue un gage de réussite. C’est dans ce contexte que
I’analyse statistique des résultats de validation trouve sa vraie dimension [16].
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Procedures analytiques a valider

Le laboratoire doit valider

Les méthodes non normalisées ;

Les méthodes congues/développées par le laboratoire ;

Les méthodes normalisées employées en dehors de leur domaine d'application prévu ;
Les amplifications ou modifications de méthodes normalisées ;

Et aussi une méthode alternative par rapport a une méthode de référence.

Les procédures analytiques de la Pharmacopée Européenne et de la Pharmacopée Américaine
doivent étre considérées comme validées [4].

En ce qui concerne la revalidation :

L’ICH Q2(R1) préconise une revalidation dans les cas suivants :

Modification de la voie de synthese de la substance pharmaceutique.

Modification de la composition du produit fini.

Modification de la procédure analytique.

Modification des conditions opératoires.

Déplacement des automates [4].

Aspect réglementaire et normatif

Les principaux référentiels qui décrivent les procédures de validation analytique sont

les suivants [16] :

4.1. Documents 1SO 17025

« Exigences générales concernant la compétence des laboratoires d’étalonnages et d’essais ».

C’est une norme internationale élaborée dans le but de 1’évaluation de la conformité, ainsi que

I’organisation en continu de la qualité des laboratoires.

4.2. Document 1SO 5725

« Exactitude (justesse et fidélité) » des résultats et méthodes de mesure. Elle exprimele profil

comme outil de décision.

4.3. Documents ICH

Deux guidelines ICH (International Conférence on Harmonization) sont dédiés a la validation

analytique : Q2 : « validation analytique ».
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- ICHQ2B
Validation of analytical methods «Methodology» 1997:
Son but est de fournir des conseils et recommandations sur la maniére d’appréhender les
différentes caracteristiques de la validation pour chaque méthode analytique. En outre, le
document fournit une indication sur les données qui devraient étre présentées dans un dossier
d’enregistrement.

- ICHQZ2R1
Validation of analytical methods « Text and methodology » 2005:
C’est une révision de 'ICHQ 2A et ICHQ 2B, dans le but de regrouper les textes de la

terminologie et les définitions avec la méthodologie.

4.4. Documents de la FDA (guidance for industry)

- Validation of Bioanalytical Method (2001);

- FDA 2015;

- Guidelines for the Validation of Chemical Methods for the FDA FVM Program, 3rd Edition
(FDA, 2019)

4.5. Guides de validation analytique : rapports des commissions de la SFSTP
Ils présentent les recommandations réglementaires communément admises et
appliquées dans I’industrie pharmaceutique nationale et une démarche statistique pour la

validation d’une procédure analytique.
v/ SFSTP « Guide de validation, rapport d’une commission SFSTP »
« Méthodologie (1992) ;

« Exemples d’application (1992).

v SFSTP « dosage dans les milieux biologiques par des méthodes

chromatographiques »(1997)

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

«» Partie | : généralités (2003) ;
« Partie Il : statistiques (2006) ;
« Partie I11 : exemples d’application (2006).

5. Critéres de validation analytique
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Les principaux critéres de validation qui sont largement reconnus et couramment utilisés
dans les laboratoires d’analyse présentent des confusions et des divergences concernant les
terminologies, les protocoles expérimentaux et les critéres d’acceptation. Une étude

comparative des trois principaux guides de validation se présente comme suit ;
5.1. Spécificité/Sélectivité :

- Selon ICH : (La spécificité) La propriété qui fait qu’une méthode d’analyse rende
compte sans ambiguité de la substance analysée en présence d’autres COmMposes présents
[15].

- Selon US FDA : La Sélectivité : La propriété d’une méthode d’analyse de différencier et
dequantifier la substance a analyser en présence d’autres composantes dans 1’échantillon
[17].

- Selon ISO 17025 : La specificité d’une procédure analytique est sa capacité a établir
demaniere univoque I’existence de la substance a analyser en présence d’autres COMpOsés
[12].

5 .2. Fonction de réponse :

- Selon ICH : Capacité de donner des résultats qui sont directement (a I’intérieur de certaines
limites) proportionnels a la concentration (quantité) de la substance analysée dans un
échantillon (On parle de linéarité) [15].

- Selon US FDA : NA

- Selon ISO 17025 : La fonction de réponse d’une procédure d’analyse traduit, a 1’intérieur
de I’intervalle de dosage, la relation existante entre la réponse (signal) et la concentration

(quantité) en substance a examiner dans 1’échantillon [12].

5.3. Exactitude

- Selon ICH : L’exactitude d’une procédure analytique exprime 1'étroitesse de 1'accord entre
la valeur qui est acceptée en tant que valeur vraie conventionnelle ou valeur de référence
acceptée et la valeur trouvée [15].

- Selon US FDA : (Confondu avec la justesse) 1’exactitude exprime le degré d’accord de la
moyenne des résultats obtenus par la méthode et la vraie valeur (concentration) de I’analyte
[17].

- Selon ISO 17025 : L’exactitude exprime 1’étroitesse de 1’accord entre le résultat d’essai et

la valeur de référence acceptée, aussi appelée « valeur conventionnellement vraie ».
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L’étroitesse de I’accord ainsi observée est la résultante de la somme des erreurs
systématique et aléatoire, en d’autres termes ’erreur totale liée au résultat. Par conséquent,

I’exactitude est I’expression de la somme de la justesse et de la fidélité [12].

5.4. Linéarité

Selon ICH : Capacité de donner des résultats qui sont directement (a I’intérieur de certaines
limites) proportionnels a la concentration (quantité) de la substance analysée dans un
échantillon [15].

Selon US FDA : NA

Selon ISO 17025 : La linéarité d’une procédure d’analyse est sa capacité a ’intérieur d’un
certain intervalle de dosage d’obtenir des résultats directement proportionnels a la quantité

(exemple : concentration) en analyte dans 1’échantillon [12].

5.5. Fidélite

Selon ICH : Correspond au degré d’accord (degré de dispersion) entre les resultats des
mesures obtenues par I’analyse individuelle de plusieurs prélévements a partir d’'un méme
échantillon homogene, prélevés dans des conditions prescrites [15].

Selon US FDA : Décrit le degré d’accord des mesures individuelles de 1’analyte quand la
méthode est appliquée avec répétabilité sur plusieurs prélevements d’un méme échantillon
homogeéne de la matrice biologique [17].

Selon 1SO 17025 : La fidélité exprime I’étroitesse de 1’accord (degré de dispersion,
coefficient de variation) entre une série de mesures provenant de multiples prises d’un
méme échantillon homogéne (résultats d’essais indépendants) dans des conditions
prescrites. La fidélité fournit une indication sur les erreurs liées au hasard. La fidélité
peut étre evaluée a trois niveaux : la répétabilite, la fidelité intermédiaire (intra -laboratoire)
et la reproductibilité (inter -laboratoire) [12].

5.6. Justesse

Selon ICH : Correspond au degré de concordance entre la valeur de la méthode obtenue et

lavaleur de référence ou la valeur considérée comme véritable par convention. (L exactitude

est aussi désignée par la justesse) [15].

Selon US FDA : (exactitude) décrit le degré de concordance entre la moyenne des résultats
17
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obtenus par la méthode et la valeur de référence (concentration) [17].

Selon I1SO 17025 :(biais) exprime 1’étroitesse de I’accord entre la valeur moyenne obtenue
a partir d’une série de résultats d’essais et une valeur qui est acceptée soit comme une valeur
conventionnellement vraie, soit comme une valeur de référence acceptée. La mesure de la
justesse est généralement exprimée en termes de recouvrement et de biais absolu ou relatif

(erreur systématique).

5.7. Sensibilité

Selon ICH : NA

Selon US FDA : La FDA définit la sensibilité a partir de (The LLOQ) la limite de
quantification inférieure et qui doit étre déterminée pendant le développement de la
méthode [17].

Selon ISO 17025 : La sensibilité a une concentration donnée correspond au rapport de la

valeur de la variable mesurée a la valeur correspondante de la concentration de I’élément

dosé [12].

5.8. Limite de détection (LD)

Selon ICH : La plus faible quantité de la substance analysée que la méthode permet de
détecter, sans nécessairement fournir la valeur exacte [15].
Selon US FDA : La plus faible concentration d'un analyte que la méthode bio analytique
peut différencier, d’une facon fiable, du bruit de fond [17].
Selon ISO 17025 : est la plus petite quantité de I’analyte dans un échantillon pouvant étre
détectée, mais non quantifiée comme une valeur exacte dans les conditions expérimentales

décrites de la procédure [12].

5.9. Limite de quantification

Selon ICH : La plus faible quantité de la substance analysée que la méthode permet de
doser avec un degré acceptable de précision et d’exactitude [15].

Selon US FDA : Limite de quantification inférieure & supérieure (LQI & LQS) : la plus
faible/grande quantité de la substance analysée que la méthode permet de doser avec un
degré acceptable de précision et d’exactitude [17].

Selon I1SO 17025 : est la plus petite quantité de 1’analyte dans un échantillon pouvant étre

dosée dans les conditions expérimentales décrites avec une exactitude définie [12].

18



CHAPITRE 11 VALIDATION DES METHODES ANALYTIQUES

5.10. Robustesse

- Selon ICH : La robustesse d'une procédure analytique est une mesure de sa capacité a
donner des résultats fiables des parametres de la méthode et sa capacité a ne pas étre affectée
par les faibles variations [15].

- Selon US FDA : NA

- Selon ISO 17025 : Mesure de la capacité d’une méthode d’analyse a ne pas étre affectée
par des variations faibles mais délibérées des paramétres de la méthode d’analyse. Elle
fournit une indication sur la fiabilité de la méthode d’analyse dans les conditions normales

d’utilisation [12].

Les différentes approches de la validation analytique

+ Validation de méthode par ses critéres de performance
L’approche classique consiste a valider la méthode de dosage selon des criteres de performance
définis a I’avance. La méthode est déclarée valide si elle a par exemple, une bonne sensibilité,

une bonne spécificité, etc...

s Validations de méthodes alternatives (quantification des incertitudes, profil
d’exactitude, capabilité)

Ce sont des approches globales qui se basent sur des critéres décisionnels objectifs, comme par

exemple, I’estimation de 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, permettent de valider ou de rejeter

la méthode de dosage [18].

6.1. L’approche classique

L’approche classique consiste a définir des critéres qui vont servir a valider le dosage,
estimer ces criteres et confronter ces estimations aux limites fixées ou imposées. Ce type de
validation est la plus communément utilisée.

Cependant dans la littérature on trouve bon nombre de fagon de valider une méthode de
dosage par ses criteres de performance. Deux critéres reviennent systématiquement, ce sont la
fidélité et la justesse. La fidélité se mesure soit par un écart type, soit par un coefficient de
variation. Plus 1’un ou plus I’autre est éleve et moins la méthode de dosage est fidele. La justesse
se mesure par le biais. Plus le biais est élevé et moins la méthode de dosage est juste.
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La représentation graphique de 1’approche classique descriptive a une concentration
définie, peut étre estimée comme une distribution des résultats d’un dosage répété a 1’infini,
dans des conditions définies, a une concentration d’analyte définie et fixe.

En réalité, lorsqu’une méthode de dosage est validée, 1’écart type et le biais sont estimés
- leurs vraies valeurs ne sont pas connues. Dans 1’approche descriptive, une bonne méthode de
validation de dosage est une méthode qui permet I’estimation la plus fine, entre autres, de la

justesse et de I’exactitude aux concentrations dosees [18].

6.2. Validation de la méthode de dosage par quantification des incertitudes

La validation de méthodes de dosage par quantification des incertitudes, consiste a
identifier I’ensemble des sources d’incertitude d’une méthode de dosage, de mesurer ou
d’estimer chacune de ces incertitudes, a des concentrations choisies, puis de calculer une
incertitude totale aux concentrations étudiées. Pour une méthode de dosage employée dans un
laboratoire donné, I’incertitude sert a rendre un résultat en donnant une fourchette d’incertitude
au tour des concentrations rendues. Le résultat d’un dosage est rendu avec plus oumoins une
valeur d’incertitude. L’incertitude d’un dosage ne peut étre étudiée qu’a concentration fixée.

La méthode par I’incertitude a 1’avantage de donner comme résultat une incertitude
pouvant étre comparée a une limite d’acceptation du dosage comme seuil décisionnel. Ce seuil
décisionnel sert de limite pour la validation ou non de la méthode de dosage. Cependant, la
création de protocole de validation est compliquée, et un protocole de validation doit étre mis
en place a chaque validation pour chaque méthode de dosage, avec un risque d’erreur possible

a chaque fois. De plus, le calcul final de I’incertitude étendue, est un peu empirique [18].

6.3. Validation de la méthode de dosage par profil d’exactitude comme outil de décision

La validation de méthodes de dosage par profil d’exactitude, est une méthode basée sur
I’estimation d’un intervalle, dans lequel se situe le résultat d’un dosage, et de vérifier qu’il ne
sorte pas des limites fixées. L’intervalle n’est pas centré sur la vraie valeur comme dans la
méthode de quantification des incertitudes mais centré sur la moyenne des résultats.

Autrement dit la méthode de validation de dosage par profil d’exactitude comme outil de
décision, permet de valider une méthode de dosage en se basant sur les limites d’acceptation de
la méthode de dosage [18].

7. Etapes de la validation
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Les 10 etapes pour valider une méthode avec le profil d’exactitude sont les suivantes :

- Disposer du mode opératoire et définir le mesurande ;

- Définir le domaine de validation (gamme de concentrations) et 1’objectif attendu de la

- Méthode sous la forme d’un intervalle d’acceptabilité ;

- Sélectionner des échantillons de validation dont les valeurs de référence sont connues;

- Choisir un plan d’expérience de validation ;

- Pour les méthodes indirectes, choisir du plan d’expérience d’étalonnage ;

- Collecter les données ;

- Pour les méthodes indirectes, calculer les concentrations retrouvées par étalonnage inverse

- Calculer les criteres de validation a partir des concentrations retrouvées : principalement les
écarts-types de fidélité de fidélité intermédiaire et des biais de justesse ;

- Calculer les intervalles de tolérance et construire le profil d’exactitude ;

- Interpréter les résultats et décider si la méthode est valide ou non [19].
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Figure 2 : Etapes de validation

8. Etude statistique de la validation

La validation de techniques analytiques repose sur 1’étude et la validation de plusieurs
criteres qui sont : spécificité, linéarité, exactitude, fidélité, limite de quantification et de
détection. Cette méthodologie est basee sur les criteres decrits dans le guide élaboré par la
SFSTP. Ce dernier repose sur I’utilisation du profil d’exactitude, qui intégre de fagon
statistiguement correcte dans un seul graphique 1’ensemble des éléments essentiels de la
validation. 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. Cette démarche permet de simplifier 1’approche de la
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validation d’une procédure analytique tout en contrélant le risque associé a son utilisation [20]
[21].

Tableau I. Le choix du nombre de standards d’étalonnage et de validation en fonction du
protocole choisi [21]

Standards Niv.  de | Protocole
conc. V1 V2 V3 V4 V5
SE. Etalonnage sans | Bas 2 2
la matrice Médian 2 2(2) 2 2(2)
Haut 2 (1) 2 2 (1) 2
SE. Etalonnage avec | Bas 2 2
la matrice Médian 2 2 (2) 2 (2)
Haut 2 (1) 2 2
Addit. 2 (3)
SV. Validation avec | Bas 3 3 3 3 3
la matrice Médian 3 3 3 3 3
Haut 3 3 3 3 3
Nbre minimum séries Nbre total | 3 3 3 3 3
essais (min.) 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 1’étalonnage sur la

base du modeéle de régression retenu pour exprimer la fonction de

Réponse (exemple : modele 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 : fonction logistique a quatre

parameétres).

En ce qui concerne la préparation des standards d’étalonnage (SE) et standards de
validation (SV), celle-ci dépend du protocole de validation choisi. Le logigramme de la figure
05 suivante, présente la démarche proposée dans le guide SFSTP 2003 pour sélectionner un
protocole expérimental de validation en fonction des contraintes ou des spécificités liees a la

procédure de dosage sous épreuve.
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Connaissance
antérieure de la
procédure de dosage ?

Effet de la
matrice ?
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!

| Sélectionner le profil répondant a |'objectif de la procédure |

Figure 3. Logigramme permettant de sélectionner un protocole de validation [21]

8.1. Spécificité

L’¢tude statistique de la spécificité peut étre réalisée avec deux approche, la premiére

est empirique, la seconde est statistique.

8.1.1. Approche empirique

Dans cette approche, on s’assure que le signal n’est pas modifié par 1’ajout volontaire de
produits de structure chimique proche. Cas de produit fini : on s’assure que I’ensemble des
substances autres que la substance & doser ne donne aucun signal comparable a celui de la
substance a doser. L’étude de la spécificité nécessite la préparation et 1’analyse des solutions
suivantes :

- Une solution placebo ;

- Une solution standard a 100% (par rapport a la concentration théorique) ;

- Une solution échantillon a 100% (par rapport a la concentration théorique).

- Lesignale donné a partir de la solution placebo doit étre normalement nul.

- Les signaux obtenus des deux solutions standards 100% et échantillon 100% doivent étre

similaires en termes de temps de rétention [22].

24



CHAPITRE 11 VALIDATION DES METHODES ANALYTIQUES

8.1.2. Approche statistique :

Dans cette approche, on effectue une comparaison de la droite obtenue avec les standards
de validation (présence de la matrice) avec celle obtenue a partir des standards d’étalonnage.
La comparaison des droites est basée sur le test t de Student selon une stratégie statistique qui
permet la recherche d’effet matrice et/ou de I’erreur systématique en vérifiantla spécificité de
la méthode pour le dosage du principe actif seul et aussi pour la forme reconstituée [20].

Test t de Student :
Si les pentes sur standard et sur la forme reconstituée sont comparables, leur différence

ne doit pas étre différente de zéro.

Ceci revient donc a comparer une valeur observée (a1-a2) a une valeur théorique (zéro)
connaissant 1’erreur totale (1’écart type) faite sur a1 et a2 respectivement (ca1et 642) permettra

d’appliquer le test t de Student comme suit :

_ lai—ay|

Tcalculé - T
[ 2 2
aa1+6a2

Le tcalcule est comparé a la valeur t° (a ; n1+n2-4) lue sur la table de Student.
Si tealculs<t® : les pentes sont comparables donc absence d’effet matrice, la méthode est

spécifique.

Avec :
—a1 et a2 : pentes respectives des droites de régression D1 (obtenue a partir de la gamme
standard) et D2 (obtenue a partir de la gamme placebo chargé) ;
—cu1’ et 6a2” : variances respectives des pentes a1 et a2
—a : risque d’erreur accepté (5%) ;
—n1et n2 : nombre d’échantillon réalisé pour la forme standard et la forme placebo chargé ;

—nwn2-4 : degré de liberté (ddl).

Apres la vérification de la spécificité de la méthode d’analyse on effectue une opération
sur deux ensembles d’échantillons :

@ Standards d’étalonnage (SE) : peuvent étre réalisés sans la matrice (si on démontre
I’absence de 1’effet matrice) ou avec la matrice, utilisés pour évaluer les différentes
fonctions de réponse y = f(x) afin d’effectuer les prédictions inverses.

@ Standards de validation (SV) : doivent toujours étre réalisés avec la matrice, utilisés dans

le but de déterminer ’erreur totale a chaque niveau de concentration, calculer ’intervalle
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de tolérance et tracer le profil d’exactitude et déterminer les limites inférieure et supérieure

de quantification (intervalle de dosage) [22].
8.2. Fonction de réponse

8.2.1. Protocole

Aprés avoir rassemblé les résultats des expériences opérées sur les standards
d’étalonnage (SE), on établit la relation entre la réponse (signal ou instrumentale) Y et la
quantité (concentration) de 1’analyte X [20].

8.2.2. Etude Statistique

La relation entre la réponse (signal ou instrumentale) Y et la quantité (concentration)
X est caractérisée a I’aide d’une fonction f qui doit étre strictement monotone (strictement

croissante ou décroissante) sur I’intervalle de dosage envisage :

Y=f(X)+¢

¢ : erreur associée a la fonction de réponse
f: appelée communément erreur résiduelle.

Il faut ajuster la fonction de réponse, c’est-a-dire évaluer les paramétres du modeéle, de
facon a ce que I’erreur résiduelle soit minimisée.

Différentes fonctions de réponse peuvent étre envisagées lors de la validation de la
méthode. Comme énuméré au tableau ci-dessous quelques exemples de fonctions de réponses.
Le choix dépend du type de méthode (méthode physicochimique, bio-analytique, immuno-
dosage) [20].

Tableau 1. Exemples de fonction de réponse [18]

Type Equation Paramétre Linéaire
Droite passant par .
Y=BX B Oui
Porigine
Droite Y=o+ pX B, a Oui
Fonction _
_ Y=o+ BX +yX? B, a,y Oui
guadratique
Fonction logistique _ 5-a
: \ ’ Ymot o F B, a7, 0 Non
a 4 parameétres 1+(3)
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Fonction logistique s—a
x ]w p,a,y,0 ¥ Non

a 5 parametres

La plupart des méthodes physicochimiques auront recours a une fonction linéaire (une
droite passant par 1’origine ou non). Pour les méthodes bio-analytiques, la fonction quadratique
pourra étre envisagée dans certains cas. Dans le cas d’un immuno--dosage, le choix se portera

sur les fonctions logistiques & 4 ou 5 parametres [20].

8.3. Alignement des observations

8.3.1. Protocole

Pour un niveau de concentration, les quantités introduites ne sont pas équivalentes pour
toutes les séries (raison de pesée). Dés lors qu’un calcul de variance doit étre effectué
(évaluation de la répétabilité et de la fidélité intermédiaire), il est indispensable de procéder a
un alignement sur concentration moyenne. Cela consiste a transformer les réponses observées

afin de les positionner sur cette concentration moyenne [20].

8.3.2. Etude statistique

L’alignement s’effectue par interpolation en ajoutant 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.

En validation, 1’alignement s’applique aux réponses obtenues avec les échantillons de
validation en utilisant les équations ou fonctions de réponses obtenues avec des standards
d’étalonnage qui peuvent étre réalises sans la matrice (en 1’absence d’effet matrice prouvée)ou
avec la matrice, utilisés pour 1’évaluation des différentes fonctions y=f(x) afin d’effectuer les
prédictions inverses.

L’alignement des répétitions nij du niveau de concentration j de la série i se traduit par la
relation [20]:

Yiik, = Yikt F( X) — F(Xij)
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Tableau I11. Reégles d’alignement pour différentes fonctions de réponse [18]

Fonction de Régles d’alignement
réponse
Droite passant par YVijke = Yije + B; (% — xi].k)
’origine
Fonction Yije = Yijie + Bi(Xij — xijic)

quadratique + 7i(%; — xijx)

- — 2 N 1 1
Fonction logistique Yije = Yijie + (6 — &) _ _

8.4. Prédiction inverse

8.4.1. Protocole

Les prédictions inverses sont une forme de fonction inverse de la courbe d’étalonnage
qui nous permet de déterminer les concentrations calculées a partir des résultats de la validation
[20].

8.4.2. Etude statistique

La formule employée est définie comme suit :

Xcate=f ()
Avant d’appliquer cette formule il faut d’abord assurer 1’alignement de toutes les
concentrations.
Le tableau 4 ci-dessous établit les prédictions selon I’alignement des fonctions de
réponses utilisées [20].

Tableau IV. Calculs des prédictions inverses pour differentes fonctions de réponses [4] [19]

Type de fonction de la réponse Equation
- y k
Droite passant par 0 Xijkcale = é_f
i
—
Droite (ne passant pas par 0) Xijk.calc = %
i
—B; 32 _ Ay (& — v,
Fonction quadratique Bi + \/ﬁz 4)/1(0‘1 yt]k)
Xijk,calc = ,[)3
L
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1
- - H hY A 8 - & El
Fonction logistique a 4 paramétres y ==t 1
xl}k,calc =Y ~
Yijk — &
§i—ay 11
Fonction logistique a 5 paramétres Xijkcale = Vi l(y‘—oil - 1) tpil A
ijk— Qi i

tableau précédent.

calculen retour.

concentrations calculées se font de la maniére suivante [20]

-Si les observations ont été alignées, il faut remplacer les yijk par yijk, ¢ dans le

Si une transformation a été utilisée, il faut effectuer la transformation inverse apres ce

Par exemple, apres une transformation logarithmique ou racine carrée de la droite les

Tableau V. Calcul des prédictions inverses pour la droite ayant subi une transformation
logarithmique ou racine carrée [20]

Fonction de réponse

Concentration
calculée(logarithme)

Concentration calculée
(racine carrée)

Droite

Xijk, calc= €

In(yjx)-at
b

2

/Yijk—a'l

b;

Xijk, calc=

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, qui doivent toujours étre réalisés avec la matrice

[23] .

8.5.2. Etude statistique

La justesse (ou le 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.

Le biais peut s’exprimer en termes absolu, relatif ou de recouvrement par rapport aux quantités

introduites, comme suit [20] :

Biaisj=pij—xj
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Biais j (%) = (Hj—xj) / x]

Recouvrement j (%) = j/xj % 100

4dj : Moyenne des concentrations prédites

x] : Moyenne des concentrations introduites

8.6. Fidelité

8.6.1. Protocole

L’évaluation de la fidélité se fait a partir des concentrations calculées des standards de

validation qui doivent toujours étre réalisés avec la matrice [23].

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 6*w.j.

L’estimation de la variance intra-série donne une estimation de la variance de répétabilité tandis
que la somme des estimations des variances intra et inter-série donne une estimation de la
variance de fidélité intermédiaire [20] :

Répétabilité : o%rej= c?w;
Fidélité intermédiaire : o2y = c2wit 6%a)

6?w.j : variance intra-série.
6?B.j : variance inter-série.
A chacun des niveaux j des niveaux de concentration est pris en considération, une

estimation statistique est réalisée selon le modele ci-dessous :

Xijk = W j+ Qij + Sijk
- Xijk : la ke concentration calculée du niveau j de la i®™ concentration.
- Mj: lamoyenne des concentrations calculées du niveau de concentration j.
- aij: 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 o2B;.

gijk : ’erreur expéerimentale [20].
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8.7. Linéarité

La linéarité d’une procédure d’analyse est sa capacité a I’intérieur d’un certain intervalle
de dosage d’obtenir des résultats directement proportionnels a la quantité (ex : concentration)
en analyte dans 1’échantillon. Rappelons que I’exigence de linearité s’applique aux Résultats
(concentration calculée=f (concentrations introduites)), pas aux réponses (signal=f
(concentrations introduites)). C’est un prérequis a 1’estimation de la justesse [20].

Le critére de linéarité se référe a la relation entre la quantité introduite et la quantité
calculée(résultat) d’analyse a partir de la courbe d’étalonnage tandis que la fonction de réponse
se référe a la relation entre la réponse instrumentale et la concentration [24].

A Tl’inverse, I’existence d’une relation linéaire entre la concentration estimée et la

concentration introduit en implique pas que la méthode soit juste.
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A coté des approches classiques, une approche originale, basée sur le profil d’exactitude
en utilisant les intervalles de tolérance statistique et I'erreur totale de mesure comme outil de
décision unique a été proposé. Face a la disponibilité de ces différentes approches, il est du
devoir de I'analyste de choisir I'approche la plus appropriée [25].

La méthode de validation utilisant le profil d’exactitude comme outil de décision a été
développée par une commission de la SFSTP (SFSTP 2003 et 2006), pour pallier aux faiblesses
des guides de validation précedents.

Cette commission est repartie des objectifs fondamentaux de la validation analytique
pour proposer un outil de décision permettant de prévoir avec quelle garantie une proportion
donnée des résultats futurs seront compris dans les limites d’acceptabilité.

Ceci permet de mieux intégrer les besoins de I’utilisateur final de la méthode analytique aux

objectifs de la validation.
1. Définition

Le profil d’exactitude, ou approche de I’erreur totale est une régle de décision, a la fois
pratique et visuelle. Elle repose sur l'intégration du profil d’exactitude dans des limites
d’acceptation (£A). Le profil d'exactitude permet donc, comme illustré dans la Figure 04, de
décider de la capacité ou non d’une procédure & fournir des résultats dans les limites
d’acceptation. La zone en gris montre l'intervalle de dosage dans lequel la procédure est capable
de quantifier avec une exactitude connue et un risque fixé par I'analyste. C'est ainsi que dans
ces conditions, si I'analyste est prét a assumer par exemple un risque de 5%, il pourra au terme
de la validation de sa procédure garantir que 95 fois sur 100 les futures mesures fournies par

celle- ci seront comprises dans les limites d'acceptation fixées en fonction des contraintes de

son secteur d’activité [25].

Erreur relative (%)
- - A 1 ] /
+A
M/
= S —~—— .---"'""{
— = >
\\ﬂ Concentration
/ \\\4
-\ + % +
v [ o4 - -
L ‘ 2! Cj ’ C‘:
LQl INTERVALLE LQS
DE DOSAGE

Figure 4. Illustration du profil d'exactitude comme outil de décision [25]

LQI : limite de quantification inférieure ; LQS : limite de quantification supérieure
33



CHAPITRE 111 PROFIL D’EXACTITUDE

Comme les vraies valeurs de biais et de fidélité de la procédure sont inconnues, le profil
d’exactitude par niveau de concentration (C1, C2, ...) s’obtient en calculant 1’intervalle de
tolérance qui permet d’évaluer la probabilité d’obtenir des résultats futurs dans des limites
d’acceptation et ce, a partir des estimations disponibles du biais et de la fidélité de la procédure
apres la phase de validation au niveau de concentration en question. A noter que les estimations
du biais et de la variance sont des €léments essentiels pour calculer les intervalles de tolérance,
mais la décision n'est pas faite sur la base de ces estimations de biais et de variance. Le profil
d'exactitude, représenté dans la Figure 04, s’obtient en reliant les limites de tolérance basses et
hautes estimées pour chaque niveau de concentration. Si, sur une partie de I’intervalle de dosage
sous épreuve, les limites de tolérance devaient sortir des limites d’acceptation, comme dans
I’exemple de la Figure 04 pour les niveaux de concentration C1 et C4, de nouvelles limites de
quantification, et par la- méme un nouvel intervalle de dosage seraient définis.

L’utilisation du profil d’exactitude, comme seul outil de décision, permet non seulement
de réconcilier les objectifs de la procédure avec ceux de la validation mais aussi de visualiser
rapidement la capacité de la proceédure a répondre de fagon fiable a son objectif analytique
Calcul de I’exactitude [25].

L’exactitude d’un résultat exprime 1’étroitesse de ’accord entre le résultat d’essai et lavaleur
de référence accepteée, elle est donnée pour chaque mesure :
Exactitude=X-p
Avec
X : le résultat d’essai
u : la valeur de référence acceptée

-Pour chaque modéle et chaque observation, 1’exactitude relative est calculée comme suit :

Exactitude (%) =(X-U)-

Le calcul de I’erreur maximale relative pour chaque modele sur 1’ensemble des séries

permet de choisir la fonction de réponse qui donne les résultats les plus exacts [26].

1.1. Erreur totale et profil d’erreur totale

Chague mesure obtenue est le reflet de la vraie valeur, du biais de la méthode et de sa

fidélité,ce qui s’exprime comme suit :

X= V1 +|Biai3|procédure+ Fidélité |ntermédiaireprocédure

X - H= |B|a|5| procédure+ Fidélité Intermédiaire procédure
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X — W = Erreur Totale procedure
L’Erreur Totale d’une procédure analytique évalue son aptitude a produire des résultats
exacts. Donc I’estimation de I’erreur totale d’une procédure est fondamentale pour juger

de la validité d’une méthode. Cette erreur totale, comme indiqué ci-dessus, est la somme

de la justesse (biais) et de la fidélité [26].
/—' Exactitude

) Justesse
Biais X -2

........

| Valeur de
| référence X

Résultat Z
Fidélite

Figure 5. Représentation schématique de I’exactitude [27]

2. L’intervalle de tolérance

2.1. Définition de ’intervalle de tolérance

L’intervalle de tolérance, également appelé intervalle de prédiction, permet de
prédire ou va se trouver en moyenne une proportion connue des mesures. En termes simples,
I’intervalle de tolérance caractérise le comportement de I'ensemble des mesures. Il est donc trés
intéressant dans I'optique d'un contrdle de procédé, il est cependant moins souvent évoqué, sans
doute parce qu'il est un peu plus délicat a définir [25] [26].

Ce qui est important en validation, ce n’est pas la validité des résultats obtenus avec
I’Erreur Totale, mais plut6t la garantie ou une représentation de ce que la méme procédure
analytique pourra donner comme résultats dans le futur, C’est le role de I’intervalle de
Tolérance.

L’estimation des paramétres de justesse et de fidélité uj, o”B,j, o”r,j pour chaque
niveau de concentration j est une étape intermédiaire, elle a pour but de permettre d’estimer la
proportion attendue d’observation dans les limites d’acceptation predéfinie [-A,+A].

L’intervalle de tolérance est calculé pour chaque niveau de concentration envisagé avec
les standards de validation. Il représente le pourcentage des résultats dont la différence entre la

valeur déterminée X et la valeur vraie V est inférieure, en valeur absolue a A [26].
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Pratiquement, I’intervalle de tolérance se calcule comme suit en valeur absolue [28]:

Efimom {Px [ Am- kém <X <fim +Kéwm [fim , 6m]}

02" 02w Y6 %

Avec :

n : nombre de répétitions ;

p : nombre de séries ;

v : degré de liberté ;

- B :(B—expectation tolérance intervalle) ;

Q::quantile B de la distribution t de Student a degres de liberte.
Le méme intervalle en échelle relative devient :
1+ 1 1+ 1
biais(%); — Q¢ (v ,—ﬁ) 1+ n—CVF’I"j ;biais(%); + Q; (v 'Tﬁ> 1+—CVp;;

2 pnB? pnB}

Deux termes sont contenus dans I’intervalle de tolérance : I'un étant la justesse et I’autre étant,
a un facteur pres, le coefficient de variation de fidélité intermédiaire. C’est la raison pour
laquelle cet intervalle peut ainsi étre considéré comme une expression de ’exactitude des
résultats. Mais I’intervalle de tolérance intégre une dimension supplémentaire, celle de chance
(ou risque) pour des résultats futurs, conditionnellement a des résultats passés. La méthode peut
dés lors étre considérée comme exacte au niveau de chance 3 pour le niveau de concentration
en question, si I’intervalle de tolérance est inclus dans les limites [-y, y] définies a priori en

fonction des objectifs de la méthode.

2.2. Relation entre P’intervalle de tolérance et I’erreur totale

L’intervalle de tolérance est toujours construit sur la base de la moyenne et I'écart-type d'un
échantillon d'un produit, par exemple. S’il est exprimé par rapporta la cible de la production
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d'un médicament ou par rapport a la valeur réelle des analytes dans un échantillon, l'intervalle
de tolérance combine donc simultanément les erreurs aléatoires et systématiques d'une
procédure analytique. Dans ce cas, la valeur moyenne estimee est remplacée par le biais estime
de la méthode d'analyse ou du processus de production. C'est donc un moyen statistique

commode d'exprimer I’erreur totale [25].

3. Etablissement du profil d’exactitude

Le profil d’exactitude est obtenu en reliant entre elles les bornes supérieures puis les bornes
inférieures de I’intervalle de tolérance.
Une représentation graphique des résultats en valeurs relatives par rapport a la valeur de

référence du niveau est effectuée [28].

On reporte sur I’axe horizontal les valeurs de référence moyennes, et sur 1’axe vertical :
= Les limites de tolérance relatives haute et basse ;
» Les taux de recouvrement moyens ;
= Les limites d’acceptabilité relatives haute et basse [28].

= Selon I’équation précédente, les bornes de ces intervalles sont :

.. 1 1
Lj= biais(%); — Q; (v ,%B) /1 + WCVF,I.J
J
Ui= biais(%); + @ (v;3E) 145 CVry
]

Si cet intervalle de tolérance est totalement inclus dans les limites [-A, +A], alors la proportion

attendue de résultats dans les limites d’acceptation sera supérieure ou égal a 3 [26].

4. Interprétation du profil d’exactitude

Pour utiliser le profil d’exactitude en vue de valider une méthode, il faut avoir fixé les deux

critéres de décision suivants :

- Les limites d’acceptabilité £A : Elles servent a traduire les objectifs pratiques des
utilisateurs. Elles délimitent un intervalle autour de la valeur de référence. Le plus
souvent, ces limites sont réglementaires. Mais dans le cas ou il n’existe pas de référence
établie, il convient de prendre en compte les attentes des utilisateurs finaux, comme une
LQ donnée [29].

- Laproportion B : elle représente la proportion des résultats futurs qui, en moyenne, se

situeront dans l'intervalle de tolérance. La valeur choisie pour B dépend largement du
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champ d'application. De toute évidence, plus le béta est petit, disons 70%, plus le risque
que la méthode produise des résultats non conformes aux spécifications publiées est
grand. C'est pourquoi, dans la méthode du profil d’exactitude, ce ratio est fixé a 80 %,

au moins [29]

- Aussi longtemps que [P’intervalle de tolérance est compris entre les limites
d’acceptabilité, la probabilité que la différence entre la valeur Z trouvée par la méthode
en routine et la valeur de référence X reste inférieure a la limite d’acceptabilité est

supérieure a la valeur B choisie (en général 80%) : la méthode reste valide [28].

5. Choix de la fonction de réponse
Le profil d’exactitude permet de retenir les fonctions de réponse dont
I’intervalle de tolérance est inclus dans les limites d’acceptation choisies. De
plus, la fonction de réponse la plus simple choisie (Exemple : fonction linéaire

simple ou passant par zéro) [30] .

Nous attirons également 1’attention sur le fait, que pour I’ensemble de ces
modeles, le coefficient de détermination R? est toujours supérieur a 0.99 et pas

en rapport ici avec la qualité des résultats.
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La validation analytique d’une méthode de dosage du Miconazole est le sujet de notre
projet de fin d’études. Cette étude a pour but de valider une méthode de dosage d’un principe
actif « Miconazole » dans le gel de DAKTARIN a 2% par chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) par profil d’exactitude. 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 guides de validation
publiés par la commission Francaise des Sciences Techniques et Pharmaceutiques (SFSTP)

respectivement en 2006 et 2010.

1. Matériel et méthodes
1.1. Matériel

1.1.1. Matieres premiéres

Le principe Actif utilisé est le Miconazole. Les excipients sont préalablement

préparés au sein du laboratoire de Chimie Analytique de Tizi-Ouzou.

1.1.2. Réactifs

Tableau VI. Propriétés physicochimiques et précautions d’emploi des Réactifs

Réactifs Propriétés Précautions
physicochimiques d’emploi
Formule brute :

_ HCI N° CAS :
Acide _ 7647-01-0
chlorhydrique 36.5 Mr: 36,458 g/mol

-38%
p 119 kg/l

Formule brute :
C2H3N N° CAS :

Acétonitrile :
75-05-8
Mr : 41.05 g/mol

p:0.786 g.cm?

Formule brute : H3PO4

Acide phosphorique N° CAS : 7664-38-2

Mr : 97,994 g/mol
p 1,88 g/cmd
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Ethanol

Formule brute : CoHs0OH

N° CAS : 64-17-5
Mr : 46,07 g/mol
p :0.79 kg/l

®

Hydroxyde de sodium

Formule brute
NaOH N° CAS
1310-73-2

Mr : 39,997 g/mol
p 2,13 g/lcm3

Glycerol

Formule brute
C3sHgOs N° CAS :
56-81-5

Mr : 92.09 g/mol

p 1,26 glcm?

Aucune

Eau distillée

Formule brute :
H20 N° CAS :
7732-18-5

Mr : 18 g/mol

p . lg.cm3

Aucune
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Figure 6. Image représentant les réactifs utilisés

1.1.3. Appareillage et équipements

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

travail sont cités dans les tableaux ci-dessous :

Tableau VII. Appareil Chromatographie Liquide Haute Performance SCHIMADZU (LC 20)

Nom Equipements Spécifications
Pompe Le 20 at
HPLC SCHMADZU Injecteur automatique SIL20 A
(LC 20) Controleur CBM-20
Logiciel d’exposition LC-solution
Compartiment de la CTO-20 A
Colonne
Détecteur Spectrophotometre UV-Visible
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Figure 7. Appareil Chromatographie Liquide Haute Performance SCHIMADZU (LC 20)

Tableau VII1. Les Autres Appareils utilisés

Appareil Dénomination Usage
Etuve MEMMERT Séchage
Balance Analytique METTLER-TOLEDO Pesée

Balance Analytique

KERN

Pesée du principe actif

PH métre

METTLER-TOLEDO

Mesure et Ajustement du pH

Figure 8. Etuve
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Figure 9. Balance analytique

Figure 10. pH meétre

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.
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Tableau IX. La verrerie utilisée

Verrerie

Verre de montre
Béchers
Eprouvettes de 25ml (classe B)
Pipettes jaugees 5ml (classe A)
Fioles jaugées 50ml, et 1000ml (classe B)
Vials pour HPLC

La classe d'une verrerie rend compte de son degré de précision :
Matériel de classe A : de haute preécision ;

Matériel de classe B : de précision courante.

Figure 11. La verrerie utilisée

Autres :
- Pissettes a eau ;
- Poires;
- Barreaux magnétiques ;

- Pipettes pasteurs.
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1.2. Méthodes

1.2.1. Meéthodologie de la validation analytique

Ce présent travail est basé sur les recommandations du guide de la commission SFSTP
publiées en 2003 complétées en 2006 qui propose un protocole expérimental harmonisé en
distinguant notamment les régles de diagnostic et les regles de décision. Ces derniéres reposent
sur ’utilisation du profil d’exactitude, basé sur la notion d’erreur totale (biais + écart type),
permettant de simplifier I’approche de la validation d’une procédure analytique tout en

contrélant le risque associé a son utilisation.

1.2.1.1. Choix du protocole de Validation

Compte tenu de I’absence de I’effet matrice demontré a la suite de la comparaison des
chromatogrammes du blanc et du standard, le protocole choisi est le V2 qui consiste a préparer :
- Trois séries du standard d’étalonnage (SE) : Chaque série comporte

5 niveaux deconcentration avec deux repétitions par niveau.
- Trois séries du standard de validation (SV) : Chaque série comporte

5 niveaux deconcentration avec trois répeétitions par niveau.

1.2.1.2. Choix des paramétres de Validation
1.2.1.3. Choix du diluant

Pour dissoudre le MICONAZOLE, la pharmacopée européenne recommande d’utiliser
le solvant composé du méthanol, cependant ce dernier reste un produit cher et toxique. Par
conséquent nous avons opté pour une solution d’HCl a 0.1 M au sein du laboratoire de Chimie
Analytique.

1.2.1.4. Choix de dilution

Nous avons effectué des pesées dans des fioles de 50ml pour chaque niveau de
concentration, par la suite on a procédé a des dilutions au 1/10 éme dont le but essentiel est de
garantir une concentration appropriée égale a 0.04mg/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. Diluants

-Diluant : HCl a 0.1M
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Préparation de la solution HCI 0.1 M : dilution de 8ml d’HCL R (36.5 — 38 %) dans 1L
d’eau pure.
Verser une petite quantité d’eau pure dans une fiole de 1000ml, rajouter 8ml d’acide

chlorhydrique, puis ajuster le volume final d’eau pure au trait de jauge.

- Placebo : Solution saturée d’excipients

1.2.2.2. Préparation des solutions standards

Nous avons effectué des pesées correspondant a chaque niveau de concentration dans des fioles

de 50 ml. Les masses théoriques sont indiquées dans le tableau ci-dessous :

Tableau X. Tableau présentant les masses théoriques des niveaux de concentration des
principes actifs pesées

Niveaux de
concentrations en
% 80 90 100 110 120
Masses
Théoriques du
miconazole 16mg 18mg 20mg 22mg 24mg

a- Solutions standards du MICONAZOLE :

Nous procédons a la préparation des solutions des standards d’étalonnage et de validation, dans
des fioles de 50ml, ces solutions méres feront I’objet de dilutions au 1/10éme,5ml de la solution
mere sont prélevés dans des fioles de 50ml, lesquelles on compléte jusqu’autrait de jauge avec
le diluant (1).

La solution d'excipients (diluant 2) est ajoutée uniquement aux standards de validation. Les
étapes suivies pour la préparation des standards d’étalonnage et de validation sont

respectivement détaillées dans les tableaux ci-joints.

Tableau XI. Tableau présentant le protocole de la préparation des solutions des standards

d'étalonnage
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Niveaux de
concentrations en %

80% 90% 100% 110% 120%

Protocole

- Peser chaque PE théorique du MICONAZOLE pour
Chaque répétition dans une fiole de 50 ml (solution mére)
- Ajouter le diluant puis agiter manuellement.

- Compléter au trait de jauge avec le diluant pour ainsi obtenir
dessolutions méres.

- A l'aide d'une pipette jaugée, prélever 5ml de la solution
meére,verser dans une fiole de 50ml

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

- Agiter par retournement a chaque fois et remplir les vials

Solutions a
preparer

SE =5x3x2 = 30 solutions (5 niveaux, 3 séries, 2 répétitions)

Tableau XII. Tableau présentant le protocole de la préparation des solutions des standards de

validation

Niveaux de
concentrations en %

80% 90% 100% 110% 120%

Protocole

- Peser chaque PE théorique de MICONAZOLE pour chaque
répetition dans une fiole de 50ml
- Ajouter le diluant et agiter manuellement
- Compléter au trait de jauge avec le diluant pour ainsi obtenir
les solutions meres
- A l'aide d'une pipette jaugeée, prélever 5ml de la solution
meére,verser dans une fiole de 50ml
- Ajouter un peu de la solution placebo et agiter manuellement
- Compléter au trait de jauge avec la méme solution (une
dilution aul/10éme)
- Agiter par retournement a chaque fois et remplir les vials.

Solutions a préparer

SV = 5x3x3= 45 solutions (5 niveaux, 3 séries, 3 répétitions)

b- Préparation de la phase mobile :

Constituée de 40% de tampon et 60% d’acétonitrile

Préparation de la solution tampon :

Mélange d’acide phosphorique et d’hydroxyde de sodium.

- Préparer une solution d’acide phosphorique a 0.05M

- Préparer une solution de NaOH 0.1 M (4g dans 100ml)
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- Ajuster le pH de la solution d’acide phosphorique a 2.5.

1.2.2.3. Préparation de la solution d’excipients

Une solution saturée d’excipients a été préparée au sein du laboratoire.

1.3. Conditions Chromatographiques

Tableau XI11. Colonne et conditions Chromatographique

Longueur 15cm
Diamétre 4.6 mm
Colonne
Taille des particules S5um
Phase stationnaire C18 Gel de silice Octadecyle
Volume 20ul
Injecté
Débit Iml/min
Température Température ambiante
Détecteur Spectrophotometre UV-Visible : longueur d’onde A=220 nm
Mode d’élution de la Mode isocratique:
Phase mobile 60% acetonitrile 40% tampon

1.4. Préparation de la Feuille de Calcul

Afin de réaliser 1’étude statistique nous avons utilisé des feuilles de calcul développées

par I’équipe du laboratoire de Chimie Analytique de Tizi Ouzou, a 1’aide de logiciel

Excel de Microsoft office 2016 enregistré et installé sur le systéeme d’exploitation
Windows 10 authentique.

L’ensemble des équations rentrant dans 1’étude statistique de la validation et la construction
du profil d’exactitude sont introduites dans ce tableau, pour avoir les résultats complets en
tableaux et en graphes si nécessaire juste en introduisant les données brutes en termes de prises

d’essais et de leurs réponses instrumentales.
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Résultats
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1. Résultats :

Les chromatogrammes obtenus sont indiqués dans I’annexe III :

1.1. Données brutes :

Dans les tableaux suivants ; sont mentionnées les données brutes obtenues par les standards

d’étalonnage et de validation :

Tableau XIV. Données brutes des standards d'étalonnage

DONNEES BRUTES OBTENUES (STANDARD D'ETALONNAGE)

SERIES i
O Serie 1 Serie 2 Serie 3
S . | Quantités Réponse | Quantités | Reponse N Reéponse
2 | € |introduite | instrumental | introduite | instrumental QUAaNtites | instrumental
h : :
> S o S o introduite o
z
(mg) (Aire du pic) (mg) (Aire du pic) s (mg) (Aire du pic)
i |k X Y X Y X y
. 1 16,11 2170617 16,03 2158050 16,28 2192989
2 16,17 2171821 16,17 2133967 16,49 2197487
5 1 18,05 2409060 18,42 2467043 18,26 2471548
2 18,02 2368929 18,39 2430368 18,36 2493616
2 1 20,22 2753558 20,02 2602587 20,33 2705364
2 20,04 2735198 20,24 2647581 20,38 2715299
4 1 22,01 2904157 22,12 2949937 22,13 2925541
2 22,04 2939742 22,35 2948710 22,19 2920970
c 1 24,03 3152370 24,34 3237373 24,17 3103411
2 24,06 3152901 24,11 3166920 24,27 3103923
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Tableau XV. Données brutes des standards de validation

DONNEES BRUTES OBTENUES (STANDARD DE VALIDATION)

O SERIES i
% Serie 1 Serie 2 Serie 3
; g? Quantités Réponse Quantités Réponse Quantités Réponse
Lﬁ introduites | instrumentale | introduites | instrumentale | introduites | instrumentale
Z (mg) (Aire du pic) (mg) (Aire du pic) (mg) (Aire du pic)
J | k |[X Y X Y X y
1 16,03 2172719 15,98 2105088 16,28 2205880
1 |2 16,09 2195364 16,35 2192989 16,49 2248828
3 16,05 2129798 16,03 2123171 16,48 2197487
1 18,00 2410611 18,02 2392146 18,01 2424033
2 |2 18,05 2443109 18,12 2448022 18,26 2471548
3 18,29 2485553 18,36 2486077 18,42 2497370
1 20,00 2627995 20,03 2628163 20,03 2666773
3 12 20,33 2745682 20,05 2685205 20,14 2697401
3 20,41 2785390 20,38 2764507 20,24 2735897
1 22,07 3003681 22,12 2919791 22,13 2918933
4 |2 22,03 2996823 22,35 2995210 22,19 2957663
3 22,06 3003681 22,20 2917014 22,33 2996823
1 24,00 3166920 24,04 3221176 24,06 3137373
5 |2 24,06 3133278 24,10 3180767 24,11 3196699
3 24,10 3171855 24,17 3202758 24,27 3106289

o1
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1.1. Spécificite :

L’évaluation de la spécificité et de I’absence de I’effet matrice se fait par deux approches
complémentaires :
. une approche empirique reposant sur la comparaison des chromatogrammes ;
. une approche statistique reposant sur la confirmation de la spécificité sur les deux

gammes d’étalonnage et de validation.

Approche empirique

L’¢évaluation de la spécificité est faite par la comparaison du chromatogramme d’un SE et
un SV d’un mé€me niveau de concentration (niveau 100%) ainsi que celui des solutions placebo

et diluant non chargées de PA.

Les chromatogrammes obtenus sont présentés dans les figures suivantes :

Diluant. led
uv E Det.A Chl

150000
100000}

50000-]

c_

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5 5.0
min

Figure 12. Chromatogramme du Placebo

Solvant .led
uv . Det.A Chl

150000

100000

50000

0.0 0.5 1.0 L5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

Figure 13. Chromatogramme du blanc
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Miconazole SE1 100% .led
uv 1 = Det. A Chl
200000} W
100000
R I
OOl o IO.‘Sl o ‘I‘OI - ‘ll5l - ‘ZIOI - ‘2:5‘ o ‘310k - ‘315i o ‘410‘ - ‘4f5‘ o ‘SIOI o
min
Figure 14. Chromatogramme du SE 100%
SV1 100% 001.led
uVv 1 8 Det.A Chl
i ‘“‘.Sr]'
1 I
200000 a
|
[
] B
| '\‘
100000 | m
4 | |‘
i I
.
A
0_ N N g L \\
I I T I !
0 1 2 3 4 5
min

Figure 15. Chromatogramme du SV 100%

Approche statistique

Pour ce qui est de 1’approche statistique on a eu recours a I’utilisation d’un test t de student,

qui a consisté en une comparaison de deux pentes des deux droites de régression de deux series
SE et SV. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau suivant :
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Tableau XVI. Résultats obtenus de 1’étude de la spécificité et de 1’effet matrice : standards
d’étalonnage (sans matrice) du Miconazole

STANDARD D'ETALONNAGE

ZZ)) SERI-ES [
(:)) o Serie 3
5 o Quantités Réponse (Y-Y*)? (x-x)?
% introduites instrumentale
J k X Y
1 16,28 2192989,00 733828288,9 16,05
16,49 2197487,00 2195768845 14,41
2 18,26 2471548,00 513446850,7 4,10
18,36 2493616,00 1100334240 3,71
3 20,33 2705364,00 298063827,9 0,00
20,38 2715299,00 458880041,2 0,01
4 22,13 2925541,00 866248428,5 3,40
22,19 2920970,00 321393501,4 3,63
5 24,17 3103411,00 808942706,2 15,09
24,27 3103923,00 1559143988 15,87
Pente 115560,79
Ordonneée a 338748,56
’origine
SD pente 3809,868842

SD ordonnée a

I’origine

77999,87757
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Tableau XVII. Résultats obtenus de 1’étude de la spécificité et de 1’effet matrice :
standards de validation (avec matrice) du Miconazole

STANDARD DE VALIDATION

’origine

% SER?ES i
g o Serie 3
E o Quantités Réponse (Y-Y*)? (x- x)?
% introduites instrumentale
i k
1 1 16,28 2205880,00 190789691,9 15,60
2 16,49 2248828,00 13995456,86 | 13,98
3 16,48 2197487,00 2152096868 14,06
2 1 18,01 2424033,00 23621615,04 4,93
2 18,26 2471548,00 154343360,6 3,88
3 18,42 2497370,00 357114494,4 3,27
3 1 20,03 2666773,00 40819954,28 0,04
2 20,14 2697401,00 119621945,8 0,01
3 20,24 2735897,00 1394325252 0,00
4 1 22,13 2918933,00 66780037,37 3,61
2 22,19 2957663,00 543010442,7 3,84
3 22,33 2996823,00 2073259621 4,41
5) 1 24,06 3137373,00 534417991,4 14,67
2 24,11 3196699,00 909761877,2 15,06
3 24,27 3106289,00 6335486277 16,33
Pente 120925,17
Ordonnée a 251030,91
’origine
SD pente 3176,089875
SD ordonnée a 64842,45849
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La comparaison des deux pentes et des ordonnées a 1’origine des deux droites de régression

obtenues a partir des résultats d’une série de validation est représentée dans le tableau suivant :

Tableau XVIII. Comparaison des deux pentes et des deux ordonnées a ’origine des droites
de régression des SE et SV du Miconazole

Pente Ordonnée a I’origine

t calculé 0,000218041 8,52578E-06

t° (0,05, 21) 2,079613845 2,079613845

Condition t calculé < t° (0,05, 21)

Conclusion Pentes comparables : absence | Ordonnées a  1’origine
d’effet matrice comparables absences

d’erreurs systématiques

Droite d'étalonnage : Dosage du Miconazole par HPLC

3400000,00

3200000,00

3000000,00

2800000,00

2600000,00

2400000,00

2200000,00

2000000,00

15

@STE @ STV
y = 115561x + 338749 °.
2 _ o
R?=0,9914 e
5.'..
" y=120925x + 251031
R?=0,9911
[ O
g
&Q,\""‘
o
o
17 19 21 23 25

Figure 16. Courbe de spécificité obtenue avec la fonction ax+b
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2. Lafonctiony = ax+b
2.1.

Fonction de réponse :

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

de Miconazole obtenue avec 3 séries des SE est représentée pour la fonction mathématique y =

ax + b (droite ne passant pas par 1’origine) est représentée dans le tableau suivant :

Tableau XIX. Résultats obtenus avec fonction y = ax+b

STANDARD D'ETALONNAGE

O SERIES i
% Serie 1 Serie 2 Serie 3
é é‘ Quantités | Réponse | Quantités| Réponse | Quantités| Réponse
g introduite | instrumental | introduite | instrumental | introduite | instrumental
Z S e s e S e
J | k X Y X Y X y
1 16,11 2170617,00 16,03 2158050,00 16,28 2192989,00
' 2 16,17 2171821,00 16,17 2133967,00 16,49 2197487,00
1 18,05 2409060,00 18,42 2467043,00 18,26 2471548,00
? 2 18,02 2409060,00 18,39 2368929,00 18,36 2493616,00
1 20,22 2753558,00 20,02 2602587,00 20,33 2705364,00
3 2 20,04 2735198,00 20,24 2647581,00 20,38 2715299,00
1 22,01 2904157,00 22,12 2949937,00 22,13 2925541,00
) 2 22,04 2939742,00 22,35 2948710,00 22,19 2920970,00
1 24,03 3152370,00 24,34 3237373,00 24,17 3103411,00
> 2 24,06 3152901,00 24,11 3166920,00 24,27 3103923,00
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A partir des données de ce tableau, on trace les courbes d’étalonnage des trois séries de SE

3400000
3200000
3000000
2800000
2600000
2400000
2200000
2000000

SERIE 1

y = 125124x + 167991
R? =0,9924

15,0 17,0 19,0 21,0

3400000
3200000
3000000
2800000
2600000
2400000
2200000
2000000

SERIE 2
3500000
y = 131634x + 6609,9
R?=0,9926
3000000
2500000
2000000
23,0 25,0 15,0 17,0 19,0 21,0 23,0 25,0
SERIE 3

y = 115561x + 338749
R?=0,9914

15,0 17,0 19,0 21,0 23,0 25,0

Figure 7 : Courbes d'étalonnage obtenues avec la fonction y=ax+b
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2.2. Alignement des observations :

Comme les quantités introduites ne sont pas identiques, 1’alignement des réponses sur la

moyenne des concentrations introduites est exigé et cela pour chaque niveau de concentration.
L’alignement des réponses obtenues avec les échantillons de validation pour la fonction

y = ax+b est résumé dans le tableau suivant :
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Tableau XX. Alignement des réponses observeées avec les 3 séries des SV en utilisant la

fonction y = ax+b

SERIES i . .
Serie 1 ° Serie 2 ° Serie 3 Moy Alignement des repont
. Réponse (g/ll.l(;yr?t E . Réponse (g/llf;yr:t E . Reéponse (g/llj(;yr?t ?rl:tallfrc])t Serie 1 Serie 2
instrumentale Intro § instrumentale Intro § instrumentale Intro
Y Mij | © y Mij | © y Mij | Mj Yijk,c Yijk,c

3| 2172719 15,98 | 2105088 16,28 2205880 2176055,63 | 2123516,70 | 22
0| 2195364 |16,06| 16,35 | 2192989 |16,12|16,49 2248828 16,42 | 16,20 | 2191193,21 | 2162713,27 | 2=
5| 2129798 16,03 | 2123171 16,48 2197487 2130632,16 | 2135018,02 | 21
0| 2410611 18,02 | 2392146 18,01 2424033 2424791,68 | 2411452,26 | 24
5| 2443109 18,11 18,12 2448022 |18,17|18,26 2471548 18,23 | 18,17 | 2451033,50 | 2454164,90 | 2/
0| 2485553 18,36 | 2486077 18,42 2497370 2463447,82 | 2460627,84 | 24
0| 2627995 20,03 | 2628163 20,03 2666773 2658858,84 | 2644397,81 | 2¢
3| 2745682 |20,25] 20,05 | 2685205 |20,15|20,14 2697401 20,14 | 20,18 | 2735255,03 | 2698807,14 | 26
1| 2785390 20,38 | 2764507 20,24 2735897 2764953,13 | 2734670,05 | 27
7| 3003681 22,12 | 2919791 22,13 2918933 3001595,61 | 2933393,14 | 2€
3| 2996823 |22,05| 22,35 | 2995210 |22,22|22,19 2957663 22,22 | 22,16 | 2999742,55 | 2978536,41 | 2€
6| 3003681 22,20 | 2917014 22,33 2996823 3002846,84 | 2920085,45 | 2¢
0| 3166920 24,04 | 3221176 24,06 3137373 3173593,26 | 3229512,79 | 31
6| 3133278 |24,05| 24,10 | 3180767 |24,10|24,11 3196699 24,15 | 24,10 | 3132443,84 | 3181205,78 | 32
0| 3171855 24,17 | 3202758 24,27 3106289 3166015,90 | 3193982,43 | 3C
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Pentes des droites d'étalonnage

Ordonnées des droites d'étalonne

Série 1 : pente = 125123,67 Série 1: ord. orig =
Série 2 : pente = 131633,6016 Série 2 : ord. orig =
Série 3 : pente = 115560,7925 Série 3 : ord. orig =
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2.3. Predictions inverses :
Les  prises d’essai  prédites avec la  fonction de  réponse  choisie  sont  présentées dans le  tableau
suivant :
Tableau XXI. Prédictions inverses obtenues avec les SV des 3 séries en utilisant la fonction y = ax+b
Alignement des réponses Preédictions inverses xijk,calc Moy des prédictions inverses
i, calc=
Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 1 Serie 2 Serie 3 1/n Y xijk,cal
Yijk,c Yijk,c Yijk,c xijk,calc xijk,calc xijk,calc
2176055,63 | 2123516,70 | 2221673,31 16,05 16,08 16,29
2191193,21 | 2162713,27 | 2240353,54 16,17 16,38 16,46 15,97 16,21 16,26 16,145
2130632,16 | 2135018,02 | 2190168,15 15,69 16,17 16,02
2424791,68 | 2411452,26 | 2449456,37 18,04 18,27 18,26
2451033,50 | 2454164,90 | 2468081,18 18,25 18,59 18,43 18,21 18,50 18,39 18,368
2463447,82 | 2460627,84 | 2475413,45 18,35 18,64 18,49
2658858,84 | 2644397,81 | 2679099,48 19,91 20,04 20,25
2735255,03 | 2698807,14 | 2697015,80 20,52 20,45 20,41 20,39 20,41 20,43 20,411
2764953,13 | 2734670,05 | 2723955,72 20,76 20,72 20,64
3001595,61 | 2933393,14 | 2928948,27 22,65 22,23 22,41
2999742,55 | 2978536,41 | 2960744,62 22,63 22,58 22,69 22,64 22,31 22,66 22,541
3002846,84 | 2920085,45 | 2983726,11 22,66 22,13 22,89
3173593,26 | 3229512,79 | 3147388,27 24,02 24,48 24,30
3132443,84 | 3181205,78 | 3200936,23 23,69 24,12 24,77 23,89 24,27 24,30 24,154
3166015,90 | 3193982,43 | 3092036,50 23,96 24,21 23,83
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2.4. Justesse :

La justesse 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 XXII. Justesse calculée pour chaque niveau de concentration des standards de
validation en utilisant la fonction y = ax+b

NIVEAUX | Répétitions | Biais Absolus | Biais relatifs | % de Recouvrement

1

80% 2 -0,053 -0,326 99,674
3
1

90% 2 0,198 1,091 101,091
3
1

100% 2 0,232 1,148 101,148
3
1

110% 2 0,377 1,700 101,700
3
1

120% 2 0,053 0,220 100,220
3
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2.5.

Fidelité

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 termes de coefficients de variations.

Les résultats obtenus avec la fonction y = ax+b sont mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau XXII1. Calcul des écarts types, des CV de répétabilité et de fidelité intermediaire en
utilisant la fonction y = ax+b

Variance | Variance Ecartvoe Ecartvoe de

intra- inter- yp Ecartype yp . CcVv CV Fidélité
- . de la L la fidélité ez | s
Série Série e | INtErserie | . , ... | Répetabilité | intermédiaire
I s | Fépetabilite intermédiaire

GW,J G°D,J

0,045 0,009 0,212 0,095 0,233 1,310 1,435

0,026 0,013 0,163 0,114 0,199 0,896 1,094

0,088 0,000 0,296 0,000 0,296 1,466 1,466

0,037 0,026 0,192 0,162 0,251 0,868 1,134

0,096 0,020 0,310 0,141 0,341 1,287 1,414
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2.6. Exactitude

A partir des concentrations prédites, on peut calculer 1’exactitude relative par rapport a la
concentration introduite. Les tableaux ci-dessous résument les résultats obtenus avec la fonction
y =ax+b:

Tableau XXIV. Résultats du calcul de I’exactitude relative pour le Miconazole en utilisant la
fonction y = ax+b

NIVEAUX | Rep Exactitude relative ijk
1 1 0,116 0,637 0,085
2 0,495 0,181 -0,210
3 -2,270 0,868 -2,784
2 1 0,203 1,383 1,415
2 1,087 2,614 0,910
3 0,303 1,540 0,377
3 1 -0,464 0,044 1,109
2 0,924 2,006 1,326
3 1,691 1,691 1,978
4 1 2,612 0,517 1,284
2 2,731 1,017 2,250
3 2,704 -0,301 2,500
5 1 0,088 1,846 1,016
2 -1,529 0,070 2,728
3 -0,579 0,182 -1,832
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2.7.

Erreur totale et intervalle de tolérance

On a calcul¢ D’erreur totale absolue et relative pour chaque niveau de concentration et les

résultats sont résumés dans les tableaux suivants :

Tableau XXV. Calcul de I’erreur totale pour chaque niveau de concentration des standards de
validation du Miconazole en utilisant la fonction y = ax+b

Erreur Totale Absolue

Erreur Totale Relative

Niveau
1 0,285 1,761
2 0,397 2,185
3 0,528 2,614
4 0,628 2,834
5 0,394 1,634

Tableau XXVI. Intervalle de Tolérance du Miconazole en utilisant la fonction y = ax+b

Moy Intro | R B \/ Qt Biais Relatifs | CVFI | LTIL | LTSU
1 16,20 0,201 | 0,866 | 6,653 | 1,94318028 -0,326 1,435 | -3,315| 2,663
2 18,17 0,492 | 0,776 | 5,370 | 2,01504837 1,091 1,094 | -1,308 | 3,491
3 20,18 0,000 | 1,000 | 7,714 | 1,89457861 1,148 1,466 | -1,779 | 4,076
4 22,16 0,707 | 0,740 | 4,736 | 2,13184679 1,700 1,134 | -0,951 | 4,351
5 24,10 0,207 | 0,863 | 6,623 | 1,94318028 0,220 1,414 | -2,726 | 3,165
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3. Lafonctiony = ax

3.1. Fonctions de réponses
Tableau XXVI1I. Résultats obtenus pour la fonction y= ax
STANDARD D'ETALONNAGE
SERIES i
<D( @) Serie 1 Serie 2 Serie 3
wZ | &
2> 8 & | Quantités Réponse Quantités Réponse Quantités Réponse
< introduites | instrumentale | introduites | instrumentale | introduites | instrumentale
| k X y X y X y
1 4,01 1473,30 4,00 1469,03 4,03 1480,87
4,02 1473,71 4,02 1460,81 4,06 1482,39
5 4,25 1552,11 4,29 1570,68 4,27 1572,12
4,24 1552,11 4,29 1539,13 4,28 1579,12
3 4,50 1659,38 4,47 1613,25 4,51 1644,80
4,48 1653,84 4,50 1627,14 4,51 1647,82
4 4,69 1704,16 4,70 1717,54 4,70 1710,42
4,69 171457 473 1717,18 4,71 1709,08
5 4,90 1775,49 4,93 1799,27 4,92 1761,65
4,91 1775,64 4,91 1779,58 4,93 1761,80
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SERIE 1 SERIE 2
3400000 3400000
3200000 y =125124x + 167991 3200000 y = 131634x + 6609,9
3000000 R*=0,9924 3000000 R®=0,9926
2800000 2800000
2600000 2600000
2400000 2400000
2200000 2200000
2000000 2000000
15 17 19 21 23 25 15 17 19 21 23 25
SERIE 3
3400000
3200000 y = 115561 + 338749
R?=0,9914

3000000

2800000

2600000

2400000

2200000

2000000

15 17 19 21 23 25

Figure 18. Courbes d'étalonnage obtenues avec la fonction y=ax
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3.2. Alignement des observations

Lorsque les quantités introduites ne sont pas identiques, I’alignement des réponses sur la

moyenne des concentrations introduites est exigé et cela pour chaque niveau de concentration.

L’alignement des réponses obtenues avec les échantillons de validation avec la fonction y = ax

est résumé dans le tableau suivant :

68



RESULTATS

Tableau XXVIII. Alignement des réponses observées avec les 3 séries des SV en utilisant la fonction y = ax

O SERIES i . ;

§ Sorie 1 Sorie 2 Serie 3 voy Alignement des réponses

<DE % Réponse Moys % Réponse Moys % Réponse Moys | Quant

% % instrumentale Quant c_% instrumentale Quant % instrumentale Quant | Intro Serie 1 Serie 2 Serie 3

z > Intro | 5 Intro o Intro

J y Mij y Mij Y Mij Mj Yijk,c Yijk,c Yijk,c
16,03 | 2172719,00 15,98 | 2105088,00 16,28 | 2205880,00 2176274,52|2123561,58|2223913,93

1 16,09 | 2195364,00 | 16,06 |16,35| 2192989,00 | 16,12 | 16,49 | 2248828,00 | 16,42 |16,20|2190919,60 | 2162639,54 | 2239151,26
16,05 | 2129798,00 16,03|2123171,00 16,48 | 2197487,00 2130686,88 | 2135046,88|2189129,81
18,00 2410611,00 18,02 2392146,00 18,01 | 2424033,00 2425721,97 | 2411499,28 | 2453063,23

2 18,05 | 2443109,00 | 18,11 |18,12| 2448022,00 | 18,17 | 18,26 | 2471548,00 | 18,23 | 18,17 | 2451553,36 | 2454179,86 | 2467589,33
18,29 | 2485553,00 18,36 | 2486077,00 18,42 |2497370,00 2461997,67 | 2460565,86 | 2472298,44
20,00 | 2627995,00 20,03 | 2628163,00 20,03 | 2666773,00 2660883,57 | 2644437,35|2680848,26

3 20,33 | 2745682,00 | 20,25 |20,05| 2685205,00 | 20,15 | 20,14 | 2697401,00 | 20,14 | 20,18 | 2734571,00|2698840,27 | 2696961,15
20,41 2785390,00 20,38 | 2764507,00 20,24 | 2735897,00 2763612,43|2734597,39|2722261,59
22,07 | 3003681,00 22,12 | 2919791,00 22,131 2918933,00 3001458,80 | 2933426,27|2930369,15

4 22,03 |2996823,00 | 22,05 |22,35|2995210,00 | 22,22 |22,19|2957663,00 | 22,22 22,16 |2999934,08 | 2978495,80(2961181,82
22,06 | 3003681,00 22,201 2917014,00 22,331 2996823,00 3002792,12 | 2920092,93 | 2981868,03
24,00 3166920,00 24,04 | 3221176,00 24,06 | 3137373,00 3174031,04 {3229533,10|3148809,15

5 24,06|3133278,00 | 24,05 |24,10|3180767,00 | 24,10 | 24,11 | 3196699,00 | 24,15 |24,10|3132389,12|3181206,85 | 3201537,37
24,10| 3171855,00 24,17 | 3202758,00 24,271 3106289,00 3165632,84 (3193961,05|3090014,48
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Pentes des droites d'étalonnage

Ordonnées des droites d*étalonnage

Série 1 : pente = 133332,05 Série 1 : ord. orig =
Série 2 : pente = 131954,178 Série 2 : ord. orig =
Série 3 : pente = 131955,5913 Série 3 : ord. orig =
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3.3. Prédictions inverses

Les

suivant :

prises

Tableau XXIX. Prédictions inverses obtenues avec les SV des 3 séries en utilisant la fonction y = ax

d’essai

prédites

avec

la  fonction

de  réponse

choisie

sont

présentees

dans le

tableau

Alignement des réponses

Prédictions inverses xijk,calc

Moy des prédictions inverses

Moy des prédictions

inverses
Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 1 Serie 2 Serie 3 Hj
Yijk,c Yijk,c Yijk,c xijk,calc xijk,calc xijk,calc
2176274,52 | 2123561,58 | 2223913,93 16,32 16,09 16,85
2190919,60 | 2162639,54 | 2239151,26 16,43 16,39 16,97 16,24 16,22 16,80 16,423
2130686,88 | 2135046,88 | 2189129,81 15,98 16,18 16,59
2425721,97 | 2411499,28 | 2453063,23 18,19 18,28 18,59
2451553,36 | 2454179,86 | 2467589,33 18,39 18,60 18,70 18,35 18,51 18,68 18,510
2461997,67 | 2460565,86 | 2472298,44 18,47 18,65 18,74
2660883,57 | 2644437,35 | 2680848,26 19,96 20,04 20,32
2734571,00 | 2698840,27 | 2696961,15 20,51 20,45 20,44 20,40 20,41 20,46 20,422
2763612,43 | 2734597,39 | 2722261,59 20,73 20,72 20,63
3001458,80 | 2933426,27 | 2930369,15 22,51 22,23 22,21
2999934,08 | 2978495,80 | 2961181,82 22,50 22,57 22,44 22,51 22,31 22,42 22,412
3002792,12 | 2920092,93 | 2981868,03 22,52 22,13 22,60
3174031,04 | 3229533,10 | 3148809,15 23,81 24,47 23,86
3132389,12 | 3181206,85 | 3201537,37 23,49 24,11 24,26 23,68 24,26 23,85 23,930
3165632,84 | 3193961,05 | 3090014,48 23,74 24,21 23,42
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3.4. Justesse

La justesse est exprimée en termes de biais absolu, de biais relatif et de taux de recouvrement

pour chague niveau de concentration des standards de validation.

Tableau XXX. Justesse calculée pour chaque niveau de concentration des standards de
validation pour le Miconazole en utilisant la fonction y = ax

Biais Absolus Biais relatifs % de Recouvrement
NIVEAUX | Répétition

1

1 2 0,226 1,392 101,392
3
1

2 2 0,340 1,873 101,873
3
1

3 2 0,243 1,204 101,204
3
1

4 2 0,248 1,118 101,118
3
1

5 2 -0,171 -0,709 99,291
3
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3.5.

Fidelité

La fidélité est évaluée pour chaque niveau de concentration, elle est calculée par les écarts

IUTe L "

résultats obtenus avec la fonction y = ax sont résumés dans les tableaux ci-dessous :

Tableau XXXI. Fidélité calculée pour chaque niveau de concentration des standards de
validation pour le Miconazole en utilisant la fonction y = ax

Fidélite
Variance | Variance
intra- inter- Ecartype de Ecartype Ecar_typg gle CVv CV Fidélité
- - la ar la fidélité et | o
Série Série o eree. | INtersérie | . . .. .__ | Repétabilité | intermédiaire
. s | FEpEtabilité intermédiaire

o°w,j 0°B,j

0,039 0,096 0,197 0,310 0,367 1,216 2,267
0,022 0,019 0,149 0,139 0,204 0,818 1,121
0,076 0,000 0,276 0,000 0,276 1,368 1,368
0,031 0,000 0,175 0,000 0,175 0,789 0,789
0,081 0,063 0,284 0,251 0,379 1,179 1,573
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3.6. Exactitude

A partir des concentrations prédites, on peut calculer ’exactitude relative par rapport a la

concentration introduite. Les tableaux ci-dessous résument les résultats obtenus :

Tableau XXXII. Résultats du calcul de I’exactitude relative pour le Miconazole en utilisant
la fonction y = ax

NIVEAUX | Rep Exactitude relative ijk
1 1 0,116 0,637 0,085
2 0,495 0,181 -0,210
3 -2,270 0,868 -2,784
2 1 0,203 1,383 1,415
2 1,087 2,614 0,910
3 0,303 1,540 0,377
3 1 -0,464 0,044 1,109
2 0,924 2,006 1,326
3 1,691 1,691 1,978
4 1 2,612 0,517 1,284
2 2,731 1,017 2,250
3 2,704 -0,301 2,500
5 1 0,088 1,846 1,016
2 -1,529 0,070 2,728
3 -0,579 0,182 -1,832
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3.7.

Erreur totale et intervalle de tolérance

On a calculé I’erreur totale absolue et relative pour chaque niveau de concentration et les

résultats sont résumés dans les tableaux suivants :

Tableau XXXIII. Calcul de I’erreur totale pour chaque niveau de concentration des standards
de validation du Miconazole en utilisant la fonction y = ax

Erreur Absolue

Erreur Relative

Niveau
1 0,593 3,659
2 0,544 2,993
3 0,519 2,571
4 0,423 1,907
5 0,550 2,282

Tableau XXXIV. Intervalle de Tolérance du Miconazole en utilisant la fonction y = ax

Moy Intro| R B \ Qt Biais Relatifs [CV FI | LTI L LES
1 16,20 |2,473|0,642 | 3,007 |2,35336343 1,392 2,267 |-4,617|7,402
2 18,17 |0,877|0,719 (4,368 | 2,13184679 1,873 1,121 |-0,761 | 4,506
3 20,18 |0,000|1,000 7,714 |1,89457861 1,204 1,368 |-1,528 | 3,935
4 22,16 {0,000 | 1,000 |7,714 |1,89457861 1,118 0,789 |-0,459 2,694
5 24,10 10,781|0,730|4,564 |2,13184679 -0,709 1,573 |-4,396 | 2,977
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4. La fonction Vy = aVx+b

4.1. Fonction de réponse
Tableau XXXV. Résultats obtenus pour la fonction Vy = aVx+b
STANDARD D'ETALONNAGE
SERIES i
2 0 Serie 1 Serie 2 Serie 3
wZ | g
> 8 @ | Quantités Réponse Quantités Réponse Quantités Réponse
< introduites | instrumentale | introduites | instrumentale | introduites | instrumentale
k X Y X Y X Y
4,01 1473,30 4,00 1469,03 4,03 1480,87
4,02 1473,71 4,02 1460,81 4,06 1482,39
4,25 1552,11 4,29 1570,68 4,27 1572,12
4,24 1552,11 4,29 1539,13 4,28 1579,12
4,50 1659,38 4,47 1613,25 4,51 1644,80
4,48 1653,84 4,50 1627,14 4,51 1647,82
4 4,69 1704,16 4,70 1717,54 4,70 1710,42
4,69 171457 4,73 1717,18 471 1709,08
4,90 1775,49 4,93 1799,27 4,92 1761,65
4,91 1775,64 4,91 1779,58 4,93 1761,80
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3400000
3200000
3000000
2800000
2600000
2400000
2200000
2000000

SERIE 1

y=125124x+ 167991
R?=0,9924

15,0 17,0 19,0 21,0

3400000
3200000
3000000
2800000
2600000
2400000
2200000
2000000

15,0

23,0

25,0

3400000
3200000
3000000
2800000
2600000
2400000
2200000
2000000

SERIE 3

y =115561x + 338749

17,0

19,0

R?=0,9914

21,0

y =131634x + 6609,9
R*=0,9926

15,0

23,0

SERIE 2

17,0

25,0

19,0

21,0

23,0

Figure 9 : Courbes d'étalonnage obtenues avec la fonction Vy = a\x+b

25,0
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4.2. Alignement des observations :

Lorsque les quantités introduites ne sont pas identiques, 1’alignement des réponses sur la
moyenne des concentrations introduites est exigé et cela pour chaque niveau de concentration.
L’alignement des réponses obtenues avec les échantillons de validation avec la fonction Vy =

aVx+b est résumé dans le tableau suivant :
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Tableau XXXVI. Alignement des réponses observées avec les 3 séries des SV en utilisant la fonction Vy = aVx-+b

g SERIES i . .

§ - Seric I : - Seric 2 : - Seric 3 M Moy Alignement des réponses

2| £ . oys | £ ) oys | £ ) 0ysS | Quant

é % insth?Jpnczgrs:teale Quant % insth?Jpnc:Qrsl(teale Quant % insﬁiﬁggﬁale Quant Intro Serie 1 Serie 2 Serie 3

> E Intro ES Intro 3 Intro

j Y Mij y Mij y Mij | Mj Yijk,c Yijk,c Yijk,c
16,03 | 2172719,00 15,98 | 2105088,00 16,28 | 2205880,00 2176055,63 | 2123516,70 | 2221673,31

1 116,09 | 2195364,00 | 16,06 | 16,35 | 2192989,00 | 16,12 | 16,49 | 2248828,00 | 16,42 | 16,20 |2191193,21 | 2162713,27 | 2240353,54
16,05 | 2129798,00 16,03 | 2123171,00 16,48 | 2197487,00 2130632,16 | 2135018,02 | 2190168,15
18,00 | 2410611,00 18,02 | 2392146,00 18,01 | 2424033,00 2424791,68 | 2411452,26 | 2449456,37

2 |18,05| 2443109,00 | 18,11 | 18,12 | 2448022,00 | 18,17 | 18,26 | 2471548,00 | 18,23 | 18,17 | 2451033,50 | 2454164,90 | 2468081,18
18,29 | 2485553,00 18,36 | 2486077,00 18,42 | 2497370,00 2463447,82 | 2460627,84 | 2475413,45
20,00 | 2627995,00 20,03 | 2628163,00 20,03 | 2666773,00 2658858,84 | 2644397,81 | 2679099,48

3 120,33 | 2745682,00 | 20,25 | 20,05 | 2685205,00 | 20,15 | 20,14 | 2697401,00 | 20,14 | 20,18 | 2735255,03 | 2698807,14 | 2697015,80
20,41 | 2785390,00 20,38 | 2764507,00 20,24 | 2735897,00 2764953,13 | 2734670,05 | 2723955,72
22,07 | 3003681,00 22,12 | 2919791,00 22,13 | 2918933,00 3001595,61 | 2933393,14 | 2928948,27

4 22,03 | 2996823,00 | 22,05 | 22,35 | 2995210,00 | 22,22 | 22,19 | 2957663,00 | 22,22 | 22,16 |2999742,55 | 2978536,41 | 2960744,62
22,06 | 3003681,00 22,20 | 2917014,00 22,33 | 2996823,00 3002846,84 | 2920085,45 | 2983726,11
24,00 | 3166920,00 24,04 | 3221176,00 24,06 | 3137373,00 3173593,26 | 3229512,79 | 3147388,27

5 124,06 | 3133278,00 | 24,05 | 24,10 | 3180767,00 | 24,10 | 24,11 | 3196699,00 | 24,15 | 24,10 | 3132443,84 | 3181205,78 | 3200936,23
24,10 | 3171855,00 24,17 | 3202758,00 24,27 | 3106289,00 3166015,90 | 3193982,43 | 3092036,50

Pentes des droites d'étalonnage Ordonnées des droites d'étalonnage

Série 1 : pente = 344,00 Série 1 : ord. orig = 95,9351568

Série 2 : pente =

361,0496725

Série 2 : ord. orig =

9,95
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Série 3 : pente =

319,6667719

Série 3 : ord. orig =

198,5967867

4.3. Prédictions inverses :

Les  prises

suivant :

d’essai

prédites

avec la fonction de  réponse choisie sont

présentées dans le  tableau

Tableau XXXVII Prédictions inverses obtenues avec les SV des 3 séries en utilisant la fonction Vy = aVx+b

Alignement des réponses Prédictions inverses xijk,calc Moy des prédictions inverses Moy des prédictions
Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 1 Serie 2 Serie 3 . . . INVErses
_ _ _ _ _ _ Serie 1 Serie 2 Serie 3 uj
Yijk,c Yijk,c Yijk,c xijk,calc xijk,calc xijk,calc
1475,16 1457,18 1490,62 16,08 16,07 16,34
1480,25 1470,55 1496,71 16,19 16,37 16,49 16,00 16,20 16,30 16,163
1459,67 1461,14 1479,89 15,72 16,16 16,07
1557,19 1552,87 1565,18 18,04 18,26 18,28
1565,60 1566,58 1570,98 18,25 18,59 18,43 18,21 18,50 18,40 18,370
1569,43 1568,55 1573,20 18,35 18,64 18,49
1630,55 1626,12 1636,83 19,90 20,04 20,24
1653,81 1642,81 1642,25 20,51 20,45 20,40 20,39 20,40 20,42 20,404
1662,70 1653,58 1650,38 20,74 20,72 20,63
1732,50 1712,70 1711,43 22,63 22,24 22,40
1731,99 1725,82 1720,69 22,62 22,59 22,67 22,63 22,32 22,65 22,534
1732,87 1708,82 1727,29 22,64 22,14 22,87
1781,46 1797,09 1774,08 24,01 24,50 24,29 23,88 24,29 24,29 24,151

76



RESULTATS

1769,87

1783,59

1789,12

23,68

24,13

24,76

1779,33

1787,17

1758,46

23,95

24,23

23,81
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4.4, Justesse

La justesse est exprimée en termes de biais absolu, de biais relatif et de taux de recouvrement

pour chaque niveau de concentration des standards de validation.

Tableau XXXVII1. Justesse calculée pour chaque niveau de concentration des standards de
validation pour le Miconazole en utilisant la fonction Vy = a\x+b

Biais Absolus Biais relatifs % de Recouvrement
NIVEAUX | Rep

1

1 2 -0,035 -0,215 99,785
3
1

2 2 0,200 1,100 101,100
3
1

3 2 0,225 1,114 101,114
3
1

4 2 0,369 1,666 101,666
3
1

5 2 0,050 0,206 100,206
3
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4.5.

Fidelité

La fidelité est évaluée pour chaque niveau de concentration, elle est calculée par les écarts

3 Y

résultats obtenus avec la fonction \y = aVx+b sont résumés dans les tableaux ci-dessous :

Tableau XXXIX. Calcul des écarts types, des CV de répétabilité et de fidélité intermédiaire

en utilisant la fonction Vy = aVx+b

Fidélité
Variance | Variance
intra- inter- Ecartype de Ecartype Ecar_typg (Eie CVv CV Fidélité
- [ la . la fidélité e e | PN
Série Série (e | INterserie | . .. | Répétabilité | intermédiaire
P o« | Tépétabilite intermediaire
aw,J 6°D,]
0,044 0,009 0,209 0,095 0,230 1,293 1,420
0,026 0,012 0,161 0,108 0,194 0,886 1,067
0,087 0,000 0,295 0,000 0,295 1,460 1,460
0,037 0,021 0,192 0,145 0,241 0,868 1,087
0,097 0,023 0,311 0,153 0,347 1,291 1,439
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4.6. Exactitude

A partir des concentrations prédites, on peut calculer 1’exactitude relative par rapport a la

concentration introduite. Les tableaux ci-dessous résument les résultats obtenus :

Tableau XL. Résultats du calcul de I’exactitude relative pour le Miconazole en utilisant la
fonction Vy = aVx+b

NIVEAUX | Rep Exactitude relative ijk
1 301,506 301,934 304,871
1 2 303,718 304,735 306,090
3 292,293 303,507 295,753
1 325,311 330,205 330,644
2 2 329,621 336,676 331,325
3 329,024 334,911 330,838
1 345,015 347,711 352,294
3 2 354,870 356,779 354,469
3 359,174 359,063 358,459
1 381,788 372,906 376,097
4 2 381,922 377,746 381,291
3 382,113 369,904 383,953
1 390,062 399,710 395,206
5 2 382,747 391,576 404,182
3 387,815 392,848 383,328

79



RESULTATS

4.7. Erreur totale et intervalle de tolérance

On a calculé I’erreur totale absolue et relative pour chaque niveau de concentration et les

résultats sont résumés dans les tableaux suivants :

Tableau XLI. Calcul de I’erreur totale pour chaque niveau de concentration des standards de
validation du Miconazole en utilisant la fonction \/y = aVx-+b

Niveau Erreur Absolue Erreur Relative
1 0,265 1,635
2 0,394 2,167
3 0,519 2,574
4 0,610 2,753
5 0,396 1,644

Tableau XLII. Intervalle de Tolérance du Miconazole en utilisant la fonction Vy = aVx-+b.

Moy Intro | R B V Qt RIZ)Ii:tiis;‘s CVFLILTIL ) LTSU
1 16,20 0,§O 0’;36 6’562 1,94318028 -0,215 1,420 | -3,173 | 2,742
2 18,17 0’35 0’678 5’152 2,01504837 1,100 1,067 | -1,235| 3,435
3 20,18 0’80 1’80 7’11 1,89457861 1,114 1,460 | -1,801| 4,029
4 22,16 0’f7 0’176 5’31 2,01504837 1,666 1,087 | -0,726 | 4,058
5 24,10 0’124 0’34 6’:'4 1,94318028 0,206 1,439 | -2,798 | 3,209
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5. La fonction Iny = aln(x) +b

5.1. Fonction de réponse
Tableau XLI11. Résultats obtenus pour la fonction Lny = aLn(x)+b
STANDARD D'ETALONNAGE
SERIES i
2 0 Serie 1 Serie 2 Serie 3
wZ |&
> 8 @ | Quantités Réponse Quantités Réponse Quantités Réponse
< introduites | instrumentale | introduites | instrumentale | introduites | instrumentale
k X Y X Y X Y
1 2,78 14,59 2,77 14,58 2,79 14,60
2 2,78 14,59 2,78 14,57 2,80 14,60
1 2,89 14,69 2,91 14,72 2,90 14,72
2 2,89 14,69 2,91 14,68 2,91 14,73
3 1 3,01 14,83 3,00 14,77 3,01 14,81
2 3,00 14,82 3,01 14,79 3,01 14,81
4 1 3,09 14,88 3,10 14,90 3,10 14,89
2 3,09 14,89 3,11 14,90 3,10 14,89
5 1 3,18 14,96 3,19 14,99 3,19 14,95
2 3,18 14,96 3,18 14,97 3,19 14,95
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3500000
3000000
2500000

2000000

5.2.

Lorsque

SERIE 1 SERIE 2
3500000
y =125124x + 167991 y =131634x + 6609,9
R?=0,9924 R?=0,9926
3000000
2500000
2000000
15 17 19 21 23 25 15 17 19 21 23 25
SERIE 3
3500000
y =115561x + 338749
2
3000000 R%=0,9914
2500000
2000000
15 17 19 21 23 25

Figure 20.Courbes d'étalonnage obtenues avec la fonction Lny = aL.n(x)+b

Alignement des observations :

les quantités introduites ne sont pas identiques, 1’alignement des réponses sur la

moyenne des concentrations introduites est exigé et cela pour chaque niveau de concentration.

L’alignement des réponses obtenues avec les échantillons de validation avec la fonction

Iny = aln(x) +b est résume dans le tableau suivant :

82



RESULTATS

Tableau XLIV.Alignement des réponses observées avec les 3 séries des SV en utilisant Courbes d'étalonnage obtenues avec la fonction Lny =

aL.n(x)+b

% SERIES | Alignement des réponses

S Serie 1 Serie 2 Serie 3

2 % Moys % Moys % Moys MO?’ Quant

3| = Réponse = Réponse = Réponse ntro . . :

> S instrumentale Quant S | instrumentale Quant S instrumentale Quant Seriel | Serie2 | Serie3

z 3 Intro 3 Intro 3 Intro

j Y Mij Y Mij Y Mij Mj Yijk,c | Yijkc | Yijk.c
2,77 14,59 2,77 14,56 2,79 14,61 14,59 | 14,57 | 14,61
2,78 14,60 2,78 2,79 14,60 2,78 2,80 14,63 2,80 16,20 14,60 | 14,59 | 14,62
2,78 14,57 2,77 14,57 2,80 14,60 14,57 | 14,57 | 14,60
2,89 14,70 2,89 14,69 2,89 14,70 14,70 | 14,70 | 14,71

2 12,89 14,71 2,90 2,90 14,71 2,90 2,90 14,72 2,90 18,17 14,71 | 14,71 | 14,72
2,91 14,73 2,91 14,73 2,91 14,73 14,72 | 14,72 | 14,72
3,00 14,78 3,00 14,78 3,00 14,80 14,79 | 14,79 | 14,80

3 |3,01 14,83 3,01 3,00 14,80 3,00 3,00 14,81 3,00 20,18 14,82 | 14,81 | 14,81
3,02 14,84 3,01 14,83 3,01 14,82 14,83 | 14,82 | 14,82
3,09 14,92 3,10 14,89 3,10 14,89 14,91 | 14,89 | 14,89

4 13,09 14,91 3,09 3,11 14,91 3,10 3,10 14,90 3,10 22,16 14,91 | 14,91 | 14,90
3,09 14,92 3,10 14,89 3,11 14,91 14,92 | 14,89 | 14,91
3,18 14,97 3,18 14,99 3,18 14,96 14,97 | 14,99 | 14,96

5 13,18 14,96 3,18 3,18 14,97 3,18 3,18 14,98 3,18 24,10 14,96 | 14,97 | 14,98
3,18 14,97 3,19 14,98 3,19 14,95 14,97 | 14,98 | 14,94
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Pentes des droites d'étalonnage

Ordonnées des droites d'étalonnage

Série 1 : pente = 0,95 Série 1 : ord. orig = 11,9666191
Série 2 : pente = 0,990055181 Série 2 : ord. orig = 11,82
Série 3 : pente = 0,883591909 Série 3 : ord. orig = 12,14386502
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5.3.

5.4.

Tableau XLV. Prédictions inverses obtenues avec les SV des 3 séries en utilisant la fonction Lny = aLn(x)+b

Prédictions inverses :

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

Alignement des réponses Prédictions inverses xijk,calc Moy des prédictions inverses
Moy des prédictions
Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 1 Serie 2 Serie 3 ] ] ] INVErses
Serie 1 Serie 2 Serie 3 uj

Yijk,c Yijk,c Yijk,c xijk,calc xijk,calc xijk,calc

14,59 14,57 14,61 16,10 16,05 16,37

14,60 14,59 14,62 16,21 16,35 16,52 16,02 16,18 16,33 16,178
14,57 14,57 14,60 15,74 16,14 16,10

14,70 14,70 14,71 18,05 18,26 18,28

14,71 14,71 14,72 18,26 18,58 18,43 18,22 18,49 18,40 18,370
14,72 14,72 14,72 18,35 18,63 18,49

14,79 14,79 14,80 19,90 20,04 20,23

14,82 14,81 14,81 20,50 20,45 20,38 20,38 20,40 20,41 20,397
14,83 14,82 14,82 20,73 20,72 20,61

14,91 14,89 14,89 22,62 22,25 22,38

14,91 14,91 14,90 22,61 22,60 22,65 22,62 22,33 22,63 22,526
14,92 14,89 14,91 22,63 22,15 22,85

14,97 14,99 14,96 23,99 24,52 24,28

14,96 14,97 14,98 23,67 24,15 24,74 23,87 24,31 24,27 24,148
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14,97

14,98

14,94

23,93

24,25

23,80 ‘
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5.5. Justesse

La justesse est exprimée en termes de biais absolu, de biais relatif et de taux de recouvrement

pour chaque niveau de concentration des standards de validation.

Tableau XLVI. Justesse calculée pour chaque niveau de concentration des standards de
validation pour le Miconazole en utilisant la fonction Lny = aLn(x)+b

Biais Absolus Biais relatifs % de Recouvrement
NIVEAUX | Rep

1

1 2 -0,020 -0,125 99,875
3
1

2 2 0,200 1,103 101,103
3
1

3 2 0,218 1,079 101,079
3
1

4 2 0,362 1,633 101,633
3
1

5 2 0,047 0,195 100,195
3
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5.6. Fidelite

La fidélité est évaluée pour chaque niveau de concentration, elle est calculée par les écarts

IUTe L "

résultats obtenus avec la fonction Iny = aln(x) +b sont résumés dans les tableaux ci-dessous :

Tableau XLVII. Calcul des écarts types, des CV de répétabilité et de fidélité intermédiaire en
utilisant la fonction Lny = aL.n(x)+b

Fidelité
Variance | Variance
) ) Ecartype Ecartype de N
intra- inter- Ecartype o CVv CV Fidélité
) _ de la ) la fidélité ) o
Série Série ~|Intersérie| | Répétabilité | intermédiaire
répétabilité intermédiaire

o'w,j o’B,j

0,043 0,010 0,207 0,102 0,231 1,279 1,425
0,025 0,011 0,159 0,103 0,189 0,877 1,043
0,086 0,000 0,293 0,000 0,293 1,454 1,454
0,037 0,016 0,192 0,127 0,230 0,868 1,040
0,097 0,028 0,312 0,167 0,354 1,296 1,469
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5.7. Exactitude

A partir des concentrations prédites, on peut calculer ’exactitude relative par rapport a la

concentration introduite. Les tableaux ci-dessous résument les résultats obtenus avec la fonction

Iny =aln(x) +b :

Tableau XLVIII. Résultats du calcul de I’exactitude relative pour le Miconazole en utilisant

la fonction Lny = aL.n(x)+b

NIVEAUX | Rep Exactitude relative ijk
1 480,206 479,272 486,822
1 2 483,632 485,213 489,423
3 467,124 481,820 474,689
1 524,511 531,347 532,481
2 2 531,061 541,450 534,652
3 531,350 540,098 534,677
1 564,130 568,480 575,026
3 2 580,625 582,228 578,832
3 587,438 587,462 585,268
1 631,076 618,566 622,617
4 2 631,063 627,298 630,855
3 631,514 614,456 635,673
1 655,021 671,186 663,261
5 2 644,092 658,924 677,491
3 652,144 661,317 646,139
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5.8. Erreur totale et intervalle de tolérance

Nous avons calculé 1’erreur totale absolue et relative pour chaque niveau de concentration

et les résultats sont résumés dans les tableaux suivants :

Tableau XLIX. Calcul de I’erreur totale pour chaque niveau de concentration des standards
de validation du Miconazole en utilisant la fonction Lny = aLn(x)+b

Niveau Erreur Absolue Erreur Relative
1 0,251 1,550
2 0,390 2,146
3 0,511 2,534
4 0,592 2,673
5 0,401 1,664

Tableau L. Intervalle de Tolérance du Miconazole en utilisant la fonction Lny = aL.n(x)+b

. . LTS
Moy Intro| R B v Qt Biais Relatifs |CV FI | LTI L y

2,850
1 16,20 0,242 (0,848 |6,440|1,94318028 -0,125 1,425 |-3,100

2 18,17 0,414 0,794 |5,657 | 2,01504837 1,103 1,043 |-1,176 | 3,382

3 20,18 0,000 |1,000|7,714|1,89457861 1,079 1,454 |-1,825 3,984

4 22,16 0,436 0,789 |5,574|2,01504837 1,633 1,040 |-0,642 3,907

5 24,10 0,285|0,832|6,225|1,94318028 0,195 1,469 |-2,879 3,270
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6. Profils d’exactitude

Apreés le calcul des criteres de validation on collecte toutes les données obtenues pour tracer
le profil d’exactitude qui réunit le biais relatif, les deux bornes de ’intervalle de tolérance et
celles de I’intervalle d’acceptabilité, dans une courbe qui donne 1’exactitude (%) en fonction

les niveaux de concentration introduites.

Les profils d’exactitude obtenus en utilisant la fonction choisis sont représentés ci-dessous :
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Profil d'exactitude y = ax+b
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Figure 21. Les différents profils d'exactitude obtenus
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7. Linéarité :

La linéarité est, dans un premier temps, évaluée par comparaison visuelle des
représentations graphiques des réponses instrumentales Y en fonction des concentrations
introduites X selon la fonction Y = f(X).

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 = 1,0193x-0,227

Tableau LI. Masses prédites en fonction des masses introduites

Serie 1 Serie 2 Serie 3
Niveau| Rep Quant intro | Quant Préd | Quant intro | Quant Préd | Quant intro | Quant Préd
1 16,03 16,05 15,98 16,08 16,28 16,29
1 2 16,09 16,17 16,35 16,38 16,49 16,46
3 16,05 15,69 16,03 16,17 16,48 16,02
1 18,00 18,04 18,02 18,27 18,01 18,26
2 2 18,05 18,25 18,12 18,59 18,26 18,43
3 18,29 18,35 18,36 18,64 18,42 18,49
1 20,00 19,91 20,03 20,04 20,03 20,25
3 2 20,33 20,52 20,05 20,45 20,14 20,41
3 20,41 20,76 20,38 20,72 20,24 20,64
1 22,07 22,65 22,12 22,23 22,13 22,41
4 2 22,03 22,63 22,35 22,58 22,19 22,69
3 22,06 22,66 22,20 22,13 22,33 22,89
1 24,00 24,02 24,04 24,48 24,06 24,30
5 2 24,06 23,69 24,10 24,12 24,11 24,77
3 24,10 23,96 24,17 24,21 24,27 23,83
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Dosage du Miconazole par HPLC - Linéarité

27
y=1,0193x - 0,227
25 R?=0,9916

23

21

Quantité Prédite

19

17

15
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Quantité Introduite en mg

Figure 22 : Courbe de linéarité obtenue avec la fonction y = ax + b

Tableau LI11. Paramétre de 1’équation de de régression de linéarité

Pente 1,0193

Ordonnée a I’origine -0,227
Erreur pente 0,01431019
Erreur ordonnée a 1’origine 0,29130528

Afin de s’assurer que la droite obtenue par la méthode des moindres
carré est linéaire, il est judicieux de vérifier la significative de la pente (Test Student), et
I’ajustement
du modéle (la vérification de 1’ajustement est effectuée par la comparaison des pentes
(méthode spécifique).

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau LIII. Résultats du traitement statistique de la linéarité

Comparaison de la t calculé 1,34594063 Différence non
pente avec 1 °(a ; 43) 2,0166922 significative
Condition tcalculé < t°(a ; 13)
Comparaison de t calculé 0,77911722 Différence non
I’ordonnée a °(a. ; 43) 2,0166922 significative
Porigine avec 0 Condition | tcalculé < t°(a ; 13)
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Discussion
1. Spécificité
a. Approche empirique :

Aprés analyses des différents chromatogrammes on déduit :

L’absence des pics aux temps de rétention du Miconazole dans les chromatogrammes obtenus
a partir des solutions du diluant et du blanc ;

Les pics aux temps de rétention correspondants au Miconazole obtenus sur les
chromatogrammes du SE et du SV d’un méme niveau de concentration sont comparables.

Par conséquent la sélectivité de la méthode proposée est prouvée et donc la spécificité est

acceptable.

b. Approche statistique :

Nous procédons a la comparaison des deux pentes et des deux ordonnées a I’origine.
e Comparaison des deux pentes :
t carcue = 0,000218041
t(0,05 ;21) lu sur la table de Student = 2,079613845.
t caicuts < 1°(0,05 ;21) donc les deux pentes se sont pas significativement différentes au risque a
= 5% considéré, ce qui explique une absence d’erreur systématique.

La discussion des résultats obtenus est résumée dans le tableau suivant :

Tableau LI1V. Signification des résultats des deux pentes et des deux ordonnées a 1’origines

entre elles
Pente Ordonnée a I’origine
t calculé 0,0002 8,52578E-06
t° (0,05, 21) 2,0796 2,079613845
Condition t calculé < t° (0,05, 21)
Conclusion Pentes comparables : absence | Ordonnées a  1’origine
d’effet matrice comparables :  absences
d’erreurs systématiques
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La spécificit¢é de la méthode est confirmée par l’absence d’effet matrice er d’erreurs
systématiques suite a la comparaison des deux pentes et des deux ordonnées a 1’origine.

On peut dire que statiquement la méthode est spécifique avec un risque de 5%.

2. Le choix de la fonction de réponse

D’aprés la figure 21 représentant les profils d’exactitude, nous sélectionnons 1’une des
fonctions d’étalonnage suivants :

e Régression linéaire avec une équation y = ax+b.

e Régression linéaire avec une équation y = ax.

e Fonction logarithmique népérien Iny = aln(x) +b.

e Fonction racine carrée Vy = a\x+b.

Le choix de cette fonction est basé sur I’étendue de I’intervalle de dosage et 1’étroitesse de
I’intervalle de tolérance, mais également a la simplicité de la fonction. De ce fait, on conclut
que la fonction y = ax + b remplit tous ces criteres, et nous optons pour son utilisation dans la

suite de 1’étude
3. Critéres de performance de la fonction de réponse choisie

L’estimation de la fidélité et de la justesse ne renseigne pas sur la qualité des résultats et ne
permet pas de prendre une décision sur la validité de la méthode mais elle est une étape
intermédiaire obligatoire pour pouvoir évaluer si la procédure analytique va vraisemblablement

pouvoir ou non quantifier avec une exactitude suffisante chacune des quantités inconnues.

3.1. Justesse

La justesse (ou le 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.

Les biais relatifs des différents niveaux sont inférieurs a 2.5 %, et I’accord entre la valeur de la
concentration moyenne prédite obtenue a partir des trois séries de validation et la valeur de la
moyenne des concentrations theéoriques considérée comme étant la valeur de référence est assez

étroit pour tous les niveaux, on dit que la méthode est juste.
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3.2. Fidélite

La fidélité de la méthode de dosage est exprimée par le coefficient de variation (% CV)

obtenu en effectuant le rapport entre 1’écart-type et la moyenne des réponses.

s1te s

méthode, observé a tous les niveaux de concentration en utilisant les modeles d’étalonnage cités
précédemment, sont inférieurs a 2.5 %. De ce fait les résultats conferent a la méthode une

bonne fidélité, c’est-a-dire que I’homogénéité des mesures de dosage faites par deux opérateurs

distincts est conforme et le dosage reste indépendant de 1’opérateur.

4. Criteres de décision sur la validité de la méthode

4.1. Erreur totale :

Selon les résultats de 1’erreur totale montrés dans le tableau LV, on juge que tous les niveaux

de concentration sont inclus dans I’intervalle d’acceptabilité.

4.2. Profil d’exactitude :

La vérification de 1’exactitude de la méthode est faite par rapport a un écart maximal pour
I’intervalle de dosage ou il est compris dans les limites d’acceptation fixées a priori 5%.
En se référant au profil d’exactitude ¢élucidé dans la figure 21, on considere que la méthode
mise au point dans ce présent travail est valide, car les limites de tolérance supérieure et
inférieure n’interceptent pas avec les limites d’acceptabilité supérieure et inférieure.
Cela signifie que la méthode est capable de produire une proportion de 95% des résultats
acceptables et seulement 5% des futures mesures d’échantillons inconnus peuvent étre en

dehors de ces limites.

Le domaine de validité de la méthode est donc compris entre les niveaux de
concentrations 80% et 120%.

4.3.Limite de quantification

Les limites de quantification sont obtenues en calculant la plus petite et la plus grande

concentration pour lesquelles les limites d’exactitude, c’est a dire les limites de 1’intervalle de
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tolérance attendu sont incluses dans la limite d’acceptabilité fixée a £ 5%. L’intervalle de

dosage est I’intervalle compris entre les limites inférieure et supérieure de quantification ou la

procédure analytique atteint I’exactitude souhaitée.
- Limite inférieure de quantification (LQ Inf.) (mg/ml) = 0,032
- Limite supérieure de quantification (LQ Sup) (mg/ml) = 0,048

Les limites de quantification supérieure et inférieure sont définies ce qui montre que la méthode

est validée. En effet, ’exactitude est validée dans les limites d’acceptation fixée a 5%, en

conséquence nous pourrons conclure que la méthode est validee.

4.4 Linéarité

La linéarité de la méthode est vérifiée a partir de cing niveaux de concentration (80%,
90%, 100%, 110%, 120%) avec trois répétitions indépendantes pour chaque niveau (n=
3).

La droite de régression linéaire est obtenue sous la forme y = 1,0193x-0,227 ou 1,0193
représente la pente de la droite, -0,227 I’ordonné a 1’origine, y représentant la
concertation prédite et x la concertation introduite en mg/ml.

Pour toutes les séries de validation, une droite de régression a été ajustée sur les
concentrations calculées par rapport aux concentrations introduites en appliquant le
modele de régression linéaire, pour lequel le coefficient de détermination R2 vaut 0,9916,
ce qui signifie que la variabilité totale de I’aire du pic est expliquée a 99,16% par la

variabilité de la concentration de 1’échantillon en solution.
La linéarité¢ de la droite : concentrations prédites = f (concentrations introduites)

est Confirmée par :
e Un coefficient de détermination acceptable Rz = 0,991 ;
e Une pente significativement différente de zéro donc il existe une relation
linéaire ;
e De plus elle est comparable a 1 au risque de 5% (a = 1,01) ;

e Une ordonnée a I’origine comparable a zéro au risque de 5% (b =-0,22).
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5. Syntheése des résultats

La spécificité, la linéarité et I’exactitude de la méthode de dosage du Miconazole dans le
gel a 2% par Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC) mise au point dans le
présent travail sont démontrés dans ’intervalle de dosage [0,032 ; 0,048] mg/ml avec une
probabilité de confiance de 95 % dans les limites d’acceptation définies £5 %. Cela dit, 95%
des futurs résultats fournis par la méthode analytique développée se situeront dans les limites

d’acceptabilité et les limites de dosage.

La méthode s’est révélée concluante et valide avec les critéres d’acceptation prédéfinis sur

I’intervalle décrit.
L’utilisation de I’'HPLC avec une détection dans le domaine de 1’Ultraviolet comme

méthode de dosage a permis d’obtenir des résultats exacts, précis et spécifiques (méthode

séparative).
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CONCLUSION

De nos jours, la validation des procédures analytiques est indispensable dans différents
domaines qui générent des résultats de mesures. Elle figure parmi les mesures reconnues a
I'échelle mondiale, comme faisant inévitablement partie d une structure exhaustive d’assurance

qualité.

Pourtant, bien que ce principe soit devenu substantiel a la gestion de la qualité au sein de
I'industrie pharmaceutique, son application pratique n’est pas toujours facile.
Les résultats issus des méthodes d’analyse jouent un réle primordial dans différents domaines,
en réponse aux décisions qui sont prises sur leur base, telles que la détermination de la qualité

des spécialités pharmaceutiques.

L’objectif de notre étude a été de mettre au point et de valider une méthode de dosage du
miconazole dans le gel a 2%, et ce par chromatographie liquide a haute performance en utilisant
le profil d’exactitude comme outil de décision.

En premier lieu, nous avons effectué un plan d’étalonnage pour générer un modele d’étalonnage
pour chaque série qui permet de relier la réponse analytique (la surface du pic) a la concentration

introduite.

En deuxieme lieu nous avons réalisé un plan de validation pour pouvoir estimer le biais et

la fidélité de la méthode.

En troisiéme lieu, 1’établissement des intervalles de tolérance appari¢ a des limites
d’acceptation nous permet de tracer le profil d’exactitude. Le profil d’exactitude tracé a 1’issue
de ce travail caractérisant la validit¢ de la méthode dans I’intervalle de concentration étudié
[0,032 ; 0,048] mg/ml, avec une proportion =95% de mesures dans les limites d’acceptations
(£5%).

Nous convenons donc que les résultats obtenus dans cette étude ont répondu a toutes les
exigences et performances spécifiques élaborées dans cette approche harmonisée ; ce qui atteste
de la validité de la méthode utilisée et de son aptitude a étre appliquée en routine par les
laboratoires de contréle qualité pour le dosage du miconazole dans le gel a 2%.
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Apres avoir réalis€ ce mémoire de fin d’étude, nous pouvons envisager des perspectives
potentielles de recherches car les résultats présentés dans le cadre de ce travail sont une petite
partie de ce qui pourrait étre fait dans le cadre de I'évaluation de la fiabilité des résultats obtenus
par des méthodes analytiques. Il faut savoir que la validation de la méthode est le socle d’un
systéme d’assurance qualité intégral. Néanmoins, il existe plusieurs autres questions qui n'ont
pas été traitées et qui pourraient sans aucun doute faire I'objet de recherches futures, dont on

cite I’étude de la Robustesse et de la Stabilité des solutions afin de compléter notre travail.

Ces travaux pourraient avoir une finalit¢é commune qui est d’améliorer la confiance entre le
consommateur et les acteurs économiques concernant les principales décisions prises a l'aide

des méthodes analytiques.
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ANNEXE | : MONOGRAPHIE DU MICONAZOLE

Miconazolum
Cl
e
)
H ¥ /
‘ and enanliomer
ﬂ/\okﬁ
~ \‘ " 3 N -
' -~ ' "~ .
C C \\ Vi
—N
C18H14CIl4N20 Mr 416.1
[22916-47-8]
1. Definition

1-[(2RS)-2-(2,4-Dichlorophenyl)-2-[[(2,4-dichlorophenyl)methyl]oxy]ethyl]-1H-imidazole.

Teneur: 99,0 pour cent a 101,0 pour cent (substance seche).

2. Caractéristiques

Aspect : poudre blanche ou presque blanche.

Solubilité : tres 1égerement soluble dans I'eau, librement soluble dans le méthanol, soluble dans
I'éthanol (96 pour cent).

Il présente un polymorphisme.

3. Identification

Premiere identification : A, B.

Deuxieme identification : C, D.

A. Point de fusion : 83 °C a 87 °C.

B. Spectrophotométrie d'absorption infrarouge.

Comparaison : miconazole CRS.

C. Point de fusion.

Détermination A : déterminer le point de fusion de la substance a examiner.

Résultat A : 83 °C a 87 °C.
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Détermination B : mélanger a parts égales la substance a examiner et le miconazole CRS, et
déterminer le point de fusion du mélange.

Résultat B : la différence absolue entre le point de fusion du mélange et la valeur obtenue lors
de la détermination A n'est pas supérieure a 2 °C.

D. A 30 mg dans un creuset en porcelaine, ajouter 0,3 g de carbonate de sodium anhydre R.
Chauffez a feu nu pendant 10 minutes.

Laissez refroidir. Récupérer le résidu avec 5 mL d'acide nitrique dilué R et filtrer.

A 1 mL du filtrat, ajouter 1 mL d'eau R. La solution donne la réaction (a) des chlorures.

4, Tests

Solution S : Dissoudre 0.1 g dans du méthanol R et diluer a 10 mL avec le méme solvant.

Aspect de la solution : La solution S est transparente et n'est pas plus intensément colorée que
la solution de référence Y®6.

Rotation optique: - 0,10° a + 0,10°, déterminée sur la solution S.
Substances apparentées : Chromatographie en phase liquide.

Solution d'essai : A 0,100 g de la substance a examiner, ajouter 3,0 ml d'acétonitrile R et 3,2 ml
de méthanol R et agiter jusqu'a dissolution compléte. Diluer ensuite a 10,0 ml avec une solution
de 15.8 g/L d'acétate d'ammonium R.

Solution de référence (a): Dissoudre 2,5 mg de miconazole CRS et 2,5 mg de nitrate
d'éconazole CRS dans la phase mobile et diluer a 100 mL avec la phase mobile.

Solution de référence (b) : Diluer 1.0mL de la solution de test a 100.0 mL avec la phase mobile.
Diluer 5.0 mL de cette solution a 20.0 mL avec la phase mobile.

Colonne
-taille: 1=0,10m, @ =4,6mm ;

- phase stationnaire : gel de silice octadecylsilyl coiffé en bout pour la chromatographie R
(3um).

Phase mobile : dissoudre 6,0 g d'acétate d'ammonium R dans un mélange de 300 mL
d'acétonitrile pour la chromatographie R, 320mL de méthanol R1 et 380 mL d'eau pour
chromatographie R.

Débit : 2 mL/min.

Détection : spectrophotomeétre a 235 nm.

Equilibration : avec la phase mobile pendant environ 30 min.
Injection : 10 pL

Temps d'exécution : 1,2 fois le temps de rétention du miconazole.
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Temps de rétention : éconazole = environ 10 min ; miconazole = environ 20 min.
Adaptation au systéeme : solution de référence (a) :

- résolution : minimum 10 entre les pics dus a I'éconazole et au miconazole ; si nécessaire,
ajuster la composition de la phase mobile.

Limites :
- impuretés A, B, C, D, E, F, G : pour chaque impureté, pas plus que l'aire du pic principal dans
le chromatogramme obtenu avec la solution de référence (b) (0,25 pour cent) ;

- total : pas plus de deux fois la surface du pic principal dans le chromatogramme obtenu avec
la solution de référence (b) (0,5 pour cent) ;

- limite de non-respect : 0,2 fois la surface du pic principal du chromatogramme obtenu avec la
solution de référence (b) (0,05 pour cent).

Perte a la dessiccation : 0,5 pour cent au maximum, déterminé sur 1.000 g par séchage sous
vide a 60 °C pendant 4 h.

Cendres sulfatées : 0,1 pour cent au maximum, déterminé sur 1,0 g.

5. Essai

Dissoudre 0,300 g dans 50 ml d'un mélange de 1 volume de d'acide acétique anhydre R et de 7
volumes de méthyl éthyl cétone R.

En utilisant 0,2 mL de solution de naphtolbenzéine R en tant qu'indicateur, titrer avec de I'acide
perchlorique 0,1 M jusqu'a ce que la couleur passe du jaune orangeé au vert.

1 mL d'acide perchlorique 0.1 M est équivalent a 41.61 mg de C18H14CI4N20.

6. Stockage

A l'abri de la lumiére.

7. Impuretes

Impuretes spécifiées : A, B,C,D, E, F, G.

Autres impuretés detectables (les substances suivantes seraient, si elles sont présentes a un
niveau suffisant, détectées par I'un ou l'autre des tests de la monographie. Elles sont limitées
par le critere d'acceptation général pour les impuretés autres/non spécifiées et/ou par la

monographie générale Substances a usage pharmaceutique (2034).

Il n'est donc pas nécessaire d'identifier ces impuretés pour la démonstration de la conformité.
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cl

Cl—,
-\ /

and enantiomer
HO
- N B
/
L
A. (1RS)-1-(2,4-dichlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-yl)ethan-1-ol,

% Chah:

L

B. 1-[(2RS)-2-[[(4-chlorophenyl) methyl]oxy]-2-(2,4-dichlorophenyl)ethyl]-1H-
imidazole (econazole),

and enantiomer

Cl

o~
H, .
S g
cl” cl N

and enantiomer

C. (2RS)-2-(2,4-dichlorophenyl)-2-[[(2,4-dichlorophenyl) methylJoxy]ethan-1-amine,

Cl
—

o N
4 and enantiomear
A /\O)\

S N
b K—_ '47

D. 1-[(2RS)-2-(2,4-dichlorophenyl)-2-[[(2,6-dichlorophenyl)methyl]oxy]ethyl]-1H-imidazole
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(isoconazole),
Cl

)
Cl— )
n,
~
@[ O>\' and enanliomer
o Gl ¥
(A

N'-
>‘-cog
HC” Ly,

D. 2-[1-[(2RS)-2-(2,4-dichlorophenyl)-2-[[(2,4-dichlorophenyl)methyl]oxy]ethyl]-1H-
imidazol-3-ium-3-yl]-2-methylpropanoate,

Cl

/
Cl— )
H\Q
@\O& and enanliomer
- N
Cl Cl (_ )
\_ /&

N\
co;
HaC %ﬂ .

CHs

E. 2-[1-[(2RS)-2-(2,4-dichlorophenyl)-2-[[(2,4-dichlorophenyl)methyl]oxy]ethyl]-1H-
imidazol-3-ium-3-yl]-2-methylpropanoate,

Cl

<)
A
qﬂo/\

-~ \,—‘ N\
2 kf L 7
Cl —N

F. 1-[(2RS)-2-(2,4-dichlorophenyl)-2-[[(3,4-dichlorophenyl)methyl]oxy]ethyl]-1H-

imidazole,

and enantiomer
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C.YTO 3
\/l cl &

B

G. 1-[(2RS)-2-(2,4-dichlorophenyl)-2-[[(2,5-dichlorophenyl)methyl]oxy]ethyl]-1H-
imidazole,

Ok ™

\\//

H. 1-[(2RS)-2-(benzyloxy)-2-(2,4-dichlorophenyl)ethyl]-1Himidazole,

C
I ﬁ

I. 1-[(2RS)-2-[[(2-chlorophenyl)methyl]oxy]-2-(2,4-dichlorophenyl)ethyl]-1H-imidazole.

and enantiomer

and enantiomer

and enantiomar
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Annexe Il : Chromatographie

1. Introduction

La chromatographie permet la séparation ou la purification d'un ou de plusieurs

composés d'un mélange en vue de leur identification et de leur quantification.

La Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC) est principalement
employeée dans le domaine de la chimie analytiqgue comme outil scientifique majeur et, elle a
permis de réaliser des analyses qui n'étaient auparavant pas possible avec les techniques sur

couche mince ou en phase gazeuse.

A l'origine la chromatographie en phase liquide se faisait sur des colonnes en verre.
Leliquide traversait la phase stationnaire par gravité ou sous faible pression. Puis pour
augmenter le débit, des manipulations ont été realisées sous pression plus forte. C'est ce que
I'on a appelé la chromatographie liquide sous haute pression (HPLC). Trés rapidement le P
de pression est devenu le P de performance lorsque I'on a optimisé la technique (diminution

de la taille de particules de la phase stationnaire, régularité de cette phase...) [31].

2. Principe

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange
est introduit dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne

chromatographique.

La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le systéme

chromatographique.

Le melange a analyser est injecté puis transporté au travers du systeme
chromatographique. Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre

la phase mobile et la phase stationnaire.

En sortie de colonne grace a un détecteur approprié les différents solutés sont

caractérisés par un pic. L'ensemble des pics enregistrés sont appelé chromatogramme.
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ERITEIR O
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Figure 23. Principe de I’HPLC.

3. Appareillage :

Une installation HPLC comporte divers modules : un réservoir a solvant contenant la
phase mobile, un systétme de pompage permettant d’effectuer des élutions graduées, un

injecteur, une colonne, un détecteur et un systéme d’acquisition des données.

Ces modules sont reliés entre eux par 1’intermédiaire de canalisations de tres faible
diamétre interne (0.1mm) pour permettre 1’écoulement de la phase mobile. Elles peuvent étre

en acier.

Systeme
d'intégration et
dicateur de d'impression
pression et débit

Reésevoir de solvant

Figure 24. Schéma des principaux modules d’une chaine HPLC [31]
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3.1. Réservoir de la phase mobile (éluant)

C’est un flacon en verre ou acier inoxydable d’un volume de 0.5 a 2L dans lequel
plonge un tube avec une extrémité filtrante (éliminer les poussiéres), il est parfois muni d’un

systeme de dégazage (barbotage de gaz inerte) [31].

3.2. Pompe

Elle délivre en continu la phase mobile. Elle est définie par la pression qu'elle permet
d'atteindre dans la colonne, son débit, et la stabilité du flux. Actuellement les parameétres

d’une pompe sont :

. Débit : 0,01 &4 10 ml/min

. Stabilité < 1% (<0,2% pour des chromatographies d'exclusion diffusion)

. Pression maximale > 350 bars

Certaines sont pilotées par informatique (bien utile lors de l'utilisation de gradient d'élution
[31].

3.3. Injecteur

Le type d'injecteur le plus couramment utilisé comporte une vanne a boucle
d'échantillonnage d'une capacité fixe (10, 20, 50 pl..). Cette boucle permet d'introduire

I'¢chantillon sans modifier la pression dans la colonne.

Elle posséde deux positions : la premiére permet le remplissage (chargement) de la
boucle d'injection de volume fixe, la seconde permet la mise en circulation (injection) de

I'échantillon dans le systéme chromatographique.

Le remplissage de la boucle d'injection se fait a I'aide d'une seringue [31].

3.4. Colonne

En mode analytique, les colonnes en inox ont généralement un diameétre interne de
4,6mm. La longueur est de 5, 10, 15, ou 25cm. Le remplissage (en silice, silice greffée ou
particules polymériques) a une granulométrie de 3, 5, ou 10um. Le diametre interne d'une
colonne est usuellement de 4 ou 4,6 mm. Si des substances pures doivent étre collectées en

fin de chromatogramme des colonnes de gros diametre seront nécessaires [31].
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Figure 25 : Colonnes d’appareil d’HPLC [31]

3.5. Détecteurs

Le détecteur suit en continu I'apparition des solutés. Pour détecter, on utilise différents

phénomeénes physico-chimiques. Le signal obtenu est enregistré en fonction du temps.

Le détecteur le plus utilisé en HPLC est un spectrophotomeétre d'absorption UV-

visible(190- 600 nm) relié a la sortie de colonne.

Il existe d'autres détecteurs :

= Réfractometre différentiel.
= UV abarrette de diodes.
= Electrochimique.
= Fluorimétrique...

Ainsi que différents types de couplage :
= Spectrométrie infrarouge.
= Spectrométrie de masse.

= Résonance Magnétique Nucleaire... [31].
3.6. Intégrateur

Il s’agit d’un petit ordinateur qui récupére les données issues du détecteur, trace les

chromatogrammes et intégre la surface des pics.

La chromatographie est une méthode de séparation utilisée en vue d'un dosage.
Une intégration consiste a mesurer la surface sous un pic mais avant tout chercher a séparer

correctement les pics avant de les intégrer.
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La détection d'un pic chromatographique par l'intégrateur, dépend de deux parametres :
. La largeur attendue des pics.
. Le seuil d'intégration (sensibilité).

La largeur de pic est a peu pres prévisible en fonctions de la technique d'analyse et
des conditions opératoires. Elle détermine la fréquence d'échantillonnage du signal. Le pic
est alors decoupé en tranches. Le seuil d'intégration est la valeur du signal a partir de laquelle

le calculateur repere un début de pic [31].

4. Application de la chromatographie liquide haute

performance a I’analyse

Les applications sont innombrables. La méthode permet de séparer des composés de
masses molaires variables (de100 a200), de nature chimique différentes et méme des isomeres.

L°HPLC est un trés bon complément de la chromatographie en phase gazeuse pour :

- Les substances peu volatiles : molécules de masse molaire >300 ;
- Substances thermolabiles : comme le médicament issu de la biotechnologie ou les
composés d’origine biologique ;
- Les substances ionisées.
L’HPLC couvre tous les domaines d’application. Citons dans les domaines de I’agro-

alimentaire et de la pharmacie [31].

4.1. Analyse des chromatogrammes

Un chromatogramme est un diagramme montrant 1’évolution du signal du détecteur
(proportionnel a la concentration en soluté) en fonction du temps d’élution (plus rarement i

volume d’¢lution).
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o A
Valeur de ~
détection

: y - : : p f=mos

Figure 26.Chromatogramme.

- to: est le temps du début de I’injection [31] ;

- tm: temps mort ; temps mis par un composé non retenu par la phase stationnaire
pour traverser la colonne (temps passé dans la phase mobile) ;

- tr: temps de rétention; temps mis par un 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 données. La
surface du pic est en fonction de la quantité du constituant dont il est la trace ;

- t.. temps de rétention réduit ; temps passé par un soluté dans la phase stationnaire, soit :

t'= tr—tm
- w1/2: la largeur du pic ; mesurée a mi-hauteur : exprimée en unité de temps ;
- La largeur du pic a la base exprimée en unité de temps : déterminée par
I’intersection des tangentes au point d’inflexion a la courbe gaussienne et de la ligne
de base ;
- h: la hauteur du pic ;
- Ecart type relatif des aires du pic :
o= %Z(}’i —y')2
Avec :
yi est I’air du pic pour I’injection i donné par I’intégration du pic.
Y-=1/16 (y1+y2+...+ys) la moyenne des aires du pic.
On peut calculer 1’écart type relatif en pourcentage :
% RSD = 1006/Y
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4.2. Analyse qualitative

- Coefficient de partage K : (dans le cas de chromatographie de partage)
A un instant donné, le soluté est a la concentration Cm dans la phase mobile et Cs dans la phase

stationnaire. Leur rapport a I’équilibre est appelé coefficient de partage K :

__ Cs

cm

Ce coefficient est en fonction de trois types d’affinité :
- Celle entre le soluté et la phase mobile ;
- Celle entre le soluté et la phase stationnaire ;
- Celle entre les phases mobile et stationnaire [31].
- Le facteur de capacité K’ (ou facteur de rétention)
C’est le rapport entre la quantité du soluté dans la phase stationnaire et la quantité de soluté

dans la phase mobile.

s Cs X Vs - Kx Vs
cmXxXVm Vm

V;s: volume de la phase stationnaire
Vm: volume de la phase mobile ou volume mort
K': est aussi déterminé expérimentalement par le rapport de temps de rétention réduit sur
le temps mort :
K =4=tm

tm

4.3. Notion d’efficacité ou performances d’une colonne

La largeur d’un pic est caractéristique de I’efficacité de la séparation : plus le pic est fin plus
la chromatographie est efficace. L’efficacité est exprimée par :

e Le nombre de plateaux théoriques Nth : contenus dans la colonne
(nombre des opérations que subit le soluté pour traverser la colonne
chromatographique). Plus N est grande plus la colonne est efficace elle est
traduite par la finesse des pics obtenus. Sa détermination est réalisée pour

chaque composé par la relation suivante :

Nth=5.54(—"-)2 = 16(-)?

tr
wil/2
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tr : temps de rétention ; m1/2:largeurdupicami-hauteur;  : largeur du pic a la base;

Remarque :
Nth est tres utilisé en HPLC. Pourtant il serait plus judicieux d'utiliser Neff (nombre de plateaux

effectifs) puisqu'il dépend vraiment du temps passé dans la phase stationnaire.

Neff :5.54(%)2

Expérimentalement il est difficile a déterminer d'ou I'utilisation de Nth.
o La hauteur équivalente a un plateau théorique : HEPT, qui est définit comme :

HEPT = —
Nth

&
Waleur de
détection

Ftemps

L : Longueur de la colonne

Nth : Nombre de plateaux théoriques

4.4.Qualité de la séparation :

La séparation entre les pics chromatographiques se base sur plusieurs criteres :

e La sélectivité(a) : entre 2 pics A et B, elle mesure la capacité de la colonne a séparer
les maximums des pics. Plus elle est supérieure a 1, plus les temps de rétention sont
éloignés.

Elle est définie comme le rapport des temps de rétention réduits.

_tirB

tirA

En pratique a toujours 2 1 car on choisit t'rs > t'ra

a =1 pas de séparation
a >1 separation plus facile que & augmente
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« est toujours supérieur 1 car on choisit (t's> t'ra). Par convention, on choisit toujours
les pics pour que I’on ait un « supérieur a 1.

e Larésolution (R)

Elle quantifie la qualité de la séparation en caractérisant le fait qu'il y’ai ou non
chevauchement de 2 pics contigus.

_ (t'rB-t'ra)

R= (WOB+WO0A)

R<1 : mauvaise résolution ;

1<R <1,4 : résolution acceptable

1,4<R <1,6 : résolution optimale

R>1,6 : résolution trop bonne car le temps d'analyse est rallongé.

4.5. Notion de pression :

A l'intérieur d'une colonne la phase mobile frotte sur les parois de la colonne
mais aussi sur les particules de phase stationnaire. Ces frottements définissent la
résistance a I'écoulement.

Les particules de phase stationnaire sont sphériques. Si I'on divise leur diametre
par 10, on diminue leur surface d'un facteur 100 et leur volume d'un facteur 1000. On
peut donc placer dans la colonne 1000 fois plus de particules et donc augmenté de 10
fois la surface en contact avec la phase mobile. La résistance a I'écoulement est donc
augmentée.

En conséquence, pour maintenir le débit constant dans la colonne il faut augmenter la

pression plus la granulométrie de la phase stationnaire est faible.

En HPLC on travaille, en téte de colonne, a des pressions entre 20 et 150 bars.
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Chromatogrammes
;.
Serie 01
Miconazole SEI 80% 001.lcd Miconazole SE1 80% 001.led
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Chromatogrammes
chona.zole SE1 ll(‘]% 001.led ) M1conalzole SE1 110% 001.lcd
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Chromatogrammes
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Annexe 111 Chromatogrammes
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Annexe |11

Chromatogrammes
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Chromatogrammes
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Annexe IV TABLE DE STUDENT

Table de la loi de Student

Probabilité o d'étre dépassée en valeur absolue : P (-t<T<t)=1-d.

Ou:P(T<-t)=0/2=P(T>t)

2
o 1-a o
-1 I +1
0
¥

& 0.25 0.20 0.1 Q.10 0.05 0.025 0010 0003 00023 0000 0.00035
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a0 0672 0O.E46 1.043 1.203 1.664 1090 2.374 2630 2EBT 3.195 3.416
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120 0677 0.E45 1.041 1.280 1.658 1.020 2.3582 2617 2 EE0 3.160 3.372
oo 0.674 0.842 1.036 1.282 1.645 1.9a0 2.326 2,576 2.807 3.090 3.201
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Résumé

La validation des méthodes analytiques est une étape basique pour les laboratoires
pharmaceutiques pour se soumettre aux exigences réglementaires au cours de la réalisation d'un
dossier d'autorisation de mise sur le marché.

Le but du present travail est de mettre au point et de valider une méthode de dosage du
miconazole dans le gel a 2% par chromatographie liquide a haute performance en utilisant le
profil d’exactitude comme outil de décision de validation.

Dans un premier temps, on a abordé dans 1’étude bibliographique les caractéristiques et les
spécificités du principe actif étudié (miconazole) et puis on a mis en lumiere I’approche adoptée
au cours de la validation de la méthode d’analyse.

Dans la partie pratique, on a été capable d’établir que la technique développée s’est avérée
spécifique, linéaire, sensible et exacte dans I’intervalle [0,032 ; 0,048] mg/ml, avec un risque
d’avoir au maximum 5% des mesures en dehors des limites d’acceptations fixées a [-5% ; +5%].

Cela atteste donc de la validité de la méthode utilisée et son aptitude a étre appliquée en
routine par les laboratoires de contréle qualité pour le dosage du miconazole dans le gel a 2%.

Mots clés : Miconazole, validation analytique, SFSTP, profil d’exactitude, HPLC.

Abstract

Validation of analytical methods is a basic step for pharmaceutical laboratories to
comply with regulatory requirements during the completion of a marketing authorization
dossier.

The aim of the present work is to develop and validate a method for the determination
of miconazole in 2% gel by high performance liquid chromatography using the accuracy
profile as a validation decision tool.

In the first part, the characteristics and specificities of the studied active ingredient
(miconazole) were discussed in the bibliographic study and then the approach adopted
during the validation of the analytical method was highlighted.

In the practical part, we were able to establish that the developed technique proved to be
specific, linear, sensitive and accurate in the interval [0.032; 0.048] mg/ml, with a risk of
having at most 5% of the measurements outside the limits of acceptances fixed at [-5%;
+5%).

This attests to the validity of the method used and its suitability for routine application
by quality control laboratories for the determination of miconazole in the 2% gel.

Key words: Miconazole, analytical validation, SFSTP, accuracy profile, HPLC.









