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INTRODUCTION



I ntroduction

Le paracétamol est un antalgique et antipyrétidilis@&ien premiere intention dans la prise en

charge de la douleur et de la fievre.

En pharmacie, il est délivré sans ordonnance, céagude lui 'un des médicaments les plus

consommeés dans le monde.

Cet usage majoré n’'est cependant pas sans daegguj cend son dosage dans les milieux
biologiques notamment dans les urines par des méshbioanalytiques, de plus en plus

intéressant.

La bioanalyse occupe actuellement une place imprtdans le domaine de la chimie
analytique que ce soit pour le dosage des médidandams les milieux biologiques en vue

des suivis thérapeutiques, ou pour I'analyse deoutds biologiques.

Des méthodes de bioanalyse ont été développéanéiorees ces derniéres décennies en
tenant compte de la particularité des milieux kialoes, cependant, ces méthodes doivent
faire I'objet d’'une validation analytiquequi attessdit de leur fiabilité et de la reproductibilité

de leurs résultats avant leur utilisation en raatin

Le théme de notre mémoire porte sur la mise autpetina validation d’'une méthode
analytique qui va nous permettre de doser le ptaan# dans les urines par HPLC selon les
directives de la commission de la société francatks sciences et techniques
pharmaceutiques (SFSTP) suivant un protocole ddatedn harmonisé, publié dans la revue
STP Pharma pratique en janvier 2006 qui reposdesprofil d’exactitude comme outil de
décision.

Apres l'introduction générale, notre mémoire sarépen deux grandes parties :

v" Une partie bibliographique qui porte sur la littéra, divisée en trois chapitres :

- Chapitre | : Paracétamol ;

- Chapitre Il : Validation analytique ;

- Chapitre Il : Suivi thérapeutique et dosage bialog des médicaments.

v" Une partie pratique qui résume le protocole expénial, le matériel utilisé ainsi que
la méthode suivie pour la réalisation de notre &twd ce, au sein dulaboratoire de
chimie analytique du département de pharmacie dadalté de médecine de Tizi-

Ouzou.

)




Objectifs

L’Obijectif principal de notre étude est de mettuepaint et valider une méthode de dosage du

Paracétamol dans les urines par chromatographieléiga haute performance (HPLC) afin de
I'utiliser en routine.
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Chapitre | Paracétamol

Le paracétamol (oAcetaminophenest un antipyrétigue et un antalgique de palier 1
largement prescrit et utilisé en automédicatiorasers le monde en raison de son excellent
rapport bénéfice /risque et de son faible potemti@teractions médicamenteuses aux doses

usuelles [1,2].

C’est un analgésique non morphinique. lliediqué pour traiter les douleurs d’intensité
légere a modérée (de 1 a 3 sur une Echelle Visdelogique (EVA) de la douleur),

chroniques ou aigues [3].

Le paracétamol a été synthétisé pour la reniois parMorse en réduisant dpara-

nitrophénolen milieu acétique : c’est M-acétyl-paranitrophénol

Chimiquement, il s’agit delydroxy-l-acétamido-4-benzéfebrégé NAPAP) [4].

O
HO

Figure :1Structure chimique du paracétamol [4].

1. Historique

En 1878 Harmon Northrop Morsesynthétise une molécule appeleetylaminophénolCe
COmMposSEé reconnu pour ses vertus antipyrétiques aét dans le but de substitliécorce de
Cinchonatres utilisée a I'époque, et qui devenait rarehétre [4].

Cependant, ce n’est que dans les années 1970 qu@®ptbliés les premiers rapports sur ses
effets hépatotoxiques ainsi que les premiers cassutdosage grave suivis de déces.
Actuellement, le paracétamol s'impose comme chdflel@les antalgiques-antipyrétiques. Sa
consommation mondiale, tout d’abord concurrencéd @spirine, est largement supérieur de
nos jours du fait de ses faibles effets indésisableloses thérapeutiques et de son utilisation

possible tout au long de grossesse [5].

)
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2. Propriétés

2.1. Physicochimiques

2.1.1. Aspect

Le paracétamol est une poudre cristalline blanchesnsislement blanche, inodore et de

saveur amere [6].

2.1.2. Solubilité
Le paracétamol est assez soluble dans I'eau, fiaeiiesoluble dans I'alcool et trés peu soluble

dans le chlorure de méthylene [6].

Tableau | : Propriétés physicochimiques du paracétamol [6].

DCI Paracétamol
Formule chimique brute dElodNO2
Nom chimique (IUPAC) N-(4-hydroxyphényl) acétamide
Masse molaire 151,2 g/mol
Point de fusion 168 — 172 °C
Teneur 99,0 % a101,0 %
Absorption dans l'ultra-violet (UV) maximum d’abrpbion a 2401m

2.2. Pharmacologiques
Le paracétamol est un antalgique de palier 1, delatassification établie par I'organisation
mondiale de la santé (OMS). Il posséde aussi dgwiptés antipyrétiques, mais contrairement

a l'aspirine, il est dépourvu d’activité anti-inftenatoire [5].

- Action antalgique

Le paracétamol est un composé lipophile faiblemehibiteur des cyclo-oxygénases qui
traverserait facilement la barriere hémato-encéghel Son effet serait di a une inhibition
préférentielle de la COX au niveau central, et plagiculierement d’'une isoforme de COX-1

dénommée COX-3, mais son existence reste discrifée |

)
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- Action antipyrétique

De nombreuses études cliniques ont confirmé cetteraantipyrétiqgue. Une des hypothéses
avancees pour expliquer ce mécanisme serait litndrb des cyclooxygénases, et plus
particulierement l'isoforme COX-2. En effet, 'augmtation de la concentration de la PGE2,
dans le fluide cérébrospinal, suite a un agentgame est diminuée lors de I'administration de
paracétamol.

Cette hypothése reste néanmoins controverségegtdance actuelle des études tend a montrer

un effet plutét hypothermisant qu’antipyrétique.[8]

2.3. Pharmacocinétiques

% Absorption

Par voie orale, le paracétamol est absorbé prileipent au niveau de lintestin gréle par
diffusion passive avec une bonne biodisponibilitdsine de 80 %. Néanmoins, sa vitesse
d’absorption est influencée par divers facteurgssiaelle peut étre ralentie si la vidange
gastrique est retardée notamment par le bol almrentou une prise concomitante de
médicaments ou en cas de régime alimentaire etadsegse. [9

+¢ Distribution

Le paracétamol se distribue rapidement et uniforerdrdans la plupart des tissus et liquides
et a un volume de distribution d’environ 0.9L/Kg.

Il traverse la barriére foeto-placentaire grace faikde masse moléculaire et passe dans le lait.
Toutefois, les quantités excrétées dans le laitistrieures a 2 % de la quantité ingéree, c’est
pour cela que le paracétamol n'est pas déconaeaib®durs de l'allaitement [10,11]

% Métabolisme

Le métabolisme du paracétamol a lieu principalemaat niveau du foie et dépend
essentiellement de la dose ingérée.

Chez l'adulte, aux doses thérapeutiques ; envig®® de la fraction administrée subit une
conjugaison par glucoronidation via I'UDP-glucortirgnsférase ( environ 40 a 67% ) et une
sulfatation via le SULT1Al et SULT1A3 ( environ 2046% ) générant des métabolites
hydrosolubles non toxiques excrétés dans les urinee proportion de 8 a 10 % sera quant a
elle oxydée par le cytochrome P450 notamment bisue CYP-2E1 et accessoirement les
isoformes CYP-1A2 et CYP-3A4 donnant lieu a unrimé&diaire électrophile hautement réactif
et tres toxique : le N-acétyl-p-benzo-quinone imiNAPQI) [12].

)



Chapitre | Paracétamol

% Elimination

Chez le sujet sain, 85 a 95% de la dose thérapeugst excrétée dans les urines dans les 24
heures suivant 'administration sous forme de naditds; et ce, selon différentes proportions.
En effet ; environ 55 % sera excrété sous formeotgugué glucoronide, 30 % sous forme de
conjugué sulfate, 4% sous forme d’acide mercapierigt enfin 4% sous forme de conjugué a
la cystéine.

Une infime fraction d’environ 4% sera quant a adkcrétée sous forme de paracétamol
inchangeé.

La demi-vie plasmatique chez ce sujet varie d&2% heures et la clairance corporelle totale
estde 4,5a5,5ml/kg/ min.

La demi-vie plasmatique est généralement normadz ¢bs patients atteints d'une maladie
hépatique chronique légere, mais elle est proloobée ceux atteints d'une maladie hépatique
décompensée. Cette variabilité est due au faitegqungtabolisme soit retardé lors des affections
hépatiques [10,13].

el

3) Distribution
UDP-glucuronyltransférase
SULT 1A1
2) Métabolisme
SULT 1A3 7
Cytochrome p450 2e1 \ 4) Excrétion biliaire et rénale

1) Absorption \ 55% Conjugué glucuronide

N

309% Conjugué sulfate

% 4% Acide mercapturique

Diffusion passive { 4% Forme inchangée

Figure 2 : Représentation schématique de la pharmacocindligparacetamol [14].
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2.4. Pharmacodynamiques

Malgré la caractérisation de la relation temps-eatr@ation, une concentration plasmatique en
un seul point fournit des informations limitées &urelation entre la concentration et |'effet.

C’est la concentration dans le compartiment déet'gflutét que dans le plasma qui est liée a
I'effet.

Bien que la concentration dans le compartiment'eféel puisse refléter la concentration

plasmatique, cette concentration dans le compantiaieffet est soumise a des délais ; la taille
de l'organisme ; et la concentration maximale dmpartiment d'effet est inférieure a la

concentration plasmatique maximale aprés une ddge [

3. Formes pharmaceutiques et voies d’administratio

3.1. Formes pharmaceutiques

Le paracétamol seul est disponible sous de nomésetmrmes galénigques : comprimé,
suppositoire, sirop, poudre, lyophilisat, solutinjectable, stick a avaler.

Il peut étre associé a d’autres substances méditanses, comme la caféine, la codéine et la

poudre d’opium [16].

3.2. Voies d’administration
Le paracétamol peut étre administré principalemant

- Voie orale qui est la plus courante des voiegldfinistration, car c’est la plus simple. Elle
reste donc la voie de premiere intention, maistrpas toujours possible notamment chez les
patients présentant des troubles de la déglutititas troubles de la conscience ou des
symptomes digestifs ;

- Voie intraveineuse qui permet méme d’adminigifautres traitements en méme temps mais

nécessite des patients avec un bon réseau veihBuksg|ue infectieux n’est pas négligeable ;

- Voie rectale qui est surtout utilisée en pétiamais récemment dans certaines études, elle
est remise en cause du fait de la labilité desemtnations plasmatique.
Il peut étre également administré par d’autres syraiemme la voie intra-nasale, la voie

sublinguale, la voie sous-cutanée et la voie intigculaire [17].
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4. Mécanisme d’action

Plusieurs mécanismes ont été évoques pour expligedon du paracétamol, antalgique de
palier | et antipyrétique. Les preuves actuelleguent une activité multisite dans le systéeme
nerveux central, impliquant [17,18] :

+ Inhibition de la synthese des prostaglandines

Le paracétamol agit en inhibant au niveau cerdrptdduction des prostaglandines, par le biais
d’'une action inhibitrice sur la prostaglandine Wathétase (PGHS) ; une enzyme responsable
du métabolisme de I'acide arachidonique en PGHahtes

La PGHS comprend deux sites : un site cyclooxygg@©X) et un site peroxydase (POX)
sur lequel agit le paracétamol comme un cosubstdaicteur [19].

+* Inhibition sélective de la COX-3

Le paracétamol inhibe les deux isoformes de lacegglygénase (COX) ; la COX-1 constitutive
et la COX-2 inductible. En 2002, une variante dpi$sage de la COX-1, la COX-1b (appelée
plus tard COX-3) a été clonée a partir du corteélw@l canin. Il a été démontré que la COX-
3 était sensible a l'inhibition par le paracétammuhbis sa signification chez I'homme est
incertaine [20].

% Une interaction avec les voies sérotoninergiques etnnabinoides

Les derniéres études redéfinissent le paracétaonuine un précurseur meétabolique a l'origine
d’un dérivé lipidique actif, nommé AM4044cide gras N-arachidonolphénolamine amjde
Le mécanisme alors mis en jeu montre que le paacd#t via 'AM404, activerait les
récepteurs TRPV1T¢ansit Recepter Potential Vanilloid-Icentraux et indirectement les
récepteurs cannabinoides CB-1, il en résulte kiion de I'absorption des cannabinoides
endogenesAnandamideVanilloid). Ceci renforce le mécanisme central d’atténuatieria

douleur via les voies descendantes sérotoninergiguaiveau spinal [4,21].

R ;
> I-DV/\N
"

Figure 3: AM404-un métabolite Figure 4: L'anandamide-un
du paracétamol [4]. cannabinoide [4].
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5. Posologie et indications thérapeutiques

5.1. Posologie

Adulte et enfant ayant plus de 50 kg : 500 a 1@@0maximum par prise, une a trois fois par

jour, sans dépasser 3 g par jour sans avis médical.

La dose maximale de 4 g par jour est a réserves l@ardouleurs séveres de I'adulte et sur avis
médical.

Enfant et nourrisson : 60 mg par kg par jour, artépen quatre prises, soit environ 15 mg par
kg toutes les six heures sans dépasser quatrs pasgour [16].

La posologie maximale est de 80 mg/kg/jour cheafdi®t de moins de 38 kg selon les

recommandations officielles francaises [14].

5.2. Indications thérapeutiques

Le paracétamol est I'antalgique de choix prescdt fes médecins généralistes pour le
traitement symptomatique des douleurs aigués oongjues, d'intensité légere a modérée
(céphalées, migraines, algies dentaires, arthrosebalgie aigué ou chronique, douleurs

postopératoires) et dans celui des états fébriles.

En cas de fievre ou de douleur chez I'enfant, tildevenu le traitement de premiére intention
[16].
L’Organisation Mondiale de la Santé recommanddiBation du paracétamol chez les enfants

ayant une fievre supérieure a 38,5°C [4].

6. Effets indésirables

De rare cas d’hypersensibilité immédiate allergigueparacétamol avec IDR et TAB positifs
et des troubles hématologiques voire neutropérigr@mnbopénie ont été observés [22].

Un surdosage aigu peut conduire a une hépatotéximire une nécrose hépatique irréversible,
néanmoins des effets indésirables hépatiques dantragiportés également a des doses
thérapeutiques [23].

7. Interactions médicamenteuses

L’effet des anticoagulants oraux plus particulieegtnla warfarine augmente en cas de leur
prise simultanée avec le paracétamol a 4g/j peradamtoins quatre jours ; de ce fait le contréle
rapproché de I'INR avec une adaptation posologéyemtuelle est tres important pour prévenir

le risque hémorragique [24].

)
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Le paracétamol pourrait fausser le dosage de Bagrijue sanguin par la méthode a I'acide

phosphotungstique ainsi que la glycémie par la au#lile la glucose oxydase-peroxydase [25].

L’association paracétamol - AINS est plus efficada douleur que le paracétamol seul, quellsojtie
sa voie d'administration, et elle réduit les beseimmorphine dans les suites d'interventionsrgiiales
[14].

8. Contre-indications

L’hypersensibilité au paracétamol et l'insuffisatépatocellulaire sévere (allongement de la desni vi

d’élimination) sont des contre-indications absojads

9. Toxicité

9.1. Dose toxique

Méme si lacétaminophene présente un bon praféclaiteé aux niveaux thérapeutiques, il peut prasoq
une toxicité hépatique grave s'il est pris en graiggantites [26].

9.2. Toxicocinétique

Le métabolisme se fait au niveau hépatique pauiginiciation et sulfuration ; en cas de surdosage, ¢
deux voies serorgaturées et une trés grande quantité d’acétammeest ensuite métabolisée par le
cytochrome P450 en NAPQI ; une substance toxiquesguéduite a son tour par le glutathion en
composés mercaptats et cystéines non toxiquesrg@rsuite excrétés par vois rénale.

Une surdose épuise les réserves de glutathiomeefiois gu’elles atteignent moins de 30 % de
la normale, les niveaux de NAPQI augmentent etiesg hux macromolécules hépatiques

provoguant une nécrose hépatique, ce phénomeireégstsible [26].

9.3. Intoxication aigue
L’intoxication aigue au paracétamol est due esskemnent soit a I'ingestion d’une dose unique
supérieure ou égale a 1g/kg pour l'adulte et 15@ggbur I'enfant, soit a I'ingestion d’une

dose unique supérieure a 4g avec un facteur deerisépatique [27]
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Tableau Il : Stades cliniques de I'intoxication aigue au pat@oét [28].

Stade | 0-24heures, stade pré lésionnel, pauci symptomatique
Stade Il 8-72heures, hépatite aigue toxique, altération biologiq
Stade Il Du troisieme au cinquiéme jour, paroxysme de liateshépatique,

insuffisance hépato cellulaire aigue, défaillanceghne

Stade IV De convalescence

9.4. Intoxication chronique
La toxicité chronique du paracétamol au niveau tigpa pour des doses thérapeutiques et
surtout supra-thérapeutique n’est pas totalemextiliéf cette toxicité reste sans doute trés

faible par rapport a la consommation généraliséeedwincipe actif [29].
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La validation d’'une méthode d’analyse est une étagiespensable, permettant de garantir

'obtention d’'un résultat aussi proche que possitdela valeur vraie de référence d'un
échantillon [30].

1. Généralités
1.1. Cycle de vie d’'une méthode analytique

Le protocole complet de validation peut se décompes 4 phases :

1. Une phase de sélection de la méthode d’analyspegmet de définir les objectifs et les
conditions opératoires initiales ;

2. Une phase de développement avec ou sans optonisar moyen de plans d’expériences
(optimisation robuste) ;

3. Une phase de validation globale avec des mateda référence connus ;

4. Une phase d’application en routine [31].
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Figure 5 : Cycle de vie d’'une méthode analytique [32].




Chapitre 1l Validation analytique

1.2. Aspect réglementaire et normatif de la validéan analytique
Les principaux référentiels du guide sont :
- Les documents I1SO :
* Les documents ISO 5725 (Afnor X06-041) : Applioatde la statistique — Exactitude
(justesse et fidélite) des résultats et méthodenatrire
* Les document ISO 17025 : 2005 Exigences génécalesernant la compétence des
laboratoires d'étalonnages et d'essais
- Les documents ICH (Q2A & Q2B) :
* ICH (Q2A): Text on validation of analytical proages: Definitions and terminology
* ICH (Q2B): Text on validation of analytical proagds: Methodology
- Les documents FDA (Guidance for Industry)
- La décision 2002/657/CEE (Sanco) de la Commissionpéenne
- Les documents des commissions SFSTP :
* Le document SFSTP (1992)
* Le document SFSTP (1997)
* Une nouvelle commission SFSTP a rédigé un nougeaie en 2003 et en 2006 afin
de pallier aux faiblesses des précédents guideasstrer une harmonisation des
démarches de la validation analytique :
- Partie | : généralités, parues dans STP Pharmigypeatn 2003 ;
- Partie Il : statistiques, parues dans STP Pharatagpe en 2006 ;
- Partie lll : exemples d’application parues dans FhBrma pratique en 2006.

- Les articles relatifs a la Conférence de Waslingl990)
- L’Eurachem crée en 1989, est un réseau d’orgassuropéen travaillant dans le domaine
de la chimie analytique. lls participent notammaria rédaction de guides concernant, les

dosages en chimie, ainsi que les bonnes pratigassulance qualité [32,33,34].

2. Validation

2.1. Définition

La validation analytigue admet différentes définitioselon les divers documents :

- FDA : valider c’est d’établir a I'évidence, avee degré de confiance élevée et sous une forme
documentée, qu’un procédé déterminé permet d’abtenproduit (ou service) qui atteint des

spécifications définies a I'avance [35] ;
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- BPF : la validation c’est I'établissement de teyve, en conformité avec les principes de
bonne pratique de fabrication ; que la mise en escwwr I'utilisation de tout processus,
procédure, matériel, matiére premiere, article deditionnement ou produit, activité ou

systéme permet réellement d’atteindre les résudtatemptés [36] ;

- Pour la norme ISO 17025 : elle définit la validatcomme étant la confirmation par examen
et fourniture de preuves réelles que les exigepaesculierement d’'un usage projeté donné
sont remplis [37].

2.2. Objectif de la validation

La validation analytique a pour principal objecté# démontrer I'aptitude et la fiabilité d’'une
méthode vis-a-vis des exigences réglementairegratatives en vigueur.

Elle permet de garantir que chaque mesure quiéiatréalisée en routine est comprise dans
une limite d’acceptation appropriée au type de @iace analytique et au produit concerné. i
faut donc définir correctement a la fois les cands et le but dans lesquels la méthode sera
utilisée.

Les objectifs de la validation ne sont pas seuléd@btenir une estimation de la justesse, du
biais ou de la fidélité de la méthode, mais égatgnd&valuer le risque statistique lié a son
utilisation, qui peut étre exprimé par I'incertijide mesure associée au résultat [38].

2.3. Différents types de procédures analytiqueswvalider

- Procédure d’analyse quantitative : procédure aim® permettant de mesurer la quantité

d’analyte présente dans I'échantillon pour labadratp

- Procédure d’analyse de référence : procédurealys@ reconnue par des experts (exemple :
pharmacopée) ou prise comme référence par accoadles parties, qui donne, ou est supposée

donner, la valeur de référence acceptée de la guamtd 'analyse a mesure ;

- Procédure d’analyse alternative : procédure dymeautilisée par le laboratoire a la place
d'une procédure de référence. Elle permet d’analgsed’estimer, pour une catégorie de
produits donnée, la méme grandeur que celle quinesurée par la procédure de référence
correspondante. Une procédure d’analyse alternptué consister en une simplification de la

procédure de référence [33].
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2.4. Criteres de validation
La validation analytique d’'une méthode correspohétade de plusieurs criteres de validation,
on cite notamment :
- Spécificité/sélectivité ;
- Exactitude et justesse ;
- Fidélité ;
- Linéarité ;
- Limite de détection ;
- Limite de quantification ;
- Fonction de réponse ;
- Intervalle de dosage ;
- Intervalle de tolérance ;
- Intervalle d’acceptabilité ;
- Robustesse [33].

Tableau Il : Résumé des criteres de validation et type d’andB&je
Type de procédure Dosage Impuretés Identification | Dosage
bioanalyse
Caractéristique Quantitatif | Essais
limites
Justesse v v v
Fidélité v v v
Répétabilit
Fidélité v v v
Fidélité intermédiaire
Specificité v v v v
Sélectivité
Limite de détection v v v v
Limite de v v
guantification
Linéarite v v Fonction de
réponse
Intervalle de v v v
réponse
Robustesse v v v v
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2.4.1. Spécificité/sélectivité
La spécificité d’'une procédure analytique est spac#é a établir de maniére univoque

I'existence de la substance a analyser en préskgaees composants potentiellement présents
[33].
2.4.2. Exactitude et justesse

Tableau IV : Tableau comparatif de I'exactitude et justessens8IBSTP et ICH [40].

SFSTP 2003 ICH

Justesse L'exactitude (justesse) :

[¢2)

Etroitesse de I'accord entre la moyenne d'| L’exactitude (ou justesse) sera déterminé
nombre infini de valeurs mesurées repété¢ par comparaison d’'une valeur de

et une valeur de référence présents concentration théorique avec la valeur

: expérimentale. En général exprimée sous
Exactitude: P g P

. . forme de
a) Etroitesse de l'accord entre une valeur

, . % de recouvrement. Cette évaluation devra
mesurée et une valeur vraie du mesurande

étre confirmée sur 9 préparations minimum

b) Etroitesse de I'accord entre les valeurs (en général 3 préparations sur 3 niveaux)|en
mesurées qui sont attribuées au mesurant yecouvrant la gamme de validation.

2.4.3. Fidélité

Etroitesse de l'accord entre les valeurs mesutdesioes par des mesurages répétés du méme
objet ou d'objets similaires dans des conditiogsi$iges.

Selon les conditions prescrites, on distingue rél@étabilité, la fidélité intermédiaire (intra-

laboratoire) et la reproductibilité (inter-labora&) [32].

2.4.3.1. Répétabilité
C’est I'étroitesse de I'accord, entre les résulthessais indépendants obtenus avec la méme
meéthode, sur un méme échantillon homogéne, danéree laboratoire, par le méme opérateur

utilisant le méme matériel et dans un court intibevde temps [41].
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2.4.3.2. Fidélité intermédiaire

La fidélité intermédiaire (appelée reproductibilitdtra-laboratoire en microbiologie des
aliments) est estimée par la répétition des séaias,de pouvoir quantifier la contribution de
cette source d’erreur sur la variabilité totale Xmmaser les sources de variations dans un méme
laboratoire, dont différents techniciens, pour fier les répétitions). Le nombre minimal de
séries est de 3, quel que soit le nombre de nivétudiés [32].

2.4.3.3. Reproductibilité

La reproductibilité qui, a la différence de la rigi@lité, considéere les résultats obtenus avec
une méme méthode et sur un méme échantillon horapgeais dans des laboratoires différents
et par différents opérateurs utilisant différergaipements. Des études collaboratives (encore
appelées analyses inter-laboratoires ou circui@nalyses) permettent d’évaluer cette
reproductibilité. On donnera aussi parfois un sesgeint a cette notion de reproductibilité, en
considérant par exemple, dans un méme laborathifférents opérateurs utilisant le méme
matériel ... ou un méme opérateur qui exécute la n@rmab/se mais a des dates trés éloignées

les unes des autres [41].

Fidélité intermediaire Reproductibilité
(Intralaboratoire) (interlaboratoire)

Axe de la variabilité E

Figure 6 : Composantes croissantes de variabilité de répiéalie fidélité intermédiaire et
de reproductibilité [32].

Répétahilité

2.4.4. Fonction de réponse
La fonction de réponse d’'une procédure d’analyesduit a I'intérieur de l'intervalle de dosage,
la relation existante entre la réponse (signallaetoncentration (quantité) en substance a

examiner dans I'échantillon [42].
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2.4.5. Linéarité

Etablissement qu’il existe une relation linéairéreres quantités retrouvées (ou quantifiées)
dans des échantillons et leurs valeurs de référemcknéarité de la méthode ne doit pas étre
confondue avec la linéarité de la fonction de ré&eate I'appareillage de mesure qui caractérise
la seule réponse instrumentale lors de I'étalonmaggii n’est pas indispensable pour obtenir
une quantification exacte [40].

2.4.6. Limite de détection

Valeur mesurée, obtenue par une procédure opé&atoimnée, pour laguelle la probabilité de
déclarer faussement l'absence d'un constituant dansatériau esp, étant donnée la
probabilitéa de déclarer faussement sa présence. La notatigiisée dans cette définition
représente un risque d’erreur (dit de seconde e¥ymdce doit pas étre confondue avec la

proportionp de la définition de l'intervalle de tolérance [40]

2.4.7. Limites de quantification
Plus petite et/ou plus grande quantité de I'analgies un échantillon pouvant étre dosée dans
les conditions expérimentales décrites avec unetiexde définie. Elle correspond a la

concentration la plus petite et/ou la plus grande@maine de validité [33].

2.4.8. Profil d’exactitude

Le profil d’exactitude comme outil de décision & ééveloppé par une commission de la
SFSTP (SFSTP 2003 et 2006), pour pallier aux faflele des guides de validation précédents.
Il s’agit d’'une combinaison, sous une forme graphiqd’'un ou plusieurs intervalles de
tolérance d’espérandg calculés a différents niveaux de concentratiod’eh ou plusieurs
intervalles d’acceptabilité [40].

2.4.9. Intervalle de dosage

L’intervalle de dosage d’'une procédure d’analyddaségion entre les niveaux supérieur et
inférieur (ces valeurs incluses) pour laquelle été démontré que la procédure est appropriée
guant a son exactitude (justesse + fidélité) dingarité, en utilisant la méthode décrite [43].

2.4.10. Intervalle de tolérance
Intervalle qui contient en moyenne une proporflatéfinie de futurs mesurages obtenus selon

un mode opératoire donné et pour une concentrdbanée [40].
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2.4.11. Intervalle d’acceptabilité

Spécification de la performance exigée pour la oaghexprimée comme un écart acceptable
autour de la valeur de référence. Les limites id¢elvalle sont fixées par le client ou par une
obligation réglementaire, parfois en fonction dueaiu de concentration. Elles sont notéas +

en valeurs absolues et dans I'unité du mesurandg i) x 100 en valeurs relatives [40

2.4.12. Robustesse
La robustesse est la capacité de donner des téspittches en présence de changements de
conditions expérimentales susceptibles de se pi@dans I'utilisation de la procédure.
Exemples de variation de conditions expérimentalass les chromatographies en phase
liquide :

- Variations du pH de la phase mobile ;

- Variations de la composition de la phase mobile ;

- Colonnes différentes (provenant de lotsledournisseurs différents) ;

- Température ;

- Débit [44].

2.5. Criteres de choix de la validation

Chaque méthode d’analyse posséde un certain nafebpeopriétés caractéristiques, criteres
qui qualifient les performances de la méthode,ales examiner et les hiérarchiser en fonction
du probleme posé, le premier objectif étant tolgaliobtenir une information pertinente au

moindre codt.

On voit ainsi que le choix d'une méthode d’analgsastitue en tant que tel un probléme
analytique qu’il va falloir résoudre en empruntEntiémarche de I'analyste, ce qui veut dire

bien poser le probléeme au départ et le traduirerenes d’analyses qu'il faudra realiser [41].

2.6. Choix du protocole de validation

L’ensemble des données de la phase de validatibtfiaite I'objet d’un rapport détaillé dans
lequel tous les résultats obtenus doivent étre meotés. Avant son exploitation en routine, la
procédure d’analyse doit étre completement déctias forme d'un mode opératoire
standardisé.

La validation d’'une meéthode d’analyse passe paférgiites étapes qui visent a :
- Tester la normalité de la distribution des mesyr

- Estimer les composantes de lincertitude de mestidglité, justesse, spécificité ;

- Définir des tests de contrble de la non dégradates performances de la méthode [40].

3




Chapitre 1l Validation analytique

La figure7 représente les démarches proposées dans le gesdd*S003 pour sélectionner un
protocole expérimental de validation en fonctios dentraintes ou des spécificités liees a la

procédure de dosage sous épreuve.

COnNnASsance
anbariomane o
procédurs de dosage 7

Etalonnage & un
nivesu de
concentraton 7

[ rotocote vs | [(Protocoieva | | Protocoie vi_|

Elalonnage & 1m
nivesu de
concentration *

(o }— | oo ]

w r r

[ Testar Ins modoios de rograssion salectionnes (SE) of astimer 13 Jusiosse of La Nooite par niveau de concentration (SV) J

‘ vy v v v

Construlre 81 analysar las profits d'exactiuce obienus

r
[ Selactionrier ke profll répondant a Foblecttt de la procadurs

Figure 7 : Logigramme permettant de sélectionner un protogelealidation (SFSTP2003)
SE : standard d’étalonnage SV : standard de atadicl [33].

Une phase de prévalidation est conseillée en abs€imformations pertinentes obtenues lors
du développement ou d’'une connaissance particuiél&analyste sur les performances de la

procédure.

En revanche, si ces informations sont disponiblesst tout d’abord recommandé de
s’interroger sur la présence ou I'absence d'unteféela matrice, puis sur le niveau ou les
niveaux de concération qui seront utilisés en routine pour Iétalage.
Selon les réponses, les protocoles seront préeonisé

@
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Le tableau V représente les types de standardst(S¥), les niveaux de concentration a utiliser

Validation analytique

et le nombre total d’essais a réaliser en fonafioprotocole de validation choisi [33].

Tableau V: Choix du nombre de standards d’étalonnage eatiéation en fonction du
protocole choisi (SFSTP 2003) [33].

Standards| Niveaux de Protocole
concentration V1 V2 V3 Va V5
SE : Bas 2
Etalonnag Médian 2
Sans la
matrice Haut 2
SE : Bas 2 2
Etalonnag Médian 2 2
avec
matrice Haut 2 2 2
Addit 2
SV: Bas 3 3 3 3 3
Validation Médian 3 3 3 3 3
avec
matrice Haut 3 3 3 3 3
Nombre minimum de séries 3 3 3 3 3
Nombre total d’essais (min) 33 45 39 63 45

2.7. Etapes de la validation
Selon SFSTP 2003-2006, les différentes étapes dtsodes d'analyse utilisant le profil

d’exactitude comme outil de décision sont :

1. Réalisation des expériences sur deux gammes :

- Une gamme de standards d’étalonnage (écharstitierconcentrations connues)

- Une gamme de standards de validation (échargillmtonstitués dans la matrice) ;
2. Alignement des observations (si pour un niveagahcentration les quantités introduites ne
sont pas identiques pour toutes les séries) ;

3. Sélection des limites d'acceptation en fonctaes contraintes du secteur d’activité ;
4. Choix du modéle adéquat aprés génération deieplgs modeles d'étalonnage ;
5. Calcul des concentrations en retour a partimdaéle sélectionné par prédiction inverse ;
6. Calcul de la justesse a chaque niveau de caatient;

7. Calcul de la fidélité a chague niveau de comedinoh ;
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8. Calcul des intervalles de tolérance bilatéramxrpchaque niveau de concentration ;
9. Etablissement du profil d’exactitude ;

10. Interprétation et décision de la validité denkthode ou non [40].

3. Etude statistique

La validation est fondée sur une analyse statistiogsée sur un certain nombre de critéres
aboutissant a des méthodes analytiqgues perme#aturther des résultats fiables. Donc, elle a
pour but de démontrer qu’elles correspondent disation pour laquelle elles sont proposées

[43].

3.1. Spécificité

La spécificité de la méthode de dosage est étuldigk=ux maniéres :

- Par comparaison des chromatogrammes obtenustia ggane solution de blanc, d’'une

solution de standard d’étalonnage, et d’'une saluli® standard de validation.

De plus, la superposition spectrale des pics dguear des chromatogrammes obtenus a partir

des standards d’étalonnage et de validation esttete [38].

- Par Soit par la comparaison de la droite obteawex la matrice (forme reconstituée) avec
celle obtenue a partir de la gamme standard. @ad & démontrer I'absence d’effet matrice

(absence d’interactions entre le milieu et la safist a quantifier) [45].
La comparaison de ces droites est basée sur ledesttudent.
Test t de Student

lal1—az2l
t calculé——
Vo12—-g22

Le t calculé est comparé a la valeurd (1+n2-4) lue sur la table de Student.

Si t calculé < t°, les pentes sont comparables dtsence d’effet matrice : la méthode est
spécifique.

Avec :

- al et a2 : pentes respectives des droites dessign D1 (obtenue a partir de la gamme
standard) et D2 (obtenue a partir de la gamme Iptackargé).

- o etcaZ : variances respectives des pentes al et a2.

- o risque d’erreur accepté (5%).

j
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- nl et n2 : nombre d’échantillon réalisé pourdarfe standard et la forme placebo chargeé.

- n1+n2-4 : degré de liberté (ddl).

Si les pentes sur standard et sur la forme re¢oéstsont comparables, leur différence ne doit
pas étre différente de zéro. Ceci revient doncrapawer une valeur observée (al — a2) a une
valeur théorique (zéro) connaissant I'erreur to(edeart type) faite sur al et a2.

La spécificité de la méthode est confirmée par :

- L’absence de pic au temps de rétention du pimdegueur dans le chromatogramme obtenu

avec le solvant de dilution ;

- Les temps de rétention du pic de marqueur postdedard d’étalonnage et le standard de

validation sont comparables [45].

3.2. Fonction de réponse
Les mesures effectuées sur les SE permettent éendeer la relation entre la réponse Y
donnée par l'instrument et la concentration X ddateons. Cette relation est une fonction de
type :

Y=f(X) +¢

Avec ¢, l'erreur résiduelle associée a la fonction deonge. Cette fonction n’est pas
nécessairement linéaire mais elle doit étre striete monotone (strictement croissante ou
décroissante) sur l'intervalle de dosage envisagé.

La fonction de réponse doit étre ajustée, c'esr@glie ses parameétres doivent étre évalués de

telle sorte que l'erreur résidueliesoit minimisée

Deux familles de fonctions se dégagent de cet eblgentes fonctions dites linéaires en leurs
parametres et les fonctions non linéaires. Une timmcest dite linéaire si elle est une
combinaison linéaire de ses parametres. On peet goe la fonction quadratique, bien que sa

représentation graphique ne soit pas droite, ésttefement linéaire en ses parametres.

Si ce n'est pas le cas, comme dans le cas deddosdobgistiques, la fonction est dite non
linéaire en ses parametres. La facon d’ajusterfaestions de réponse dépend de cette
distinction [46].

La procédure SFSTP 2003-2006 propose d’appliqussreept de « fitness-for purpose » pour

choisir la fonction de réponse la mieux adaptée fgoourbe d’étalonnage, et ainsi avoir un

3
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modele d’étalonnage permettant de minimiset donc de calculer les concentrations prédites
les plus correctes possiblas]|

Le type de la méthode (méthode physicochimiqueHatytique, immunodosage) est un critere

de choix. Par exemple, dans le cas des méthodemhlgtiques, la fonction quadratique pourra

étre recommandée.

Le Tableau VI illustre quelques exemples des diffées fonctions de réponse pouvant étre

envisagées lors de la validation d’'une méthodeyéinak [46].

Tableau VI : Exemples de fonction de réponses [46].

Type Equation Parametres Linéarité

Droite passant par | Y=X B Qul

I'origine

Droite Y=0+pX B, a Oul

Fonction quadratiqu( Y=o+pX+ yX? B, a,y Oul

Fonction logistique § y= o + —%=% B, 0,7, 0 NON
: 1+(¥p)"

4 parameétres Y

Fonction logistique & y= +5;“B B,a, 7,0,y NON
S [1+ (Ffy) 1%

5 parametres

3.3. Alignement des observations

Si, pour un niveau de concentration, les quaniitésduites ne sont pas identiques pour toutes
les séries (souvent pour de raisons de pesées ajuénd étre indépendantes), il est
indispensable de procéder a un alignement sumeerdration moyenne des lors qu’un calcul
de variance doit étre effectué (estimation de pettabilité et de la fidélité intermédiaire). Cela

consiste a transformer les réponses obseryggs y;jx ) afin de les aligner sur cette

concentration moyenne.

Cet alignement s’effectue par interpolation en &otia la réponse observée la différence entre
la valeur de la fonction de réponse considéréecaniaentration moyenne et la valeur de cette

fonction a la concentration introduite.

En validation, l'alignement s’applique aux répons@senues avec les échantillons de

j

validation en utilisant les équations ou foncti@rdponses obtenues avec les standards
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d’étalonnage. Ainsi lI'alignement des nij répétiotiu niveau de concentration j de la série i

s'effectue comme suit :

Yijk,c™ Yijk T f(yij) - f(xijk)

En résumé, le tableau VIl représente les regldggd@ments pour les différentes fonctions de

réponse [46].

Tableau VIl : Régles d’alignement pour différentes fonctioegéponse [46].

Fonction de réponse Regles d’alignement

Droite passant par 'origine

Yijie = Yijit BilX — xiji]

Droite

Yijie = Yijet Bilx — xijuc]

Fonction quadratique

YVijke = Vijiet Bil% — xijic] +77i[fi2j - xizjk]

Logistique a 4 paramétres

Yijke =Vijk T (Si - &i) : = — : =

_\Bi - \Bi
1+<_y—i) 1+<L)
e Xijk

3.4. Prédiction inverse
Pour les méthodes indirectes, les modeéles d’étagaservent a calculer les concentrations
retrouveées, a partir des données au plan de vialig&n utilisant la fonction inverse du modele
d’étalonnage, selon le modele mathématique suivant

x=z=f"1(YV)
La fonction inverse est appelée équation de priédichverse et les valeurs Z ainsi obtenues
sont appelées concentrations retrouvées.

Le tableau VIII fournit ces équations selon la fixmt de réponse choisie [40].

4
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Tableau VIII : Equations de prédiction inverse selon le typé&adenction de réponse [40].

Fonction de réponse Fonction inverse de calcul de la concentration retuvée
Droite passant par l'origine Y
Z=—
aq
Droite Y —ag
Z =
a1

Fonction quadratique

Z =
2“2
Logistique a 4 paramétres 7 = az
- 1
@3- _ 4\a1
( Y- ag 1)

3.5. Calcul de la justesse et de la fidélité [46]
3.5.1. Modéle
La justesse d’une méthode analytique (par oppositicelle d’un résultat) exprime I'étroitesse

de I'accord entre la moyenne (par opposition aecéline observation unique) des résultats
d'essai avec la méthode et la valeur de référenceepéée, aussi appelée valeur

conventionnellement vraie.

L’estimation de la justesse et de la fidélité deniéhode s’effectue avec les concentrations
calculées provenant des standards de validatiophase de validation (ou des standards
d’étalonnage eux-mémes en phase de pré-validaGatie estimation est réalisée a chacun des

j niveaux de concentration considérés a l'aide ddéle statistique suivant :
Xijk =pj+ aj + €ijk

Ou:

- Xiik est la k-ieme concentration calculée du niveaulademe série ;

- yj est la moyenne des concentrations calculées @amigte concentration j ;

- 0 est au niveau j I'écart entre la moyenne de la@&érie et la moyenne, ajj est considéré
comme une variable aléatoire ayant une distributmmmale de moyenned¥s, et de variance

2
0B,

4
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- gijk est I'erreur expérimentale, considérée comme anable aléatoire ayant une distribution

normale de moyenne 0 et de variantg; .
L’erreur expérimentale est supposée indépendanie sixie.

Les variances?s, j et 62w, j représentent les variances inter-série et intria-séspectivement.
La méthode du maximum de vraisemblance restreinitéisée pour estimer a chaque niveau

de concentration j les paramet[gs2s, j et c°w, jdu modéle.

p nij

Z z xijk, calc
_q Nij

i=1k=

MSM = ﬁ}:?:l nj(xij, cal — xj, cal)?

M,S‘-EZ,, e P YU (xijk, calc — xij, calc )?
Ou:

- MSM e MSE : maximum des vraisemblances pour chanyeau de concentration j ;
- Xijcalc : MOyenne de concentrations calculées du nivealg siérie i ;

- Xjcalc: Moyenne des concentrations calculées du j ;

- Xijk, calc: concentration calculée du niveau j de la sémipétition Kk ;

- n : nombre de répétitions ;

- p : nombre de séries.

Dans le cas d'un schéma équilibré (le nombre détitégns est identique pour tout niveau de
concentration dans chaque série), les composaetda dariance du niveau sont estimées

comme suit (n étant le nombre de répétitions daague série) :
Si: MSEj < MSM;j

Alors:  ¢%yj= MSE

Sinon : 62 B,j=

i 12 _,(xijk, calc — xjcalc)?




Chapitre 1l Validation analytique

3.5.2. Justesse

La justesse (ou le biais) de la méthode au niveacodcentration est obtenue en calculant la
différence entre la moyenne arithmétique des cdraons introduites et la moyenne des

concentrations calculées. Le biais peut s’expriemeiermes absolu, relatif ou de recouvrement

par rapport aux quantités introduites, comme suit :

biaig = fij — X]

biais (%) =100 x 2%

X j
Recouvrement (%o¥ Z;jxmo

Ou:
- uj: moyenne des concentrations calculées du niveau j ;

- Xj: moyenne des concentrations introduites du niveau j.

3.5.3 Fidélité
L’estimation de la variance intra-série donne wstev&tion de la variance de répétabilité tandis
gue la somme des estimations intra et inter sémnel une estimation de la variance de de
fidélité intermédiaire :
Répétabilité 52Rej =62wj
Fidélité intermédiaire §2ipj = 6°wj + 6%;
3.6. Calcul de I'exactitude
L’exactitude d’un résultat (par opposition a celaila méthode analytique) exprime I'étroitesse
de l'accord entre le résultat d’essai et la vadeirréférence acceptée, aussi appelée valeur
conventionnellement vraie, a savoir pour chaqueunees

Exaotlie=X — u
Pour chaque modéle et chaque observation I'exdetitie la mesure en valeur relative :

X_
Exactitude (%) = H“ )

100

L’erreur maximale relative observée pour chaque étodur I'ensemble des séries montre

'impact du choix de la fonction de réponse suxdetitude des résultats [32,46].

E
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3.6.1. Erreur totale et profil de I'erreur totale
Chaque mesure obtenue est le reflet de la vragikalu biais de la méthode et de sa fidélité,

ce qui s’exprime comme suit :

X = u + |Biais|proceduretFidélité Intermédiair@rocedure
)

X — p = |BiaiS|proceduret Fidélité Intermédiairgrocedure
)

X — u = Erreur Total&rocedure

L’erreur totale d’une procédure analytique évaloe aptitude a produire des résultats exacts.
Donc I'estimation de I'erreur totale, la somme dgustesse et de la fidélité, d’'une procédure
est fondamentale pour juger de la validité d’un¢hode.

C’est la caractéristique de performance majeutedie¥ dans une approche globale.

L'erreur totale observée avec chaque modéle et pbague niveau de concentrations est

étroitement liée avec les erreurs maximales obesreérrespondantes [46].

Exactitude
« Accuracy »

Fidelité
« precision »
Moyenne

04 Justesse
03« Trueness »

\Hhurnmﬁmth

¥ +2o +303

Erreur svstémitigue Erreur aléatoire

ERREUR TOTALE
ol E‘ & # . F .
IVONERIES W mesuree + erreur systématigue + erreur aléatoire |

Figure 8 : Paramétre de performance d’'une méthode d’anpae
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3.7. Calcul de l'intervalle de tolérance
Ce qui nous importe cependant en validation, cstipas la validité des résultats obtenus que
nous obtenions avec l'erreur totale, mais plut@deantie ou une représentation de ce que la
méme procedure analytique pourra donner commetagsudans le futur, C’est le rble de
lintervalle de tolérance. L'estimation des paramegtde justesse et fidéligg;, 65 ; , 6 ; , et
a chaque niveau de concentration j n’est pas unenfisoi, mais une étape indispensable pour
calculer la proportion attendue de résultats quisiseent dans les limites d’acceptation
prédéfinies [A,A], c’est-a-dire :

Eamam = {IX — url < Allfy, oul} = B

L’intervalle de tolérance sera calculé pour changiweau de concentration envisagé avec les
standards de validation et pour chaque modéle metigue. Pratiquement, l'intervalle de

tolérance se calcule comme suit en valeur absolue :
Eamam = {Peliiy — Qe <X < fiy + Qioulim, oull} = B

_ ~2
UFI] JWJ + 03

o
Rj= =57
aW]
| R+1
o nRi+1
3 (R+1)2
- 2
(R+l) 1-1
n + n
r—1 pn

Avec :

- Q; (v;#) est le quantil@ de la distribution t de Studenvalegrés de liberté ;

- n est le nombre de répétitions ;
- p est le nombre de séries.

Le méme intervalle en échelle relative devient :

Ibiais(%)] Q. (v =) /1+ CVFI],blalS(%)]-l-Qt( =) /1+pn%cvp,,jl
J
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Deux termes sont contenus dans l'intervalle dedalge : I'un étant la justesse et I'autre étant,
a un facteur pres, le coefficient de variation olité intermédiaire. C’est la raison pour
laquelle cet intervalle peut ainsi étre considésénme une expression de I'exactitude des
résultats. Mais l'intervalle de tolérance integre ulimension supplémentaire, celle de chance
(ou risque) pour des résultats futurs, conditiolemeént a des résultats passés. La méthode peut
des lors étre considérée comme exacte au niveahahee pour le niveau de concentration
en guestion, si l'intervalle de tolérance est inadlians les limites -, y] définies a priori en

fonction des objectifs de la méthode [46].

3.8. Profil d’exactitude [46]
3.8.1. Calcul
Le profil d’exactitude s’obtient en reliant entrbes les bornes supérieures puis les bornes

inférieures de l'intervalle de tolérance :

. 148 ’ 1
Lj = bIaIS(%) —Q{ (17; T) 1+ m CVF| J

148

U, = biais(%);j + Q(v; T) 14—

pnB?j

CVri,j

3.8.2. Choix de la fonction de réponse

L'utilisation de certaines fonctions ne permet pak procédure analytique d’atteindre ses
objectifs vus que pour certaines concentratiors liteites de tolérance sortent des limites
d’acceptation retenues. Par ailleurs, parmi lestions de réponse acceptables, on pourra

remarquer que certaines fournissent les meilleésgsltats. On retiendra ces derniéres.

3.9. Linéarité

La linéarité d’'une procédure d’'analyse est sa dtacl’'intérieur d’'un certain intervalle de
dosage d’obtenir des résultats directement prapuoréls a la quantité (ex : concentration) en
analyte dans I'échantillon. Rappelons que l'exigenie linéarité s’applique aux résultats
(concentration calculée = f(concentration intro€)it pas aux réponses (signal =
f(concentration introduite)). C’est un prérequid’@stimation de la justesse. A linverse,
I'existence d’une relation linéaire entre la cortcation estimée et la concentration introduite

n'implique pas que la méthode soit juste [46].

3
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3.10. Limites de quantification
La limite de quantification d’'une méthode est la@entration minimale qui peut étre quantifiee

a l'aide d'une méthode d’'analyse avec une fiabdéénie [32].

Le profil d’exactitude, construit a partir des imalles des mesures attendues, permet donc de
décider des niveaux de concentration pour lesqueprocédure est apte a fournir des résultats
dans les limites d’acceptation. Ainsi, par défomtji quand elle se produit, I'intersection entre
le profil d’exactitude et les limites d’acceptatidéfinissent les limites de quantification basse
(LLOQ) et haute (ULOQ) de la procédure. Entre casxdimites, il y a bien sdr l'intervalle de
dosage. De la sorte, les limites de quantificasiomt bien les valeurs extrémes qui peuvent étre
guantifiées avec une exactitude définie.

Notons que si le modele linéaire simple est chalsrs les limites de quantification deviennent

les valeurs de concentration extrémes investigdéemt les expériences de validation [46].
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Le suivi thérapeutique pharmacologique consisteegumer la concentration sanguine d’un
médicament afin de déterminer si une adaptatiopad®logie est nécessaire pour optimiser

I'efficacité thérapeutique tout en minimisant Isquie d’effets indésirables [48].

Garantir la haute qualité des méthodes bioanalgsiguour quantifier les médicaments et leurs
métabolites est d’'une importance critique. Pourvpauétre utilisées ; ces méthodes doivent
étre caractérisées, validées, documentées afisudiasla fiabilité des données a I'appui des

décisions réglementaires [49].

1. Caractéristigues des médicaments nécessitant donsage biologiqug50]
1.1. Analytiques

Disponibilité d’'une méthode de dosage appropriée éout supportable.

1.2.Pharmacocinétiques

- Forte variabilité interindividuelle de la disptish du médicament dans |'organisme ;
- Parameétres pharmacocinétiques individuels pebless (variabilité intrinséque ou facteurs
confondants) ;

- Faible variabilité intra-individuelle de la dizsgition du médicament.

1.3. Pharmacodynamiques

- Connaissances pharmacodynamiques adéquates sédilament ;

- Effet pharmacologique relié d’'une maniere comsitd a la concentration sanguine ;
- Effet pharmacologique reproductible sur une migide temps étendue ;

- Une marge thérapeutique étroite

- Effets réversible en cas d’adaptation posologique

1.4. Cliniques

- Absence de marqueurs facilement mesurables @osuivi (comme I'INR par exemple,
marqueur adéquat pour I'anticoagulation orale) ;

- Intervalle thérapeutique établi et validé eniglire (concentration cible) ;

- Démonstration d’un meilleur suivi basé sur TDMtpL que sur le seul jugement clinique ;

- Durée de la thérapie suffisante pour que leeptipuissent bénéficier d’'un programme de
TDM.

Ces caractéristigues ne sont de loin pas toutesagpour les médicaments qu'il est possible
de doser, et font méme parfois défaut pour les caéaknts qui sont actuellement I'objet d’'un

TDM régulier. De plus, les études contrblées dénaomt’utilité clinique in fine de ces

s
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dosages restent rares. On assiste toutefois a&gletogpements significatifs dans ce domaine,

qui autoriseront sans doute une utilisation pltismaelle de cet outil.

2. Nature du milieu biologique et mode de préleweent de I'échantillon

Tous les référentiels (FDA, Europe, ICH) préconiséa travailler sur des échantillons de
plasma issu du sang global. Dans des cas parteuigustifiés, des prélevements urinaires
peuvent étre effectués [49].

3. Techniques d’extraction

Les matrices biologiques contiennent une multieleomposés endogenes (protéines dans le
plasma, acides gras dans l'urine) souvent en ctnatiens bien plus fortes que les analytes ou
leurs métabolites qui peuvent interférer avec lesmmosés a dosepour cela, diverses

techniques de nettoyage des échantillons ont é&ajipées [51].

3.1. Précipitation des protéines

La précipitation des protéines est une techniquerend la matrice sans interférences par
dénaturation et précipitations de ces derniéresjiesigénéralement par une étape de
centrifugation. L’acide trichloracétique et perdioie sont les agents de précipitation les plus
utilisés. En revanche, divers solvants organiquesnce le méthanol, I'acétonitrile, 'acétone
et I'éthanol sont largement utilisés pour élimilesr protéines plasmatiques et sont compatibles
avec 'HPLC en tant que phase mobile [49,52].

3.2. Extraction liquide-liquide

L’extraction liquide-liquide est basée sur le tf@nsde I'analyte de la phase aqueuse de
I'échantillon vers la phase organique d’'un solvaah miscible. Les solvants d’extraction

appropriés jouent un réle important dans cetteegtBffe a comme avantage I'élimination des

substances ionisées et des sels non extractilélgs [4

3.3. Extraction liquide-solide

C’est une technique qui recueille uopinion trés favorable, elle permet un nettoyage de
I'échantillon et une préconcentration des analytésxtraction est basée sur un principe de
partage entre une phase solide (cartouches, disagu@eplaques) et une phase liquide
(échantillon) par un procédé multi-étape (charggmenavage(s) €lution).

La sélection de la phase solide sur des principafogues a la chromatographie est I'étape
clé. Elle conditionne la sélectivité, la capacieatharge, la faible consommation de solvants
organiques et le bon taux de récupération [49].

m
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Les techniques de changement de colonne et d'gatrduide-liquide en ligne sont utiles
pour la préparation automatisée des échantillens, énrichissement et leur analyse rapide.
Des plaques hybrides de précipitation/SPE pouéfdétion sélective des phospholipides et des
protéines précipitées sont maintenant disponildlesm@ de plus en plus utilisées en raison de
I'élimination trés efficace des phospholipides dgBaits par rapport a la précipitation des
protéines [53].

4. Techniques de dosage utilisées en bioanalyse

De nombreux techniques analytiques sont utilisgesjte :

- La chromatographie liquide a haute performandel(®) ;

- Chromatographie sur couche mince a haute perfioenéHPTLC) ;

- Méthodes spectrophotométriques-UV ;

- Techniques couplées tel que la chromatographpihase gazeuse-chromatographie de masse,
chromatographie liquide-résonance magnétique niueléat électrophorése capillaire-
spectrométrie de masse [54].

5. Choix de la technique de dosage

La chromatographie liquide-spectrométrie de mapsetsométrie de masse (LC-MS-MS) est
un outil qui peut étre facilement appliquée poutdsage de nombreux médicaments et produits
pharmaceutiques. Elle est également utilisée panallyse des impuretés et des produits de
dégradation [54].

First Second
HPLC Ton Source Quadrupole  Collision Cell Quadrupolke Detecior
Mass Filter Mass Filter

Cdlison Gas
0 —
Q &

o T

[onization  Precurset lon  Collisiondinduced  Product lon
(ESLAPCD Selection Dissociation Selection

Time, min

Figure 9 : Schéma général de la LC-MS-MS [49].
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Malgré [l'utilisation tres large des techniques aomtographiques, les méthodes
immunologiques (méthodes immuno-radiométriques (REMA) et immuno-enzymatiques
(ELISA, EIA) restent trés utilisée pour certaingsplications en bioanalyse supportant le
développement de nouveaux composes [49].

Tableau VIX : Tableau comparatif des techniques chromatographkigtiimmunologiques

[49].
CHROMATOGRAPHIE IMMUNOANALYSE
Principe Propriétés Réaction Ag-Ac
physicochimiques de
I'analyte
Réactifs Bien caractérises et Unique et peu disponible
disponibles
Analytes Petites molécules Petites et macromolécules
Traitement d’échantillon | OUI NON
Etalon interne Oul NON
Fonction d’étalonnage Linéaire Non linéaire
Milieu réactionnel Hydro-organiques Aqueux
Durée du développement | Semaines Mois (anticorps)
Précision inter-dosage max 15% (ICH Mo) max 20% (ICH Mo)
Domaine d’analyse Important Limité
Colt de I'équipement Elevé Peu élevé
Débit d’analyse Bon Excellent

6. Interprétation des résultats
Interpréter correctement une concentration du na@dént impligue de connaitre la méthode
utilisée. L'intervalle de référence étant souvemtction de cette méthode. Pour le suivi d’'un

patient, il est important de conserver la méme oughanalytique.

Apres validation analytique du dosage, le praticegoit du laboratoire le résultat et les marges
thérapeutiques correspondant a la méthode utili€&enme pour d’autres résultats de
laboratoires spécialisés, une interprétation dliaige doit d’apporter une valeur ajoutée au

praticien.

E
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Le laboratoire des suivis thérapeutiques pharmgaples ne peut pas se contenter de rendre
un chiffre, c’est-a-dire une concentration sansrprétation. Cette derniere doit &tre fondée sur
les données cliniques, le délai entre 'adminigiraét le prélevement, les zones thérapeutiques,
la population a laquelle appartient le patientsiaue les performances et les limites des

techniques analytiques employées.

Les données cliniques essentielles concernentidatidn pour laquelle le médicament est
administré, les effets actuels du traitement, Ethqglogies associées ou I'état morbide et les

données morphométriques essentielles, (taille spsieke, age) [55].

Dans le cas d’une intoxication au paracétamol stsaja prise en charge thérapeutique, il faut

surveiller :

- La tolérance du traitement par N-Acétyl-Cystéinéactions anaphylactoides principalement

pendant la dose de la charge, souvent liées delssei d’administration ;
- Le bilan hépatique complet, taux de prothrombgigcémie et créatininémie /12 [56].

7. Le cout du suivi thérapeutique

Bien que la pratique du TDM soit largement répandaes les pays développés, il y a lieu de
se demander si ses bénéfices cliniques justifiénitablement les colts engendrés. Cette vision
correspond toutefois mal a la réalité reflétee gaerses etudes codt-efficacité réalisées ces

dernieres décennies.

La majorité de ces études se sont toutefois famdisur les aminoglycosides pour lesquels le
TDM a clairement démontré un rapport colt-efficaciavorable. Au Centre hospitalier
universitaire vaudois (CHUV), des surdités sévéasent observées chez plus de 1% des
prématurés avant limplémentation d'une approcheMJDdu fait notamment d’une
surexposition aux aminoglycosides. Ces surditésycides a des colts médicaux et sociaux

importants, sont maintenant évitées [50].
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Tableau X : Critéres typiques d’évaluation du rapport colieeffité du TDM [50].

Coat Efficacité
Structure - Contr6le du processus morbide
- locaux et matériel de laboratoire ; - Prévention d’effets indésirables
- Personnel de laboratoire ; - Temps de traitement

- Consultant impliqué dans linterprétation| - durée d’hospitalisation ;
- Systeme informatique ; - Taux de mortalité.

- Frais administratif.

Processus

-Prélevement et données cliniques
appropriées ;

-Analyse chimique et validation
-Interprétation du résultat et interprétation

chimique ;

Une revue systématique récente de pharmaco-écorenlgAssociation internationale de
TDM conclut que l'efficacité du TDM est fortementreélée a la provision d’une interprétation
pharmacocinétique qualifiée mais que I'on manqumend’études sur de nombreuses classes
de médicaments actuellement dosés. Les bénéficmsumgeants observés en termes de
réduction de morbidité et de mortalité imposentcdmbler ces lacunes et de développer la

pratique du TDM de la facgon la plus efficiente latiquement utile [50].

8. Procédure de validation

Les procédures de validation et les critéeres di@atien de I'analyse des échantillons ont été
suivis conformément aux procédures opérationnadtasdards de chaque laboratoire, qui
étaient basées sur les directives acceptées aauniméernational (FDA ou EMA) et les
réglementations locales.

Les parametres suivants ont été étudiés pendarmlitiation de la méthode pour toutes les
meéthodes : sélectivité matricielle inter-lots, hniée, LLOQ, exactitude et précision intra-

essai et inter-essai, effet de la matrice surigetion, intégrité de la dilution, transfert, staéi

B
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de la solution mere, stabilité du plasma (sur tatdegélation-décongélation, stockage a long
terme) et stabilité de I'extrait [53].

8.1. Effet matrice

Les effets de matrice sont une préoccupation majdans la bioanalyse car ils affectent de
maniére négative I'exactitude, la précision etelasgilité d'une méthode. Par conséquent, la
présence d'effets de matrice doit étre soigneuseévatuée pendant le développement de la

meéthode afin d'obtenir des données analytiquetedb7].

8.1.1. Définition

L’effet matrice est défini comme l'effet de substsrésiduelles de la matrice, co-éluées, sur
l'lonisation de I'analyte d'intérét. Les effetsrdatrice peuvent étre observés comme une perte
de réponse (suppression des ions) ou comme uneeataon de la réponse (augmentation
des ions). Il dépend du type d'ionisation, du pagement de I'échantillon et du type de matrice

biologique (plasma, urine, salive) [51].

8.1.2. Causes

Depuis que les effets de matrice ont été obsemésla premiere fois pour la spectrométrie de
masse ESI dans les années 1990, plusieurs mécarsinété proposes.

Il s'agit notamment de composants de la matriceéehgnt I'analyte d'accéder a la charge,
entrant en compétition avec les analytes pour abiecharge, interférant avec la capacité de
I'analyte a rester chargé dans la phase gazeugaeatant la tension de surface de la gouttelette
ou augmentant la résistance électrique. Par coeséaiout processus qui modifie I'efficacité
de l'lonisation et qui se produit en phase ligetden phase gazeuse, entrainera des effets de
matrice. En outre, les composants de la matride®additifs de la phase mobile qui agissent
comme des réactifs d'appariement des ions reduggméralement I'efficacité de l'ionisation et

entrainent une faible réponse [57].

Dans l'urine, les interférences proviennent de cos8p hydrophiles et trés souvent de sels

inorganiques [51].

8.1.3. Evaluation
L'évaluation des effets de matrice est expliciteimserggérée dans les directives de la FDA
américaine sur I'analyse bioanalytique. Il existexdprincipaux protocoles pour évaluer I'effet

de matrice [57].

s
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8.1.3.1. Méthode d’addition post-extractiorf57]
Dans cette méthode I'effet de matrice peut étrieiéwpantitativement en comparant la réponse
de l'analyte dans la solution standard a celle plast-extraction dopé avec I'analyte a la méme

concentration. L'effet de matrice peut étre cal@aléla formule suivante :

. A-B
Effet matrice (EM) =T 100

Ou:
- A est la surface du pic d'un analyte dans unatisol standard (dans des solvants purs) ;
- B est la surface du pic de I'analyte dans unrédloan, qui ne contient pas l'analyte et qui a

subi une préparation d'échantillon et a ensuitelép& avec l'analyte a la méme concentration

gue la solution standard.
Si:
- EM ~0%, il n'y a pas d'effet de matrice ;

- EM > 0%, une suppression des ions se produit ;

- EM < 0%, une augmentation des ions se produit.

8.1.3.2. Méthode d’infusion post-colonngs7]

Le protocole de perfusion post-colonne est réalid@ide d'un raccord en T intégré, d'une
pompe a seringue et de pompes LC. Les phases mabife délivrées par les pompes LC en
utilisant un gradient ou un programme isocratiquaurge solution standard contenant les
analytes est continuellement introduite dans lac®od'ionisation par une pompe a seringue

connectée au T-union.

Apres l'injection d'un extrait d'échantillon vierdans le systeme LC-MS, une chute ou une
augmentation le long de la ligne de base "appdrentique clairement la suppression ou
'augmentation de l'ionisation de l'analyte enanide la présence de composants co-€luants.
Si les régions de chute ou de montée ne se tropasntans la fenétre temporelle des analytes
cibles, il n’y a pas d’effet matrice et cela n'udhcera pas l'analyse.

L'infusion post-colonne peut également étre ugligéur optimiser le pH de la phase mobile ou
la concentration de l'additif afin de favoriserftamation d'ions d'adduits alternatifs et de
minimiser les effets de matrice sans modifier raldiment les conditions chromatographiques

optimisées.

ﬂ
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8.1.4. Stratégies pour éliminer/compenser |'effehatrice
Bien que les effets de matrice ne puissent pasétmpletement évités pendant l'analyse LC-
MS, ils peuvent étre minimisés ou compenses emagaint les procédures de préparation des

échantillons et en manipulant les conditions L&8&t

Lorsque la concentration de I'analyte cible estédela réduction du volume d'injection et/ou
la dilution de I'échantillon sont les moyens lesispkimples de diminuer la quantité de

composants co-éluants et de minimiser les effetaatece.

La modification des conditions de la CL, commeillsdtion d'un débit plus faible, d'un
programme de gradient plus lent, d'une divisiornt-poknne, d'une colonne a mode mixte,
d'une micro ou nano CL et d'un systeme CL 2D, pgatement réduire les effets de matrice
[57].

8.1.5. Choix de I'étalon interne

Généralement, I'étalon interne est un composé aeens@&rie chimique que l'analyte, marqué
par un isotope stabléH,**C,1°N). Il doit s'extraire dans les mémes conditiondaét avoir un
temps de rétention différent de I'analyte. Il esommandé d'utiliser des analogues deutérés de

l'analyte lorsque le systeme de détection estdatspmétrie de masse (SM) [51].

m
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L'objectif du présent travail est de mettre au p@nde valider une méthode de dosage d’un

principe actif « Paracétamol » dans les urinesparmatographie liquide a haute performance.

Cette étude a été réalisée au sein du laboraterehdnie analytique du département de
pharmacie de Tizi Ouzou, et cela conformément atopole de validation analytique décrit
dans le guide de validation élaboré par une comomsie la société francaise des sciences et
techniques pharmaceutique (SFSTP), publié daneviaerSTP Pharma Pratique en janvier
2006.

1. Matériel et méthodes
1.1. Matériel
1.1.1. Appareillage

Tableau Xl : Appareillage utilisé dans ce présent travail.

Désignation Spécification Usage
HPLC Pompe Lc20 at Dosage (Obtention des
(SHIMADZU Injecteur SIL20 A chromatogrammes)
LC20) automatique

Controleur CBM-20

Compartiment de| CTO-20 A

la colonne

Colonne C18 (25cm)

Détecteur Spectrophotométre

UV visible
Logiciel LC-solution
d’exploitation

Distillateur Nuve Eau distillée
Sonicateur Advantage-LAB Solubilisation
Balances analytiques KERN Pesée

METLER TOLEDO
pH-métre METLER TOLEDO | Préparation du tampon
Etuve MEMMERT Séchage

@
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1.1.2. Verreries et autres
Tableau Xl : Verreries et autre matériel utilisés.

Verreries Autres

- Fioles jaugées : 20 ml, 25 ml, 50 n] - Micropipettes ;
100 ml, 2000 ml avec erreur de = 2%| - Spatules ;

- Béchers; - Pissettes a eau ;

- Pipettegraduées 2ml, 10 ml avec | - Poires;

erreur de £ 2% ; - Papier aluminium ;
- Erlen Meyer ; - compte-goultte ;

- Entonnoirs ; - Embouts.

- Verre de montre ;

- Vials.

1.1.3. Matiéres premieres

Tableau Xlll : Matiéres premieres utilisées dans le présent fravai

Matieres premieres Provenance

Paracétamol | Fourni gracieusement par le laboratoire

Principes actifs pharmaceutique Biopharm industrie

Caféine Fourni gracieusement par le laboratoire

pharmaceutique Biopharm industrie

@
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1.1.4. Réactifs

Matériel et méthodes

Tableau XIV : Réactifs utilisés dans le présent travail.

Réactifs Provenance Données Précautions
physicochimiques
Méthanol HONEYWELL | Formule brute : CkD
Riedel-de- N° CAS : 67-56-1 @
Haen™, Mr : 32,04 g/mol
p:0,79 g.cii¥
Ethanol BIOCHEM Formule brute : ¢Hs0OH
Chemopharma N° CAS : 64-17-5
Mr : 46,06 g/mol @ @
p:0,78 g.criv
Acide phosphorique HONEYWELL | Formule brute : BPQy
Fluka™ N° CAS : 766-38-2 @
Mr : 97,994 g/mol
p: 1,88 g. cr?
Dihydrogénophosphate| SIGMA- Formule brute : NapHPOy
de sodium ALDRICH. N° CAS : 7558-80-7
Mr : 119,97 g/mol
p:0,5-1,2 g.cri
Eau distillée Préparée avec| Formule brute : kD

le distillateur
LAB-TECH

N° CAS : 7732-18-5
Mr : 18 g/mol
p:1lg.cm?

1.1.5. Matrice

La matrice utilisée dans le présent travail estmagice biologiqgue exempte du paracétamol,

Lyphochek BioRa#, utilisée pour les contréles urinaires des autesmbtochimiques.
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1.2. Méthodes

1.2.1. Méthodologie de la validation analytique

Il existe de nombreux documents officiels décriviastcritéres de validation a tester, mais ils
ne proposent pas de protocole expérimental etrsiéeiit le plus souvent aux concepts
généraux.

C’est pourquoi deux commissions SFSTP ont élahmréessivement des guides de validation
(en 1992 pour les analyses des spécialités phautigques et en 1997 pour les analyses en
milieu biologique) dans le but d’aider concretementappliquer les recommandations
réglementaires. Si ces premiers guides ont largeowenribué a faire appliquer et progresser
les validations analytiques, ils présentent touseftes faiblesses quant aux conclusions des
tests réalisés et quant a l'aide a la prise desabécau regard de limites d’acceptation définies

pour I'usage d’'une procédure analytique.

Sur ce, le présent travail est basé sur les recomatians de la commission SFSTP publiées
en 2003 complétées en 2006 qui propose de rewirdses mémes de la validation analytique
pour une démarche harmonisée, en distinguant noéaines regles de diagnostic et les regles
de décision. Ces dernieres reposent sur l'utibsatiu profil d’exactitude, basé sur la notion
d’erreur totale (biais + écart type), permettansieplifier 'approche de la validation d’'une
procédure analytique tout en contrblant le riscgsoeaié a son utilisation.

Elle a pour but de :

- Identifier les critéres de validation ;

- S'approprier les outils statistiques permettantesd étudier ;

- Connaitre les demandes des référentiels au relgdalvalidation et du transfert analytique ;
- Etre en mesure d’en comprendre les exigences atjectifs.

1.2.2. Choix du protocole de validation

Selon le logigramme de la figure 7 qui permet decs®nner un protocole de validation et le
tableau V et compte tenu de I'absence de I'effdtioe le protocole adopté dans notre pratique
est le modele V2 en utilisant 5 niveaux de coneioin pour les standards d’étalonnages ainsi

gue les standards de validation.

ﬁ
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Le nombre d’essais obtenus est égale a :
> Standards d’étalonnage : 3(séries) x 2(répétitimrghiveaux) = 30 essais.

» Standards de validation : 3(séries) x 3(répétidiors(niveaux) = 45 essais.

1.2.3. Choix des parametres de validation

1.2.3.1. Domaine d’application et les niveaux de goentration

Le choix des niveaux de concentration pour le desdigne substance chimique dans une
matrice biologique (dans notre cas les urines) ni@pke la fraction de cette derniere éliminée
sous forme inchangée, en prenant éventuellemestdrapte la diurese ainsi que la dose initiale
administrée.

Dans le cas du paracétamol, une fraction d’envaréti de la dose initiale administrée par voie
orale sera éliminée dans les urines sous formaimgde. En prenant en compte une diurése de

24 heures de 2 litres en moyenne.

Dans notre présent travail, nous avons pris en e dose ingérée de 3 grammes, en optant
pour des niveaux de concentration selon les frastiéliminées a partir d’'une dose de

paracétamol de 1 g jusqu’a une dose de 5 g.

1.2.3.2. Limites d’acceptabilité X)
En bioanalyse.= £15% ce qui signifie que pour une fraction de 8&oparacétamol éliminé
sous forme inchangé dans les urines a partir ddose de 3 g apres 24 heures c’est-a-dire

75mg/l, le résultat sera compris entre 63.75 Nn®HE25 mg.

1.2.3.3. Probabilité de confiancef})
Notre objectif est que la proportion des futuresunes comprises dans les limites d’acceptation
fixées a priori soit de 85% & 85%)

1.2.3.4. Risque d’erreur acceptéu
a=15%

1.2.4. Conditions expérimentales

1.2.4.1. Le choix du diluant

Le tampon phosphate a été sélectionné pour demsage solubilisation ; les deux principes

actifs paracétamol et caféine présentent une dislation meilleure avec ce tampon, de plus
c’est un diluant trés adapté a la phase mobile danlle il représente 75 %, ajouté a 25 % de

méthanol.

ﬂ
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1.2.4.2. Préparation des solutions

1.2.4.2.1. Préparation du diluant

Nous avons préparé 2 litres de diluant Ma&; a raison ded.01N comme suit :
Dissoudre 2.4 g de NaHQ; dans 02 litres d’eau distillée

Ajuster le pH a 3.4 en ajoutant une solution d’agaitiosphorique PO

1.2.4.2.2. Préparation de I'étalon interne (caféine

La solution de caféine a été préparée comme suit :

Peser 15 mg de caféine dans une fiole de 100 ml

Ajouter le diluant NakPQy jusqu’au trait de jauge puis mettre dans le soaetgat

1.2.4.2.3. Préparation de la matrice
La matrice se présente sous forme de lyophilisatrguus avons reconstitué comme suit :

Ajouter 10 ml d’eau distillée dans chaque flacon

Bien agiter jusqu’a dissolution complete

Verser le contenu des deux flacons dans un béthe&remélanger
- QSP=18ml
1.2.4.2.4. Préparation de la phase mobile
La phase mobile est un mélange de 75% de;R@é¥(a 0.01N) et 25% de méthanol.

Nous en avons préparé 500 ml comme suit :

- Mélanger 375ml de NadfPQs et 125ml de méthanol dans une fiole de 500ml

- Dégazer a I'aide d’'un sonicateur puis verser damggervoir de la phase mobile

1.2.4.2.5. Préparation des standards d’étalonnage
Durant trois jours successifs, 5 niveaux de comagoh ont été préparés a raison de deux

répétitions par niveau.

ﬂ
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Tableau XV : Tableau présentant le protocole de la préparatsrsthndards d’étalonnage.

Niveaux 10% 8% 6% 4% 2%
Répétitions 1 2 12 ]2 1 J2 [1 2 J1 |2
Dilutions 0.125 |0.100 0.075 0.050 0.025

mg/mi mg/mi| mg/mi mg/mi mg/mi

- Peser 25 mg de paracétamol pour chaque répédaiosiune
fiole de 20 ml (solution mére)
-Ajouter le diluant jusqu’au trait de jauge et mettlans le
Protocole sonicateur

- A l'aide d'une pipette jaugée, prélever de cehitgms
meres les volumes (2ml, 1.6ml, 1.2ml, 0.8ml et 0)4omui

correspondent successivement aux dilutions (0.12%m
0.100mg/ml, 0.075 mg/ml, 0.050mg/ml et 0.025mg/dalhs
des fioles de 20 ml

- Ajouter pour chaque dilution un volume fixe ddéiae (2
ml)

-Compléter jusqu’au trait de jauge avec le dilyans mettre
dans le sonicateur

- Agiter par retournement puis remplir les vials

|\

Solutions a préparer SE = 5x2x3 = 30 solutions de standards d’étalonnage

1.2.4.2.6. Préparation des standards de validation
Au cours de trois jours successifs, 5 niveaux deentration ont été préparés a raison de trois

répétitions par niveau.

W
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Tableau XVI : Tableau présentant le protocole de la préparatsrsthndards de validation.

Niveaux 10% 8% 6% 4% 2%

Répétitions 112131 ]2]3]1]2]3[1]2]3[1]2]3

Dilutions 0.125 |0.100 0.075 0.050 0.025
mg/m| mg/m| mg/m| mg/m| mg/mi

- Peser 25 mg de paracétamol pour chaque répétiting une
fiole de 20 ml (solution mére)

- Ajouter 6 ml de la matrice (lyophilisat d’'urineaonstitu€)
Protocole - Compléter avec le diluant jusqu’au trait de japges mettre
dans le sonicateur
- A l'aide d’'une pipette jaugée, prélever de cdatsms meres
les volumes (2ml, 1.6ml, 1.2ml, 0.8ml et 0.4ml) qui
correspondent successivement aux dilutions (0.12%ig
0.100mg/ml, 0.075 mg/ml, 0.050mg/ml et 0.025mg/ddns
des fioles de 20 mli

- Ajouter un volume fixe de caféine (2 ml) dansaimadilution
- Compléter jusqu’au trait de jauge avec le dilyans mettre
dans le sonicateur

- Agiter par retournement puis remplir les vials

Solutions a préparer SV = 5x3x3 = 45 solutions de standards de validatio

1.2.5. Conditions chromatographiques

Tableau XVII : Conditions chromatographiques de la méthode dag#os

Longueur 15cm
Diamétre 4,6 mm
Colonne Taille des 5um
particules
Phase stationnair¢ Gel de silice greffée (C18)
Détection Spectrophotometre UV-Visible : longueur d’oride220nm
Volume 20 pl
D’injection
Temps 7,5 min
d’analyse
Débit 1 ml/ min
Température | Ambiante
Phase mobile | NaH:PQ:/ MeOH : 375/125 (V/V)

@
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2. Résultats

La technique de dosage utilisée dans notre métbsidia Chromatographie Liquide a Haute
Performance « HPLC » (Annexe ).

2.1. Chromatogrammes obtenus du dosage simultanésideux principes actifs

Detector A
uV ]

250000

SE 100% 2.lcd - Chl

200000

paracctamol / 3,895

150000

100000

50000 (
0

0 1 2 3 4 5 6

-

1 >mfcinc 17.760
0|

min

Figure 10 : Chromatogramme du Paracétamol et de la Caféinio(Etaerne).
2.1.1. Temps de rétention obtenus
Le temps de rétention moyen du paracétamol = 3j89 m

Le temps de rétention moyen de la caféine = 7,6 mi

2.1.2. Calcul de la résolution

—2 trz - trl
wq + wy

0
I

Avec :

tr1 et t2: temps de rétention du paracétamol et de la eaf@éspectivement ;
w1 ety : largeur du pic a la base du paracétamol et daf&ine respectivement, déterminées,

comme l'illustre la figure (11) ci-dessous, pani@rsection des tangentes aux points d’'inflexion
des pics avec la ligne de base.

On a déterminé ces parametres a partir du chromsatwge du standard de validation du
niveau 100%.

x|
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Résultats

* Your complimentary.
— use period has ended.

Thank you for using
E_Complete

v}
[3
2
E
e

200000

1500001
1000001

500001

paracctamol / 3, 398[

SV 100% 1.led - Chl

b —
('Y
L~

3

I ] >Ei'me /7,744
e ol

)
N

Figure 11 : Détermination des largeurs des pics a la basesdaed®s de rétention a partir du
chromatogramme du standard de validation.

Les résultats obtenus sont résumés dans le tatildaant :

Tableau XVIII : Temps de rétention et largeur du pic a la baselees PA.

Principes actifs Paracétamol Caféine
Temps de rétention 3,898 min 7,744 min
Largeur du pic a la base 0,4 min 0,6 min
R 7443898
57 04406

=y
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2.2. Informations concernant les données brutes

v Les concentrations présentées sont les concemsafioales injectées, le nived)075
mg/ml correspond a la dissolution d’'une quantité éqenia a la fraction du Paracétamol
eliminé sous forme inchangée par 24h (en consitarendiurese moyenne gde¥24heurs une
élimination dans les urines &6 sous forme inchangée et une concentration plaguati
moyenne (dose administrée) 3ig'24h (voir protocole de préparation des standards).

v’ Les résultats sont représentés sous forme du riagtoe les concentrations et les airs de pic
du Paracétamol et ceux de la Caféine (Etalon igjern

v’ La concentration moyenne de la Caféine introdwstade0,015 mg/mi

2.3. Spécificité et effet matrice

2.3.1. Comparaison des chromatogrammes

L’évaluation de la spécificité est faite par la garaison du chromatogramme d’'un SE et un
SV d’'un méme niveau de concentration ainsi quei delsi solutions de la matrice seule et du

diluant seul.

Elle est illustrée dans les figures suivantes :

Detector A

uV

150000~

100000

50000+

T T T T T T T T T
1 2 3 4 s 6 7 8 9

Figure 12 : Chromatogramme du diluant seul.

x|
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Detector A
uV
200000
150000
100000+
50000
T T T ) T T T T
0 1 2 3 4 s 6 7 8

min

Figure 13 : Chromatogramme du diluant avec la matrice seule.

v’ Pour le paracétamol

Detector A
uV g SE 100% 2.}ed - Chl
250000+ o
E
2
2
200000 2
150000
100000+
50000
0 J
T T T T T T T T
! 2 3 4 5 6 7 8

min

Figure 14 : Chromatogramme du standard d’étalonnage du

paracétamol.
Detector A
uV ?5 SV 100% 2.lcd - Chl
250000+ -
E
2
200000+ g‘
150000
100000
50000

T T T T T T
1 2 3 4 s 6 7 8
min

Figure 15 : Chromatogramme du standard de validation du
paracétamol.
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v' Pour la caféine

Detector A
SE 100% 1.lcd - Chl

200000
150000
100000

=3

&

1 <

50000 %

] 3

T T T T T T T T T L L T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

min

Figure 16 : Chromatogramme du standard d’étalonnage de laneaféi

Detector A

SV 100% L.ked - Chl

200000+

150000

100000+

50000

2 | T T L | T
2 3 4 s 6

-~

-
% }ﬂ!ﬁml?.x,‘.\

T
1
min

Figure 17 : Chromatogramme du standard de validation de lareafé
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Résultats

Le tableau suivant représente les résultats dgpergosition des quatre chromatogrammes :

Tableau XIX : Résultats de la superposition des chromatogrammes.

Solutions

Temps de rétention

Superposition

Diluant seul

Matrice seule

Absence

Standard d’étalonnage

Paracétamol| 3,868 min I

Caféine 7,790 min

Standard de validation

Paracétamol| 3,889 min

Caféine 7,853 min

Pas de superposition
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2.3.2. Etude statistique

L’étude statistique de la spécificité et d’effettrize est réalisée sur les standards d’étalonnage

avec le Paracétamol seul et les standards de wratidavec la matrice urinaire reconstituée et

les résultats sont résumés dans les tableaux ssivan

Tableau XX : Résultats obtenus de I'étude de la spécificitiedteffet matrice : standards
d’étalonnage du paracétamol.

X i Rapport des | Rapport des | Réponses
© répétition | concentrations| Airs de pic) | calculées (Yi- (Xi-
% de chaque (Xi) (Y1) (Y*i) Y*i)? X')?
série
1 1,662 1,298 1,24 0,0034 | 11,10
0,025mg/ml 2 1,664 1,323 1,24 0,0068 | 11,09
3 1,669 1,302 1,25 0,0032 | 11,05
1 3,324 2,515 2,46 0,0028 2,79
0,050mg/ml 2 3,327 2,523 2,46 0,0035 2,78
3 3,336 2,415 2,47 0,0030 2,75
1 4,987 3,636 3,68 0,0023 0,00
0,075mg/ml 2 4,991 3,597 3,69 0,0080 0,00
3 5,004 3,514 3,70 0,0331 0,00
1 6,649 4,831 4,91 0,0056 2,74
0,200mg/ml 2 6,654 4,898 4,91 0,0001 2,76
3 6,672 4,677 4,92 0,0600 2,82
1 8,311 6,231 6,13 0,0108 | 11,00
0,125mg/ml 2 8,318 6,340 6,13 0,0432 | 11,05
3 8,340 6,230 6,15 0,0067 | 11,20
Pente 0,735
Ordonnée a l'origine 0,018
Erreur pente 0,013
Erreur ordonnée a l'origine 0,074
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Tableau XXI : Résultats obtenus de I'étude de la spécificitéedtadfet matrice : standards

de validation du Paracétamol.

x ) 1,éf_e_ Rapport Qes Rgpport (_jes Répon,ses
o répétition | concentrations | Airs de pic) | calculées (Yi- (X-
= de chaque (Xi) (i) (Y*i) Y*)2 | X2
< série
1 1,662 1,297 1,33 0,0010| 11,10
0,025mg/ml 2 1,663 1,312 1,33 0,0003 | 11,09
3 1,671 1,418 1,34 0,0068 | 11,04
1 3,318 2,524 2,53 0,000p 2,81
0,050mg/ml 2 3,326 2,517 2,54 0,0004 2,78
3 3,343 2,625 2,55 0,005 2,7p
1 4,977 3,660 3,74 0,0060 | 0,00
0,075mg/ml 2 4,989 3,673 3,75 0,0054 | 0,00
3 5,014 3,840 3,76 0,0057 | 0,00
1 6,636 4,842 4,94 0,0103| 2,70
0,100mg/ml 2 6,652 4,835 4,95 0,0143| 2,75
3 6,685 5,086 4,98 0,0115| 2,86
1 8,295 6,143 6,15 0,0000 | 10,90
0,125mg/ml 2 8,315 6,178 6,16 0,0002 | 11,03
3 8,357 6,293 6,19 0,0099 | 11,31
Pente 0,727
Ordonnée a l'origine 0,121
Erreur pente 0,008
Erreur ordonnée a l'origine 0,047

Tableau XXIl : Comparaison des deux pentes et des deux ordoartéeigine du
Paracétamol seul et du Paracétamol dans la matrice.

Comparaison des deux Heclbhl 0,53 Différence non
pentes des deux droites d{  t°(a ; 26) 2,06 significative
régression Condition t calculé < t°@ ; 26)
Comparaison des t caleule 118 Différence non
ordonnées a l'origine des| t°(a ; 26) 2,06 significative
deux droites de réegressior| Condition t calculé < t°@ ; 26)
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2.4. Fonction de réponse

Résultats

Les tableaux suivants regroupent les résultatscdksils statistiques pour quatre modeles

d’étalonnage suivis par leurs courbes correspoedanthaque série.

2.4.1. ¥ modele : Droite:y=ax+Db

Tableau XXIIl : Parametres d’étalonnage obtenus pour le Paracksamaavec la fonction

y=ax+hbh.
x g Séries (Jours)
§ |5 2
= § Xi IXei YiYei Xi [Xei YiYei Xi [Xei YiYei
x
0025 1 1,662 1,2985 1,664 1,323 1,668 1,272
mg/ml | 2 1,662 1,3483 1,663 1,319 1,669 1,302
0,050 | 1 3,324 2,5149 3,327 2,523 3,336 2,415
mg/ml | 2 3,324 2,4544 3,327 2,515 3,336 2,455
0075 | 1 4,987 3,6358 4,991 3,597 5,004 3,514
mg/ml | 2 4,987 3,6746 4,989 3,743 5,008 3,698
0,100 | 1 6,649 4,8307 6,654 4,898 6,672 4,677
mg/ml | 2 6,649 4,7335 6,652 4,842 6,677 4,819
0125] 1 8,311 6,231. 8,31¢ 6,34( 8,34( 6,23(
mg/ml | 2 8,311 6,0738 8,315 6,066 8,347 6,078
Pente 0,7193 Pente 0,7284 Pente 0,7219

Ordonnée a rdonnée 3 Ordonnée a

Forigine 0,0929 Ol,gﬁgineee a 0,0819 Forigine 0,0325
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SERIE 1

7,0000
'g 6,0000 y=0,7193x + 0,0929
= R2 = 0,9981
» 5,0000
‘S
& 4,0000
©
g 3,0000 .
22,0000 e
[

[ 2
1,0000

0,000 1,000 2,000 3,000 4,000

Résultats

5,000 6,000 7,000 8,000 9,000

Rapport de concentrations

Figure 18 : Courbe d’'étalonnage du Paracétamol obtenue afendtiony =ax + b
(série 1).
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SERIE 2

y=0,7284x + 0,0819
R?=0,9976
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5,000 6,000 7,000 8,000 9,000

Rapport des concentrations

Figure 19 : Courbe d’étalonnage du Paracétamol obtenue afendtiony =ax + b
(Série 2).
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Rpport des airs de pic

7,000

SERIE 3

6,000
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Figure 20 : Courbe d’étalonnage du Paracétamol obtenue a¥endtiony =ax + b
(Série 3).

2.4.2. 2™ modele : Droite passant par 0 : y = ax (niveau 126)

Tableau XXIV : Parametres d’étalonnage obtenus pour le Paracksanicavec la fonction

y = ax.
x g Séries (Jours)
§ |3 = :
= ‘ql)& Xi [Xei YiYei Xi [Xei YiYei Xi [Xei YiYei
o

0,125 | 1 8,311 6,231 8,31¢ 6,34( 8,34( 6,23(
mg/ml | 2 8,311 6,074 8,315 6,066 8,347 6,078

Pente 0,740 Pente 0,746 Pente 0,738
Ordonnée a Ordonnée a Ordonnée a

I'origine 0 I'origine 0 I'origine 0
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SERIE 1
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Figure 21 : Courbe d’étalonnage du Paracétamol obtenue afendtion y = ax
(Série 1).
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Figure 22 : Courbe d’étalonnage du Paracétamol obtenue afendtion y = ax
(Série 2).
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Figure 23
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2.4.3. 3"¢modele : Fonction Logarithmique : In y/yi = f(InX/Xei)

: Courbe d’étalonnage du Paracétamol obtenue aendtion y = ax

Tableau XXV : Parametres d'étalonnage obtenus pour le Paracksenicavec la fonction
Iny/yei = f(INX/Xei).

x g Séries (Jours)
© = 1 2 3
.% ::’.)_ Ln(Xi/Xei) | Ln(Yi/Yei) | Ln(Xi/Xei) | Ln(Yi/Yei) | Ln(Xi/Xei) | Ln(Yi/Yei)
x
0,025 | 1 0,51 0,26119 0,51 0,28025 0,51 0,24087
mg/ml | 2 0,51 0,29883 0,51 0,27664 0,51 0,26374
0,050 | 1 1,20 0,92223 1,20 0,92543 1,20 0,88181
mg/ml | 2 1,20 0,89788 1,20 0,92220 1,20 0,89829
0,075 | 1 1,61 1,29083 1,61 1,28006 1,61 1,25679
mg/ml | 2 1,61 1,30146 1,61 1,31986 1,61 1,30776
0,100 | 1 1,89 1,57499 1,90 1,58884 1,90 1,54270
mg/ml | 2 1,89 1,55467 1,89 1,57739 1,90 1,57257
0,125 | 1 2,12 1,8295 2,1z 1,8468: 2,1z 1,8294:
mg/ml | 2 2,12 1,80398 2,12 1,80264 2,12 1,80471
Pente 0,9469 Pente 0,9540 Pente 0,9635

Ordonnée a rdonnée & rdonnée ¢

Forigine 0,2142 Ol’gﬁgineee a1 02168 Ol,gﬁgineee & 02559

e
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Figure 24 : Courbe d’étalonnage du Paracétamol obtenue afendtion Iny = f(Inx)
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Figure 25 : Courbe d’étalonnage du Paracétamol obtenue afendtion Iny = f(Inx)

(Série 2).
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Figure 26 : Courbe d’étalonnage du Paracétamol obtenue afendtion Iny = f(Inx)

(

Série 3).

2.4.4. 4™ modéle : Changement de variables par la racine ce#e : Vy/lyei = f(\x/Xei)

Tableau XXVI : Résultats du Paracétamol obtenus avec la fongtigpe = f(VX/Xei)
(PA seul).

x g Séries (Jours)
© =] 1 2 3
= S| Vxixe | Vylye | Vxixe | Vylye | Vxixe | Vylye
04
0,025 | 1 1,289 1,14 1,290 1,15 1,292 1,13
mg/ml | 2 1,289 1,16 1,290 1,15 1,292 1,14
0,060 1 1,823 1,59 1,824 1,59 1,826 1,55
mg/ml | 2 1,823 1,57 1,824 1,59 1,826 1,57
0,075 1 2,233 1,91 2,234 1,90 2,237 1,87
mg/ml | 2 2,233 1,92 2,234 1,93 2,238 1,92
0,00 1 2,579 2,20 2,580 2,21 2,583 2,16
mg/ml | 2 2,579 2,18 2,579 2,20 2,584 2,20
0,125 | 1 2,88: 2,5C 2,88¢ 2,52 2,88¢ 2,5C
mg/ml | 2 2,883 2,46 2,883 2,46 2,889 2,47
Pente 0,8272 Pente 0,8352 Pente 0,8352
Ordonnée Ordonnée Ordonné
a l'origine 0,0732 N 0,0640 ea 0,0421
a l'origine loriai
origine
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Figure 27 : Courbe d’étalonnage du Paracétamol obtenue afendéiony = f(\x)
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Figure 28 : Courbe d’étalonnage du Paracétamol obtenue ayendtiony = f(\x)

(Série 2).
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Figure 29 : Courbe d’étalonnage du Paracétamol obtenue afendéiony = f(\x)

2.5. Profils d'exactitude obtenus

(Série 3).

On a cité dans le tableau ci-dessous les diffénerasils d’exactitude a titre indicatif pour

justifier notre choix de la fonction de réponse.

2.5.1. Paracétamol

Tableau XXVII : Profils d’exactitude obtenus pour le Paracétamol.

de dosage es de
réponse Profils d’exactitude (mg/ml) | validation
—4— Biais (%)
Limite intervalle tolérance basse
Limite intervalle tolérance haute
Limite d'acceptation basse
== Limite d'acceptation haute
®]
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2.6. Choix de la fonction de réponse

Notre objectif est de choisir un modele d’étalormami donne les meilleurs résultats de
validation & savoir :

v" Un intervalle de tolérance le plus étroit ;

v" Une limite d’acceptabilité la plus basse et une probabifitéa plus haute ;

v' Une simplicité d'utilisation et de transformatiard du calcul des concentrations.

Pour cela on a choisi :

» La fonction Logarithmique In(y/yei) = f(In(x/Xei)) : un étalonnage sans matriceen

raison de son intervalle de tolérance qui paras pkroit que les autres modéles, en plus

e
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du fait qu’il est construit avec 5 niveaux d’étal@age contrairement au modéle utilisant

la fonctiony = axavec un seul niveau passant par 0.

Le calcul des différents critéres de validation agshillé pour les fonctions choisies, sachant

gue la méme démarche est suivie pour les autreslesod’ étalonnage.

2.7. Alignement des observations

Pour chaque niveau de concentration, on appliquaigmement des réponses obtenues a partir
des standards de validation sur la moyenne desentmtions introduites pour avoir des
réponses corrigées qui prennent en considératiovaléations des masses introduites lors des

pesées. Les résultats sont résumeés dans les tallagants :

ry
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Tableau XXVIII : Tableau d’alignement des réponses observées esv¢iois séries de validation pour le Paracétamol.

5 g Séries (Jours)
§ = 1 2 3
= “8_ Masse Réponses Réponses| Masse Réponses Réponses| Masse Réponses Réponses| Moyenne
P4 & introduite | instrumentales| alignées | introduite | instrumentales| alignées | introduite | instrumentales| alignées | des PE(
(rapport) (rapport) (rapport) | (rapport) (rapport) (rapport) | (rapport) (rapport) (rapport) | rapport)
1 0,51 0,25988 0,26353 0,51 0,27121 0,27260 0,51 0,34891 0,34545
0,025mg/ml| 2 0,51 0,26671 0,26772 0,51 0,25304 0,25596 0,52 0,37345 0,36769 0,51
3 0,51 0,27439 0,27540 0,51 0,27541 0,27718 0,51 0,33305 0,33036
1 1,20 0,92593 0,92959 1,20 0,92308 0,92447 121 0,96510 0,96164
0,050mg/ml| 2 1,20 0,92206 0,92307 1,20 0,92497 0,92789 121 0,93506 0,92930 1,20
3 1,20 0,91938 0,92038 1,20 0,92398 0,92576 1,21 0,96791 0,96521
1 1,60 1,29739 1,30104 1,61 1,30088 1,30227 1,61 1,34542 1,34196
0,075mg/ml| 2 1,61 1,29481 1,29582 1,61 1,29830 1,30121 1,61 1,35094 1,34517 1,61
3 1,61 1,31057 1,31158 1,61 1,30068 1,30246 1,61 1,34442 1,34173
1 1,89 1,57724 1,58090 1,89 1,57588 1,57727 1,90 1,62654 1,62308
0,100mg/ml| 2 1,90 1,57091 1,57192 1,89 1,57190 1,57482 1,90 1,64432 1,63856 1,90
3 1,90 1,57067 1,57168 1,89 1,57100 1,57277 1,90 1,64474 1,64204
1 2,12 1,81533 1,81899 2,12 1,82100 1,82239 2,12 1,83948 1,83602
0,125mg/ml| 2 2,12 1,81098 1,81199 2,12 1,81258 1,81550 2,13 1,84058 1,83481 2,12
3 2,12 1,81812 1,81913 2,12 1,81570 1,81748 2,12 1,83834 1,83565
Pente 0,9469 0,9540 0,9635
Ord. a l'origine -0,2142 -0,2168 -0,2559
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2.8. Prédictions inverses

Les concentrations prédites a partir des réporggeeas sont représentées pour chaque prise

d’essai dans le tableau suivant :

Tableau XXIX : Rapports de concentrations calculées par prédiaiierse pour le

Paracétamol.

Moyenne | Série 1 Série 2 Série 3
< des c
§ Cozgﬁ':ra :% Réponses| Prédiction | Réponses| Prédiction | Réponses| Prédiction
% srdiEs ::).’_ alignées | sinverses| alignées | sinverses| alignées | s inverses

mg/ml) | | (Rapport) | (Rapport) | (Rapport) | (Rapport) | (Rapport) | (Rapport)
€| 0025 1 0,264 1,656 0,273 1,656 0,345 1,656
L%D 2 0,268 1,664 0,256 1,664 0,368 1,664
§- 3 0,275 1,677 0,277 1,677 0,330 1,677
I= 0,050 1 0,930 3,347 0,924 3,347 0,962 3,347
g 2 0,923 3,324 0,928 3,324 0,929 3,324
§- 3 0,920 3,314 0,926 3,314 0,965 3,314
I= 0,075 1 1,301 4,955 1,302 4,955 1,342 4,955
z:E? 2 1,296 4,927 1,301 4,927 1,345 4,927
g’- 3 1,312 5,010 1,302 5,010 1,342 5,010
I= 0,100 1 1,581 6,658 1,577 6,658 1,623 6,658
z\gw 2 1,572 6,595 1,575 6,595 1,639 6,595
g— 3 1,572 6,594 1,573 6,594 1,642 6,594
€ 0,129 1 1,819 8,562 1,822 8,562 1,836 8,562
ug; 2 1,812 8,499 1,815 8,499 1,835 8,499
g- 3 1,819 8,563 1,817 8,563 1,836 8,563

o
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2.9. Justesse

La justesse est exprimée en termes de biais alismhbiais relatif et de taux de recouvrement
pour chague niveau de concentration des standardalidation.

Tableau XXX : Justesse calculée pour chaque niveau de conéentdass standards de

validation pour le Paracétamol.

Niveau de concentration (mg/ml) 0,025 | 0,050 | 0,075 | 0,200 | 0,125

Moyenne des Concentrations introduite

0,025 | 0,050 | 0,075 | 0,100 | 0,125
(mg/ml)

Moyenne des Concentrations calculég 0,025 | 0,050 | 0,075 | 0.100 | 0.129

(mg/ml)
Biais absolu 0,000 | 0,000 | 0,000 | -0,001| 0,003
Biais relatif (%) 0,020 | -0,071| -0,643| -0,684 | 2,576
Taux de recouvrement (%) 100,020| 99,929| 99,357| 99,316| 102,576

2.10. Fidélité
La fidélité est évaluée pour chaque niveau de auraton, elle est calculée par les écarts type
et les coefficients de variation qui estiment laétabilité et la fidélité intermédiaire, les

résultats sont résumés dans les tableaux ci-dessous

.
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Tableau XXXI : Fidélité calculée pour chague niveau de conceotrates standards de

validation pour le Paracétamol.

Niveaux de Concentrations 0,025/ 0,050| 0,075 | 0,100 0,125
Concentration moyenne retrouvé (Rapport) 1,666| 3,328| 4,964 | 6,616 | 8,541
SCE résiduelle 0,001 0,002| 0,011 | 0,008 | 0,008
SCE totale 0,001| 0,002| 0,011 | 0,008 | 0,008
SCE inter-séries 0 0 0 0 0

Ecart type de répétabilité 0,011| 0,017| 0,042 | 0,037 | 0,037
Ecart type inter-séries 0 0 0 0 0

Ecart type de fidélité intermédiaire 0,011/ 0,017| 0,042 | 0,037 | 0,037
CV de répétabilité 0,636/ 0,500 0,849 | 0,556 | 0,430
CV de fidélité intermédiaire 0,636| 0,500| 0,849 | 0,556 | 0,430

2.11. Exactitude

A partir des concentrations prédites, on peut ¢atdiexactitude relative par rapport a la

concentration introduite. Les tableaux ci-desséssment les résultats obtenus :
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Tableau XXXII : Résultats du calcul de I'exactitude relative p@uParacétamol.

< ® Séries (Jour)
x| S - : 3
o @ | Concentratio] Concentratio| Exactitud | Concentratio| Concentratio| Exactitud | Concentratio| Concentratio| Exactitud
% 3 n introduite n prédite | e relative | n introduite n prédite | e relative | n introduite n prédite | e relative
(Rappor) (Rappor) (%) (Rappor) (Rappor) (%) (Rappor) (Rappor) (%)
10 £ 1 1,66 1,65¢ 0,160 1,66 1,656 0,401 1,67 1,656 0,910
S| 2 1,66 1,664 -0,002 1,66 1,664 -0,202 1,68 1,664 0,705
CE3 1,66 1,671 -0,810 1,66 1,677 -0,889 1,67 1,677 -0,427
Q€ 1 3,32 3,347 -0,864 3,33 3,347 -0,627 3,34 3,347 -0,123
S S| 2 3,33 3,32¢ 0,100 3,32 3,324 -0,100 3,35 3,324 0,807
©E3 3,33 3,314 0,384 3,32 3,314 0,304 3,34 3,314 0,772
= 1 4,98 4,95¢ 0,449 4,99 4,955 0,690 5,01 4,955 1,200
OS2 4,99 4,927 1,288 4,98 4,927 1,086 5,03 4,927 2,004
©E 3 4,99 5,01( -0,384 4,99 5,010 -0,464 5,01 5,010 0,001
S E 1 6,64 6,65¢ -0,339 6,65 6,658 -0,100 6,69 6,658 0,406
45| 2 6,65 6,59¢ 0,892 6,64 6,595 0,691 6,70 6,595 1,605
©E[3 6,65 6,594 0,918 6,65 6,594 0,837 6,68 6,594 1,308
= 1 8,29 8,562 -3,121 8,31 8,562 -2,889 8,36 8,562 -2,396
—A5| 2 8,32 8,49¢ -2,129 8,30 8,499 -2,324 8,38 8,499 -1,437
©E[3 8,32 8,56° -2,864 8,31 8,563 -2,941 8,35 8,563 -2,489
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2.12. Erreur totale et profil d’erreur totale
On a calculé l'erreur totale absolue et relativeirpchaque niveau de concentration et les

résultats sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau XXXIII : Calcul de I'erreur totale pour chague niveau deceatration des

standards de validation du Paracétamol.

Moyenne des concentrations théoriques 0,025 | 0050 | 0.075| 0.100| 0,125

(mg/ml)
Biais relatif (%) 0,020 | -0,071| -0,643| -0,684| 2,576
Biais relatif en valeur absolue 0,020 | 0,071 | 0,643 | 0,684 | 2,576
Coefficient de variation de fidélité
intermédiaire (%) 0,636 | 0,500| 0,849 | 0,556 | 0,430
ERREUR TOTALE (%) 0,656 | 0,571 | 1,492 | 1,240 | 3,007
3,500
3,000
L, 2,500
=
5 2,000
'_
=2 1,500
E 1,000
0,500
0,000
0,700 1,700 2,700 3,700 4,700 5,700

NIVEAU DE CONCENTRATION

Figure 30 : Profil d’erreur totale du Paracétamol.
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2.13. Intervalle de tolérance

Les limites de l'intervalle de tolérance sont cées et résumées dans les tableaux ci-dessous :

Tableau XXIV : Limites de tolérance du Paracétamol.

Niveau de concentration (mg/ml) 0,025| 0,050/ 0,075| 0,100]| 0,125
Limite intervalle tolérance basse (%) -1,30| -1,21 | -2,40 | -1,83 | 1,66
Limite intervalle tolérance haute (%) 1,34| 0,97 | 1,11 | 0,46 | 3,49

2.14. Profil d’exactitude

Apres le calcul des critéres de validation on adddoutes les données obtenues pour tracer le
profil d’exactitude qui réunit le biais relatif deleux bornes de I'intervalle de tolérance et selle
de l'intervalle d’acceptabilité, tous dans une tauqui donne I'exactitude (%) en fonction des

niveaux de concentration introduits.

Le profil d’exactitude obtenu en utilisant la foioct choisie sont représentés ci-dessous :

—4— Biais (%)
Limite intervalle tolérance basse
Limite intervalle tolérance haute
Limite d'acceptation basse
== Limite d'acceptation haute

10

0,025 0950 0,075 0,100 0,125

ERREUR TOTALE
o
) ¢
L 2

-10
NIVEAUX DE CONCENTRATION %

Figure 31 : Profil d’exactitude du Paracétam@l£ 95% ef. = 5%).
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2.15. Linéarité
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Figure 32 : Droite de linéarité entre la concentration préditfonction de la concentration
introduite du Paracétamol.

La linéarité de la concentration prédite est éwalsgtistiquement en comparant la pente et

'ordonnée a l'origine avec O.

Tableau XXXV : Evaluation statistique de la linéarité du Paranéta

Pente 1,0040

Ordonnée a l'origine 0,4663

Erreur pente 0,0108

Erreur ordonnée a l'origine 0,5451

t calculé 114,46
Comparaison de la t°(a ; 13) 2,16 Différence
pente avec 0 Condition t calculé < t°@ ; 13) significative
Comparaison de Ceslen Ziie :
'ordonnées a l'origine P(a; 13) 2,16 I?;iﬁenri?izgzvlon
avec 0 Condition t calculé < t°@ ; 13) g

.
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2.16. Limites de quantification

Les limites de quantification sont obtenues a paiti profil d’exactitude en calculant les
concentrations (hautes et basses) a partir desguell limites supérieures ou inférieures de
l'intervalle de tolérance sortent des limites dgm@bilité () au niveau de la probabilité choisi
(B).

A partir du profil d’exactitude du Paracétamol oanstate qu’il n'y a pas ses points
d’intersections donc la méthode analytique misepaint est valide sur I'ensemble des

concentrations évaluées.

v' Les limites de gquantification sont[0,025; 0,125] mg/mlcorrespondant a une
concentration plasmatique théoriqugtle5] g/2l suivant le protocole de dosage établit
(en considérant une diurése moyenneld&theurset une élimination dans les urines

de5% sous forme inchangée).

N
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3. Discussion

3.1. Résolution

La résolution calculée est égal&,&892, elle est largement supérieure a 1,5 signifizuet tnes
bonne séparation entre le Paracétamol et la caféenqui justifie I'utilisation de ce dernier

comme étalon interne.

3.2. Spécificité et effet matrice
Apres la confirmation des temps de rétention da¢&amol et de la Caféine en injectant leurs

standards séparément, on est passeé a I'étudesgéddicité par deux méthodes :

3.2.1. Comparaison des chromatogrammes
Selon les résultats obtenus, la spécificité dedthode est confirmée par :
v' L’absence des pics aux temps de rétention du Raraoédans les chromatogrammes
obtenus a partir des solutions de la matrice elildant seuls ;
v Les temps de rétention correspondants au Paradétasbtenus sur les
chromatogrammes du standard d’étalonnage et ddasthde validation d’'un méme niveau de

concentration sont comparables.

3.2.2. Comparaison des deux penteset &, et des deux ordonnées a l'origineilet by
D’aprés ce qu’illustre le tableau XXXV, on conctyie :
¢ Les deux pentes ne sont pas significativementréiftés au risque = 5% considéré,
d’'ou I'absence de I'effet matrice ;
¢ Il n'existe pas de différence significative entes brdonnées a I'origine au risque
5% considéré, expliquant ainsi 'absence d’errgsté&natique.

L’interprétation des résultats obtenus est résutaés le tableau qui suit :

Tableau XXXVI : Signification des résultats des deux pentes etldes ordonnées a

I'origine entre elles pour le Paracétamol.

Test Résultat Signification

Les pentes sont-elles Oui Absence d’effet matrice
comparables ?

Les ordonnées a l'origine Oui Absence d’erreur
sont-elles comparables ? systématique

@
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On peut déduire qu’avec un risque de 5%, la métintdai d’effet matrice, ni d’erreur

systématique, elle est donc statistiquenspecifique

3.3. Choix de la fonction de réponse
La fonction de réponse qui a donné des résultdidegasur tout I'intervalle de concentration
testé avec le plus petit(5%) et la plus grandf (95%) correspond au modele de régression
In(Yi/Yei) = In(Xi/Xel) : un étalonnage sans matricese qui nous a permis de le choisir comme
le modéle le plus convenable pour le dosage ducBtamol dans les urines en utilisant un
étalon interne.

% Remarque

Il ne faut pas oublier de calculer les concentretia chaque fois par transformation

inverse du logarithme népérien (In) des résulthtsraus et aussi de multiplier fois

la concentration de I'étalon interne (Caféine).

3.4. Justesse

L’'accord entre la valeur de la concentration mogepredite obtenue a partir des trois séries
de validation et la valeur de la moyenne des cdnagons introduites considérée comme
étant la valeur de référence est assez étroit pmus les niveaux de concentration du
Paracétamol en tenant compte des biais relatifs de ce dernier sont inférieur8 &o

confirmant la justesse de notre méthode.

3.5. Fidélité

Etant donné que les coefficients de variation dépetabilité et de la fidélité intermédiaire de

tous les niveaux de concentration sont inférieur@.%26, le degré de dispersion des

concentrations prédites obtenues est assez étwittpus les niveaux, la méthode est donc

fidele.

3.6. Erreur totale

Selon le profil d’erreur totale élucidé dans laufig (30), on peut conclure que tous les niveaux
de concentration du Paracétamol dans les urindsirstdos dans lintervalle de validité, vu
gu’il présente des erreurs totales relatives aebdgt ne dépassant pas les limites

d’acceptabilité prédéfinieE5%avec une erreur maximale de 3%.

3.7. Profil d’exactitude
En se référant au profil d’exactitude élucidé danfigure (31), on considére que la méthode

utilisée dans ce présent travail ealide sur l'intervalle de dosage ou le profil d’exactiéuest
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compris dans les limites d’acceptation, et dansa® elle est valide sur 'ensemble des
concentrations évaluées.

Cela signifie que I'analyste peut garantir que &hode est capable de produire une proportion
de 95% des résultats acceptables et seulement $%atdees mesures d’échantillons inconnus

peuvent étre en dehors de ces limites.

3.8. Limites de quantification et intervalle de deage
La méthode est considérée valide dans I'intenjali@25 ; 0,125] mg/mkorrespondant a une
dose de[l; 5] g/jour suivant le protocole de dosage établit (en comasidéune diurese

moyenne del/24 heureset une élimination dans les urines5é sous forme inchangée).

3.9. Linéarité

La linéarité a été évaluée a partir de cing nivedgigkoncentration (0,025, 0,050, 0,075, 0,100,
0,125 mg/ml) avec trois répétitions indépendantes phaque niveau de concentration.

La droite de régression linéaire obtenue est soumd y = 1,0287x - 0,101, ou 1,0287

représente la pente de la droite et 0,101 I'ordenaél’origine, avec un coefficient de

détermination Rde 0,999, signifiant ainsi que la variabilité tetde la concentration prédite

est expliqguée a 99,9% par la variabilité de la eotration introduite de I'échantillon.

Le coefficient de détermination linéaire de latielaexistante entre la concentration introduite
et la concentration prédite est trés acceptablen Bue ce coefficient ne nous renseigne que
trés peu sur la qualité de la régression, sa valeut nous orienter, surtout par le fait qu’elle
est tres proche de 1.

L'étude statistique de la linéarité, illustrée pmtableau XXXV, a confirmé que la pente est
statistiguement différente de O et que I'ordonnkeragine est comparable statistiguement avec

0 ce qui prouve la validité de la régression eladméarite.

@
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Conclusion

La validation d’'une méthode bioanalytique constilne étape importante dans son cycle
de vie, car non seulement elle permet de répondtexigences réglementaires, mais permet

aussi a I'analyste de I'évaluer et d’apprécielidgue statistique lié a son usage futur.

Le guide de validation proposé par la Sécierancaise des Sciences et Techniques
Pharmaceutiques (SFSTP) comporte quelques incamsninotamment la nécessité d’avoir
de bonnes connaissances en statistique. De ptusydthodes bioanalytiques répondent a des

exigences particuliéres définies par 'agence ekgope des médicaments (EMA).

L'objectif de notre étude a été de mettrgaint et de valider une méthode de dosage du
paracétamol dans les urines par Chromatographigidega Haute Performance (HPLC) en
utilisant le profil d’exactitude comme outil de ddon, afin d’aider concretement les
laboratoires a l'appliquer en routine pour le suivérapeutique du paracétamol en toute
fiabilite.

Les résultats obtenus ont répondu a tdetesxigences et performances élaborées dans
cette approche harmonisée, notre méthode est spegifinéaire et exacte dans l'intervalle de
dosage [0,025 ; 0,125] mg/ml avec la probabfiit85% et limite d’acceptabilitt=5%.

Nous souhaitons que ce travail soit undélan de départ pour faire bondir le domaine de
la bioanalyse pour le suivi thérapeutique des naddents, en s’appuyant sur la démarche

harmonisée basée sur le profil d’exactitude.

3
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Annexe | HPLC

La chromatographie liquide a haute performancéadsichnique de séparation la plus utilisée.
Cette popularité est due a sa sensibilité, saitadladaptation a des analyses quantitatives
précises, au fait qu’elle permet la séparationgBess non volatiles ou fragiles au point de vue
thermique, et par-dessus tout, a son intérét pdrabidans l'industrie, ainsi que dans de
nombreux domaines scientifiques et institutionrselElle permet par exemple I'analyse de
composés aussi variés que les acides aminés, t#éinas, les acides nucléiques, les
hydrocarbures, les hydrates de carbone, les pssidies antibiotiques, les stéroides, ainsi que

de nombreuses substances inorganiques [58].

1. Principe

Les composeés a séparer (solutés) sont mis ena@ollans un solvant. Ce mélange est introduit
dans la phase mobile liquide (éluant). Suivantature des molécules, elles interagissent plus
ou moins avec la phase stationnaire dans un tuyielépolonne chromatographique.

La phase mobile poussée par une pompe sous haassiqmr, parcourt le systéme
chromatographique.

Le mélange a analyser est injecté puis transpartgagers du systéme chromatographique.
Les composés en solution se répartissent alorarsuieur affinité entre la phase mobile et la
phase stationnaire.

En sortie de colonne grace a un détecteur apprigwidifférents solutés sont caractérisés par

un pic. L’ensemble des pics enregistrés est agbetmatogramme [58].

2. Appareillage

Systeme
d'intégration et
dicateur de d'impression

pression et déhit

Reésevoir de solvant

Syst d'injecti
ysteme dinjection D étecteum

rerere W M
immme

Colonne

Figure : Schéma illustrant le principe d’'une chained’HPLC [58].
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Une chaine HPLC comporte plusieurs modules spé&émti
- Un réservoir de solvant ;

- Une pompe, un injecteur ;

- Un détecteur ;

- Un systeme d’exploitation des données ;

- Une colonne qui représente le coeur d’'un appieilC.

Ces différents modules sont reliés entre eux fraermédiaire de canalisations de tres faible
diametre (0.1mm) pour assurer la circulation dpHase mobile. Elles peuvent étre en acier
inoxydable ou en polyether-etherketone (PEEK), olymere souple et coloré qui résiste aux

solvants usuels, méme sous des pressions éle\ebdis) [58].

2.1. Réservoirs de phase mobile (éluant)
Une chaine HPLC est équipée d’un ou plusieurs végsrcontenants chacun un certain volume
de solvant. On y adjoint souvent des dispositifispgumettent d’éliminer les poussiéres et les

gaz dissous des solvants.

En effet, la présence, dans les solvants, desrgbiaats (N, Oz, CO;...), dissouts en quantité
non négligeable, peut perturber les séparationsmaatification de la compressibilité des
éluants et formation des bulles. En outre le di@xe abrege la vie des colonnes et est génant
pour les détecteurs photométriques ultraviolet (6@lectrochimiques. Il est donc préférable
de dégazer les solvants, soit avec les ultrasahpaobarbotage d’hélium, soit par diffusion

en les faisant passer dans un long tube de patitétie en polymére perméable au gaz.

Le systéme contient souvent un ensemble de filteesiettant d’éliminer les poussiéres et les
solides dispersés dans le solvant afin d’'empéaheicgs particules n'endommagent la pompe

et le systeme d’injection ou ne bouche la colofm&}. [

2.2. Systéme de pompage

Toute installation de HPLC comporte au moins un@ap® pour forcer le passage de la phase
mobile a travers la colonne dont le remplissagetrést compact. Il en résulte une pression
importante au niveau de l'injecteur qui peut atletnet méme dépasser 40MPA (400 bars)
selon le débit imposé a la phase mobile, sa vige@snsi que selon la nature de la phase

stationnaire.
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Suivant leur conception, les chromatographes cotapbune ou plusieurs pompes. Associéees
a une chambre de mélange située en amant et erebiwslpermettent de délivrer un éluant de
composition fixe (mode isocratique) ou au contrde@eomposition variable en cours d’analyse

(mode gradient d’élution).
En HPLC, le systeme de pompage doit répondre axigsences rigoureuses :

- Atteindre des pressions d’au moins 420 bars ;
- Etre exempt d’'impulsion ;

- Imposer des débits allons de 0.1 & 10 ml/min ;
- Contréler le débit et sa reproductibilité ;

- Résister a la corrosion et aux solvants [58].

solvants (4 maximum)

amortisseur
|}_| : de pulsations
B : ;
i CP clapet de sortia clapet de sortie
A B
—
injectaur
et colonne
. | clapet d'entreée event
S |
gy W L
[ |

ol phase mobile

joints étanches

1

vanne de melange

1er piston 2d piston

deébit

B

tem psr

Figure : Principe de fonctionnement d’'une pompe a deux &testrie [59].
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2.3. Injecteur

L’injection d’un volume précis de I'échantillon &te de colonne doit se faire en un temps bref
afin de perturber le moins possible le régime deutation de la phase mobile qui doit étre
stable de la colonne au détecteur. On utilise pedaire, une vanne haute pression a plusieurs
voies, manuelle ou motorisée dans le cas des énjectautomatiques, placée juste avant la
colonne. Il s’agit d'une piéce de précision qui tdaiésister a des pressions
pouvant dépasser 30 000 kPa. Elle fonctionne er teops :

- Dans la position chargement, ou seule la commuaitagntre pompe et colonne
est assurée, I'échantillon est introduit a pressimmosphérigue a I'aide d’'une seringue
dans un petit volume tubulaire appelé boucle. GaJleont il existe tout un choix de
volumes, est soit extérieure, soit intégrée dawsips de la vanne ;

- Dans la position injection, I'échantillon est insétans le flux de phase mobile par
rotation de 60d’un levier qui permet d’'inverser le sens de dation dans la boucle.
Une bonne reproductibilité des volumes n’est atiteque si la boucle a été totalement
remplie par I'échantillon. Le volume prélevé avec deringue est donc toujours

largement supérieur a celui de la boucle.

Des tubes en acier inoxydable, en Teflon, en PEKrosilice fondue permettent de relier la

ou les pompes a I'injecteur chromatographique.dlptusieurs types d’injecteurs :

- Boucle d'injection : permet la répétabilité du vole d’injection ;
- Injecteur seringue ;

- Extraction sur phase solide en ligne [59].
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boucle

vers la colonne

5 orifice
de remplissage
(seringue en 4)

Remplissage
de la boucle

Injection
dans la colonne

2.4. Colonne

En mode analytique, les

Figure : Injecteur avec une boucle [59].

colonnes en inox ont géem@ent un diametre interne de 4,6mm. La

longueur est de 5, 10, 15, ou 25cm. Le remplisgagesilice, silice greffée ou particules

polymériques) a une granulométrie de 3, 5, ouniOLe diamétre interne d'une colonne est

usuellement de 4 ou 4,6 mm, mais si des substgnoes doivent étre collectées en fin de

chromatogramme, des colonnes de gros diamétretseroessaires [60].

1 - colonne

2 - précolonne 3 - disque fritte 4 - raccord

Figure : Modele d’'une colonne standard avec précolonne [59]
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2.5. Phase stationnaire [61]
Il existe deux possibilités : soit la phase stataire est polaire (on parle de HPLC en phase

normale), soit elle est apolaire (on parle de HRb(hase inverse).

2.5.1. En phase normale

Les colonnes sont souvent constituées de finescpiat (augmentation de la surface de
contact) de gel de silice, qui portent des fondiasilanols polaires (-OH). Ce matériau a
cependant un inconvénient : il se dégrade aveanig@s, ce qui impacte la reproductibilité des

résultats.

2.5.2. En phase inverse

On utilise souvent de fines particules de gel deesmais sur lesquelles on a greffé, sur les
groupements — OH, des chaines apolaires (alkyl€s, &3, Cg, Cis, Phényl, Cyano, etc.). Outre
le fait que cela rend le support apolaire, celang¢régalement de le stabiliser dans le temps.
En fonction des chaines greffées, on obtient desnes plus ou moins hydrophobes que I'on

choisira selon la nature des molécules a séparer.

Tableau : Caractéristiques d’'une HPLC en phase normale phase inverse [61].

HPLC en phase normale HPLC en phase inverse
Phase stationnaire Polaire Apolaire
Phase mobile (mode Gradient de plus en plus Gradient de plus en plus
gradient) polaire apolaire

Les plus polaires sont élués | Les plus apolaires sont €lués en

Elution des composés . )
dernie dernie

2.6. Phase mobile [61]

Comme solvant polaire, on utilise le plus souvédl. Les solvants apolaires sont beaucoup
plus nombreux et seront choisis en fonction desoubdés a séparer. lls sont plus ou moins
apolaires selon les cdshydrophilie/hydrophobicité recherchée est obtepaeun mélange de
ces différents solvants dans des proportions @wmisia phase mobile peut étre binaire (eau +
un solvant organique) ou ternaire (eau + deux stdvarganiques). La colonne peut étre éluée

avec un mélange qui ne varie pas au cours du témnpgsarle de mode isocratique) ou au

\
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contraire qui varie au cours du temps (mode gradien modifiant les proportions relatives

des solvants polaire et apolaire.

2.7. Détecteur [62]
Il existe de nombreux types de détecteurs mais timigent avoir un certain nombre de
caractéristiques pour pouvoir étre utilisés :

- Réponse proportionnelle a la concentration dritsstance détectée ;

- Sensibilité élevée : c’est la pente de la droitgponse = f (Concentration), plus cette pente

sera €leveée et plus le détecteur sera sensibléagbiies variation de concentration ;

- Inertie la plus faible possible : le détecteurtdavoir une réponse rapide et réagir
instantanément aux variations de la concentrallidioit €galement avoir un volume mort aussi

petit que possible ;

- Grande stabilité du signal : ligne de base hottizle (dérive minimale) et la moins bruitée
possible.

Pour gu’un pic soit exploitable, on considere géleénent que son rapport signal / bruit doit

étre au moins de trois.

Le bruit se traduit par des oscillations plus ourmaanarquées autour de la ligne de base, ce
bruit de fond aléatoire provient de diverses causesiation de température, de la pression,
instabilité électronique, etc...

Par ailleurs on doit avoir une ligne de base aoissihe que possible de I'horizontale c’est la

dérive de la ligne de base.

2.7.1. Détecteur par spectroscopie UV-Visible

Il mesure I'absorbance absolue d'un solvant + &alut la différence d'absorbance entre le
solvant et le solvant + soluté (en présence d'eflale de référence) a longueur d'ondes fixe
de 254 ou 280 nm ou a longueur d'ondes variable 80 et 800 nm ou a longueurs d'ondes
multiples comme les réseaux de diodes.

Ce type de détection U.V est le plus répandugsente de nombreux avantages :

- Tres forte sensibilité : on peut détecter dedydem jusqu’a des concentrations de I'ordre de
8-10 mol/l ;

- Grande sélectivité : on peut, en choisissant b&elongueur d’onde, ne détecter que le

Vil
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produit qu'on veut analyser ce qui simplifie le @matogramme en supprimant les pics

indésirables ;

- Les détecteurs pouvant mesurer l'absorbance aegoaigueurs d'ondes simultanément ou
ceux a réseau de diodes tracant le spectre penhddes'assurer de I'homogénéité d'un pic et
ainsi se rendre compte d'une possible co-élutimuisanée de deux composeés différents non

résolus ;

- Renseignements spectraux sur les substances pspeldre UV (réseau de diodes) ;

- Peu sensible aux variations de débit et de terhpéra
- Utilisation et entretien facile ;

- peut étre utilisé en mode gradient d'élution.

L’inconvénient principal est que pour pouvoir étlétectée, la substance doit posséder des
groupements chromophores (doubles liaisons par ge¢m

2.7.2. Détection monochromatique
La détection ne se fait alors que pour une seulgueur d’onde.

Le modele de base est composé de :

- Une source monochromatique (lampe au deutériunuoueacure) ;

- Monochromateur isolant une bande étroite (10 nm)rauraie (raie a 254 nm du mercure par

exemple) ;
- D’une cellule de circulation de volume faible (5 raVec un trajet optique de 1 mmalcm;

- D’'un analyseur optique (photo multiplicateur ou fithode).

2.7.3. Détection polychromatique

Les détecteurs plus perfectionnés permettent de&xagsimultanément le spectre a plusieurs
longueurs d’ondes ou de changer de longueur d’endmurs d’analyse.

On peut aussi, grace a un réseau de diodes, méiabsmrbance simultanément dans tout un
domaine du spectre, on obtient ainsi le spectrel&lVanalyte, ce qui permet son identification.
Dans la pratique les spectres sont stockés en m&eiasont visualisables par la suite a I'aide
d’'un logiciel approprié. On obtient un “spectro-@hmatogramme” en trois dimension » : tr,

A, A\

VI
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2.7.4. Détecteur fluorométrique

Certaines substances sont fluorescentes, c’est @ulielles réémettent sous forme de lumiére
une partie de I'énergie gu’elles recoivent d’'unarse lumineuse excitatrice. On observe la
lumiére réémise dans une direction perpendicubaicelle de la source excitatrice, I'intensité

lumineuse est proportionnelle a la concentrationadsubstance si cette concentration est
suffisamment faible.

Ce type de détecteur est tres sensible (100 a fld®@lus que le détecteur U.V) et est tres

sélectif. On peut étendre son champ d’applicatiotr&nsformant par une réaction appropriée
une substance non fluorescente en une autre gerde Environ 15% des composés chimiques
sont naturellement fluorescent ce qui restreintquespeu son utilisation. Ce type de détecteur

est utilisable en mode gradient.

2.7.5. Détecteur réfractomeétrique

Il mesure la variation de I'indice de réfractiortired’éluant pur et I'éluant en sortie de colonne.
La présence d’'un analyte modifie I'indice de réfi@t et le composé peut étre détecté. Il est
pratiguement universel mais trés peu sensible,sil mus sensible aux variations de
températures. |l est inutilisable en mode gradsent si les solvants utilisés ont des indices de
réfraction trés proches. Les pics obtenus peuvenip@sitifs ou négatifs selon que l'indice de

réfraction augmente ou diminue.

Il existe d'autres types de détecteurs : Condudtimees , infra-rouge, light scatering,

électrochimiques, RMN et spectrométrie de masse.

2.8. Intégrateur- enregistreur

Il s’agit en fait d’un petit ordinateur qui récupéoutes les données issues des détecteurs, trace
les chromatogrammes, integre la surface des piesfet, il imprime un rapport d’analyse
donnant les temps de rétention et les surfacebatgue pic.

On peut le programmer pour qu’il fasse seul legmivalculs conduisant aux concentrations a
partir de chromatogrammes étalon et des chromatoges des mélanges analysés. Lorsque
les pics sont mal séparés on peut par approximg@oussienne déduire la surface des pics
individuels et donc évaluer tout de méme les camatons. Ce type d’appareil évolue

constamment pour devenir plus performants [62].
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3. Domaines d’application de I'HPLC
Grace a ses grandes performances, I'HPLC est langentilisée dans divers domaines,
notamment en :

- Industrie chimique ;

- Agro-alimentaires ;

- Environnement ;

- Pharmacie ;

- Biochimie [63].

4. Applications de la chromatographie

4.1. Information apportée par un chromatographe [6]

4.1.1. Notion du temps

A
Valeur de
détection

Y " » femps

Figure : Représentation des différentes notions de tempspltuichromatographique [60].

- to est le temps du début de l'injection ;

- Le temps mortitest le temps mis par un composé non retenu pdrdsepstationnaire pour
traverser la colonne (temps passé dans la phasiéeinob

- Le temps de rétentiondst le temps mis par un soluté pour traversasltanoe. C'est le temps
passé dans la phase stationnaire et dans le voinore de la colonne. Ce temps est

caractéristique d'un soluté dans des conditiomatyse données.
- La surface du pic est fonction de la quantitedustituant dont il est la trace.

- Le temps de rétention réduit t'r est le temps@asr un soluté dans la phase stationnaire :

Soit: t'r=tr —tm
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4.1.2. Notion de concentration

Le coefficient de partage K :

A un instant donné, le soluté est a la concentrafim dans la phase mobile et Cs dans la
phase stationnaire. Leur rapport a I'équilibreapgtelé coefficient de partage K

_Cs

K =
Cm

Ce coefficient est fonction de 3 types d'affinités

- Celle entre le soluté et la phase mobile ;
- Celle entre le soluté et la phase stationnaire ;

- Celle entre les phases mobile et stationnaire.

Le facteur de capacité K' est le rapport de la tiigad'un soluté dans la phase stationnaire et
dans la phase mobile
Cs X Vs VS

:—:K
CmXxXVm SVm

!

Vs : volume de la phase stationnaire
Vm : volume de la phase mobile ou volume mort
K' est aussi le rapport du temps passé par unésgduts la phase stationnaire sur le temps passé

par ce méme soluté dans la phase mobile.

4.2. Analyse qualitative

4.2.1. Notion d’efficacité ou performance d’'une donne

La largeur d’'un pic est caractéristique de I'effité de la séparation. Plus le pic est fin plus la
chromatographie est efficace [58].

L’efficacité d’'une colonne de chromatographie pgekprimer par le nombre N de plateaux
théoriques qu’elle posséde. Plus le nombre dealatest élevé, plus la colonne est efficace.
On définit également la hauteur équivalente desplat théoriques (HEPT) : H=L/N

Avec la longueur de la colonne. Plus la hauteupldéeau H est faible, plus la colonne est

efficace.

Plusieurs relations dans le cas de pics symétriggaasssien) permettant de calculer le nombre

de plateaux théoriques en fonction des grandeur&tdetion utilisées [64] :

N= 16 (ir k) 2 = 5.54 (ir 6) 2

Xl
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Il existe de nombreux facteurs qui peuvent entrdidrgissement des pics, entre autres :

. La diffusion turbulente : I'élargissement est expliqué par le fait qu’il &®i différents
chemins parcourus par les molécules d’un solutéhgueur des chemins n’étant pas la méme,
elles ne mettent pas toutes le méme temps pouert@vla colonne, le pic s’élargit. Ce

phénomene est fonction des particules et de réguthr remplissage.

. La résistance au transfert de massd’élargissement est expliqué par I'accumulation
de phase mobile dans les anfractuosités du supyestmolécules qui y diffusent vont moins

vite que celle qui n'y diffusent pas.

. La diffusion longitudinale : ce phénomene diminue quand la vitesse de la phabie
augmente. Dans la pratique cette diffusion estigégible en HPLC.

En conclusion l'efficacité calculée d’'une chromatgmhie, représentée par la HEPT, est
fonction de la vitesse de la phase mobile doncathét cet de la qualité (régularité, remplissage)

de la phase stationnaire [58].

4.2.2. Qualité de la séparation [58]
Une bonne séparation se traduira par une sépawisbincte des pics correspondant a chacun
des produits. On peut I'apprécier statistiquementcalculant certaines notions a savoir la

sélectivité et la résolution.

4.2.2.1. Sélectivitéa

Pour calculer ce facteur, on doit tout d’abord miéfin premier parametre, le facteur de capacité
K : k'= (tr-t0)t0

Le facteur de la sélectivité, qui mesure I'aptitude de la colonne a séparecdegposes 1 et 2
est égale aa =k'2/k’1

Les valeurs de sont en général comprises entre 1.05 et 2. Siltenne est efficace (N éleveé),

des valeurs supérieures ne sont pas nécessaires.

4.2.2.2. Résolution R
Le but de la chromatographie est bien évidemmerdégarer les composeés. L'efficacité de
cette séparation est appréciée par le parametedéagsolution R :

R= 2 (t2-t1) / p2+wl)

Deux composés sont séparés si la différence de temnps de rétention est supérieure ou égale

a la somme des demi-largeurs des pics (R = a 1). En fait, étant données la forme des pic

Xl
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(des gaussiennes) pour R=1 il y a 2% de recouvredencomposés. Une séparation totale
nécessiterait R ou =a 1,5.

En combinant les différentes équations précédeptegqeut exprimer la résolution sous la

forme :

R=U4/N[(a—-1)/a][K/(1+k)]
Cette relation comporte trois termes : I'efficaditgla sélectivité a, le factede capacité k'.

On peut jouer sur ces trois termes pour réaliserséparation de deux composes :

- En utilisant des colonnes plus performantegl@\é) et plus longues ;

- En prenant des solvants peu éluant (k’ élewas mhne sert a rien d’aller au-dela de k’=10 ;

ceci augmente la durée des analyses ;

- En choisissant avec discernement une colonme sblvant approprié€s, c’est-a-dire en jouant
sur la sélectivité (c’est le point le plus impottat c’est la gu’intervient I'expérience de

I'utilisateur).

4.3. Analyse quantitative [62]
La surface d'un pic est proportionnelle a la quéntijectée de I'analyte correspondant. On doit
au préalable s’assurer que cette condition indisgdae est bien remplie. Le détecteur ne donne
une réponse linéaire que pour une certaine gammeodeentrations, on doit donc
impérativement se placer dans cette zone de répimdsere et mettre au pont les dilutions
nécessaires de I'échantillon et des étalons poiregusoit ainsi.
On aalors:

A=Km.M

Avec :
A : aire de pic.
M : masse de compose injectée.

Km : coefficient de réponse massique du détectans ¢es conditions utilisées.

Dans la pratique, on injecte les composeés en sol@i on préfere utiliser les concentrations
plutét que les masses. Il y a une proportionnalitiée la masse injectée et la concentration du

soluté, a condition de toujours injecter le mémikeime de solution. On écrira donc :

A= Kc.C

Xl
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Avec :
A : air du pic.
C : concentration du compose injectée.

Kc : le coefficient de réponse du détecteur.

XV



Annexell Table de student

TABLE DE STUDENT

La table donne la probabilité o pour que t égale ou dépasse, en valeur absolue,
une valeur donnée, en fonction du nombre de degrés de liberté (ddl).

Exemple : avec ddl = 10, pour t= 2,228, la probabilité est o = 0,05

@ 090 | 0,50 0,30 | 0,20 0,10 | 0,05 | 0,02 0,01 | 0,001

|

0,158 | 1,000 1963 | 3078 6,314 | 12,706 | 31821 63,656 636,578
0,142 | 0816 1386 | 1886 2920 4303 6965 9,925 | 31600
0,137 | 0,765 @ 1250 | 1638 2353 3,182 4541 5841 | 12924
0,134 | 0,741 | 1190 | 1,533 2132 | 2,776 | 3,747 4,604 | B610
0,132 | 0,727 | 1156 | 1476 2015 | 2571 | 3365 4,032 | 6869
0,131 | 0,718 | 1134 | 1440 1,943 2447 3,143 3,707 | 5959
0,130 | 0,711 | 1119 | 1415 1,895 @ 2365 | 2998 3,499 | 5408
0,130 | 0,706 | 1108 | 1397 1.B60 & 2306 | 2896 3,355 5041
0,120 | 0,703 | L100 | 1,383 1,833 | 2262 | 2,821 3,250 | 4781
0,120 | 0,700 | 1093 | 1372 1812 | 2228 | 2764 3,169 | 4587

0,129 | 0,697 1088 | 1363 1,796 @ 2201 | 2718 3,106 | 4437
0,128 | 0,695 1083 | 1356 1,782 @ 2,179 | 2681 3,055 | 4318
0,128 | 0,694 | 1079 | 1350 L7771 | 2,160 | 2,650 3,012 @ 422]
14 0,128 | 0,692 | 1076 | 1345 1761 | 2,145 | 2,624 2,977 | 4,140

b= 5omqamau~—‘&
-

15 | 0128 0691 | 1,074 | 1341 1,753 2131 2602 2947 4073
16 | 0128 0690 | 1071 | 1337 1,746 @ 2,120 | 2583 2921 4015
17 | 0128 0689 1069 | 1333 1,740 @ 2,110 2567 2,898 3965
18 | 0127 0688 | 1067 | 1330 1734 2101 2552 2,878 3922
19 | 0,127 0688 | 1066 1328 1,720 @ 2,093 | 2539 2861 & 3883
20 | 0,127 | 0,687 1064 1325 1,725 2086 2528 2,845 | 3850
21 | 0,127 | 0,686 1063 1323 1,721 | 2080 2518 2831 | 3819
2 | 0,127 | 0686 1061 | 1321 1,717 | 2074 2508 2,819 | 3792
23 | 0,127 | 0,685 1060 1319 1,714 | 2069 2500 2,807 @ 3.768
24 | 0,127 | 0,685 1059 | 1318 1711 | 2064 2492 2797 | 3.745
25 | 0,127 | 0,684 1058 1316 1,708 2060 2485 2,787 | 3725
26 | 0,127 | 0,684 | 1058 | 1315 1,706 | 2056 2479 2779 @ 3707
27 | 0,127 | 0,684 | 1057 | 1314 1,703 | 2052 | 2473 2771 | 3689
28 | 0,127 | 0,683 | 1056 | 1313 1,701 | 2,048 2467 2,763 | 3674
29 | 0,127 | 0,683 | 1055 1311 1,699 | 2045 2462 2,756 | 3,660
30 | 0,127 | 0,683 1055 1310 1,697 2042 | 2457 2750 | 3.646
40 | 0126 0681 1050 | 1303 1,684 2021 2423 2,704 3551
80 | 0,126 | 0,678 1043 1292 1664 199 | 2374 2,639 | 3416
120 | 0,126 0677 1041 | 1280 1,658 1980 2358 2,617 | 3373
o | 0,126 0675 | 1,037 | 1282 1,645 | 1960 | 2327 2,577 | 3293 |
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SE 0.025 1.1cd SE 0.025 SE 1062938 838604
SE 0.025 2.1cd SE 0.025 SE 808354 864635
SE 0.075 1.1ed SE 0.075 SE 2006794 884248
SE 0.075 2.1cd SE0.0752 SE 2315708 2515
SE 0.100 1.1cd SE 0.100 1 SE 3938045 345215
SE 0.100 2.1cd SE0.1002 SE 3508701 25748
SE 0.125 1.1cd SE0.1251 SE 4408605 802187
SE0.125 2.1cd SE0.1252 SE 3723205 867049 |
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%RSD 47489 14.495
Maxinum 5040499 802695
Mmimum 898354 266205
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Résumé

La bioanalyse en vue des suivis théragees et la quantification des médicaments dans
les milieux biologiques est un concept qui prendpties en plus d’ampleur ces derniéeres
décennies. Pour se faire, des méthodes bioanatgticaont optimisées et développées

constamment.

Afin de garantir leur qualité, ces métbodioivent étre validées et documenteées, et ce,
en se basant sur un ensemble de tests statistigudémontreraient I'exactitude, la fidélité et

la reproductibilité des résultats obtenus pour pauensuite, les utiliser en routine.

Notre présent travail est dédié a la mispant et la validation d’'une méthode de dosage
du paracétamol dans une matrice biologique quiesatrines par Chromatographie Liquide a
Haute Performance (HPLC), suivant la démarche haisge basée sur I'application du profil
d’exactitude fondé sur la notion d’erreur totaleai® + écart type), comme outil de décision,
établie par la Société Francaise des Sciencesobinitpies Pharmaceutiques (SFSTP) parue

dans la revue STP Pharma Pratique en janvier 2006.

Au cours de notre manipulation au laborataous avons réalisé une gamme de standards
d’étalonnage et une gamme de standards de vahd#tiat les données nous ont permis de faire
une étude statistique, a savoir le calcul desrestéle validation et I'élaboration du profil

d’exactitude.

En effet les résultats auxquels nous somaresées en suivant notre protocole
expérimental, prouvent que toutes les exigencesifapées élaborées par cette commission
sont remplies et que notre méthode est considéadidevdans lintervalle de dosage
prédéfini [0,025 ; 0,125] mg/ml correspondant & wose de [1 ; 5] g/jour, en prenant en
compte une diurese moyenne de 2I/24h et une élimmarinaire de paracétamol inchangeé

équivalente a 5%, ce qui la rend apte a étre apfdiggn routine ultérieurement.

Mots clés : Paracétamol, matrice, urines, HPLC, bioanalyséidateon analytique, profil

d’exactitude, suivi thérapeutique.



Abstract

Bioanalysis for therapeutic monitoring and quantification of drugs in biological samples
IS a concept that has been gaining momentum over the past decades. For this purpose,

bioanalytical methods are constantly being optimized and devel oped.

In order to guarantee their quality, these methods must be validated and documented, based
on a set of statistical tests that would demonstrate the accuracy, fidelity and reproducibility of
the results obtained, in order to be able to use them in routine.

Our present work is dedicated to the development and validation of a method for the
determination of paracetamol in abiological matrix whichisurine by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), following the harmonized approach based on the application of the
accuracy profile based on the concept of total error (bias + standard deviation), as a decision
tool, established by the French Society of Pharmaceutical Sciences and Techniques (SFSTP)
published in the journal STP Pharma Pratique in January 2006.

During our practice in the laboratory, we realized a range of calibration standards and a
range of validation standards whose data allowed us to make a statistical study, namely the

calculation of the validation criteria and the devel opment of the accuracy profile.

In fact, the results we obtained by following our experimental protocol prove that al the
specific requirements elaborated by this commission are fulfilled and that our method is
considered valid in the predefined dosage interval [0.025; 0.125] mg/ml corresponding to adose
of [1; 5] g per day, taking into account an average diuresis of 2|/24h and a urinary elimination
of unchanged paracetamol equivalent to 5%, which makesit suitable to be applied routinely in
the future

Key words: Paracetamol, matrix, urine, HPLC, bioanalysis, analytical validation, accuracy
profile, therapeutic monitoring
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