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Glossaire 

Affection auto-immune  

Maladie auto-immune : maladie dans laquelle le système immunitaire de l'organisme sécrète 

des anticorps (auto-anticorps) contre ses propres antigènes qu'il considère comme étrangers. 

Assurance qualité 

Selon la norme ISO 8402 « C’est l’ensemble des actions préétablies et systématiques mises 

en œuvre dans le cadre du système qualité, et démontrées en tant que de besoin pour donner la 

confiance appropriée en ce qu’un produit ou service satisfera aux exigences données relatives 

à la qualité ». 

Cellules ß  

Constituent l'un des types cellulaires du pancréas, elles produisent et libèrent de manière 

endocrine l'insuline 

CYP2C8 

C’est un membre du système d'oxydase à fonction mixte du cytochrome P450, est impliqué 

dans le métabolisme des xénobiotiques dans le corps. Le cytochrome P4502C8 possède 

également une activité époxygénase, c'est-à-dire qu'il métabolise des acides gras polyinsaturés 

à longue chaîne, à leurs époxydes biologiquement actifs. 

CYP3A4  

Elle fait partie de la superfamille d'enzymes du cytochrome P450. Ce sont des mono-

oxygénases qui catalysent de nombreuses réactions permettant le métabolisme des 

médicaments. 

FOOD and Drugs Administration (FDA) 

C’est un service du gouvernement américain responsable de la pharmacovigilance, c'est-à-dire 

des études, du contrôle et de la réglementation des médicaments avant leur commercialisation. 

Glucagon  

C’est une hormone hyperglycémiante sécrétée par les cellules alpha des îlots de Langerhans du 

pancréas, et qui agit principalement sur le foie en provoquant une glycogénolyse. 

Glycolyse  

Dégradation du glucose d'un organisme vivant, sous l'action d'enzymes.  

Ilots de Langerhans  

Parties du pancréas contenant des cellules de trois types sécrétant l’insuline, le glucagon et la 

gastrine (hormone de la digestion). 

 

 



 
 

Incrétines  

(GLP-1et GIP) sont des hormones gastro-intestinales qui stimulent la sécrétion d'insuline 

lorsque la glycémie est trop élevée (glycémie postprandiale). Ils ralentissent également la 

vidange gastrique. 

Insulinémie  

Présence d'insuline dans le sang. Les taux normaux d'insulinémie varient de 6 à 26 microU 

par millilitre. 

ISO/CEI 17025  

C’est une norme internationale qui spécifie les exigences générales concernant la compétence 

des laboratoires d'étalonnages et d'essais  

Néoglucogenèse  

C’est le processus de formation du glucose à partir des molécules autre que les glucides. Elle 

a lieu dans le foie. 

Pharmacopée  

C’est un recueil à caractère officiel et réglementaire des matières premières autorisées pour la 

fabrication des médicaments. Elle contient les monographies des substances thérapeutiques, 

elle regroupe tous les médicaments qui peuvent être délivrés par un pharmacien et indique 

leurs dénominations communes, leurs caractères, les méthodes d'essai et d'analyse, les 

méthodes de conservation etc. 

Placebo  

C’est substance sans efficacité pharmacologique mais dont l'effet psychologique peut, chez 

certains malades, jouer un rôle. 

Qualité  

La norme ISO 8402-94 définit la qualité comme suit : « L’ensemble des caractéristiques 

d’une entité qui lui confèrent l’aptitude à satisfaire des besoins exprimés ou implicites ». 
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Définition de quelques paramètres statistiques 

Biais   

Différence entre l’espérance de résultats d’essai et une valeur acceptée comme référence. 

Blanc  

Essai réalisé en l’absence de la matrice (blanc réactif) ou sur une matrice qui ne contient pas 

l’analyte(blanc matrice). Par extension, la réponse instrumentale en l’absence d’analyte est 

utilisée (blanc instrumental). 

Coefficient de corrélation  

Quotient de la covariance de deux caractères par le produit de leurs écarts-types. Il exprime la 

relation éventuelle entre deux variables réputées indépendantes.  

Coefficient de variation  

Pour un caractère non négatif, rapport de l’écart-type à la moyenne. 

Matrice  

Milieu dans lequel se trouve l’analyte. 

Risque ß  

Probabilité de rejeter une hypothèse vraie à l’issue d’un test statistique. 

Ce risque est fixé avant de réaliser un test (habituellement 5 ou 1 %). On l’appelle aussi seuil 

ou niveau d’un test. 

Risque α 

Probabilité de considérer l’hypothèse nulle comme vraie quand elleest fausse. Le risque b 

dépend du test effectué, du risque a choisi et du nombre de degrés de liberté. 

Valeur conventionnellement vraie 

Valeur attribuée à une grandeur particulière et reconnue, parfois par convention, comme le 

représentant pour une incertitude appropriée pour un usage donné 

Valeur de référence acceptée  

Une valeur de référence acceptée est une valeur qui sert de référence, agréée pour une 

comparaison et qui résulte : 

- d’une valeur théorique ou établie,  

- d’une valeur assignée ou certifiée 

- d’une valeur de consensus fondée sur un travail expérimental en collaboration  

- de l’espérance mathématique de la quantité (mesurable) 

 

 

 



 
 

Liste des paramètres statistiques  

a: Pente de la droite de régression linéaire 

b: Ordonnée à l’origine de la droite de régression 

CV : Coefficient de variation  

D: Droite de régression linéaire 

e : Erreur de type aléatoire. 

i : Indice des valeurs individuelles dans le groupe j. 

IRm :Intervalle de confiance de recouvrement moyen Rm 

j: Indice de groupe  

k : Nombre de groupes 

𝒎  :Moyenne des moyennes de groupes  

mblanc :Moyenne de mesure du blanc 

mj :Moyenne de nj valeurs du groupe j 

n : Nombre moyen de valeurs par groupe 

nj :Nombre d’observations du groupe j 

n : Nombre de répétition. 

𝐍 :Nombre totale d’observations yij dans l’ensemble des k groupe. 

𝐍 𝐃𝐋𝐣 :Nombre de degré de liberté du groupe j. 

P : Nombre de série. 

r : Coefficient de corrélation. 

R : Facteur de réponse (quantité /hauteur du signal ) 

Rm :Taux de recouvrement moyen . 

S : Ecart type estimé de n valeurs  

S
2 

: Variance  

S
2
max : Plus grande des variances  

Sblanc : Ecart type de mesure du blanc  

SD : Seuil de détection. 

SQ : Seuil de quantification 

v : Moyenne générale des observations yij des k groupes 

𝐱𝐢𝐣 :Valeur brute indépendante.  

X : La quantité (concentration) 

𝑿 j : Moyenne des valeurs xij du groupe j 

Y :Signal ou réponse de l’instrument 



 
 

𝐲𝐢𝐣 :Valeur brute dépendante. 

𝒀 j : Moyenne des observations yijdans chaque groupe j 

α :Risque de la première espèce.  

β :Risque de la deuxième espèce. 

μ: Concentration introduite
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Introduction  

 Pour garantir qu’un médicament restera sûr et efficace pendant toute sa durée de 

validité, les industries pharmaceutiques sont tenues de prouver la qualité de leurs produits et 

les laboratoires doivent démontrer que l’ensemble des procédés et méthodes utilisés sont aptes 

à l’emploi prévu et donnent les résultats attendus exactes et fiables. 

 

Toute mise au point d’une nouvelle méthode d’analyse doit faire l’objet d’une 

validation analytique avant sa mise en routine, l’objectif de cette dernière est de s’assurer 

qu’une méthode analytique donnera des résultats fiables et reproductibles. 

 

Pour valider une méthode analytique il existe plusieurs protocoles à suivre comme par 

exemple les normes guidelines ICH Q2A et Q2B et celui de la commission SFSTP 92 ;SFSTP 

97 ;SFSTP 2003 et SFSTP 2006 ; L’avantage de la validation analytique est de mettre en 

application les outils statistiques qui nous permettent  de vérifier plusieurs critères de 

validation tels que : la Spécificité-sélectivité, Fonction de réponse, Linéarité, Fidélité 

(répétabilité et fidélité intermédiaire), Justesse, Exactitude, Limite de détection (LD), Limite 

de quantification (LQ), Intervalle de dosage, et Sensibilité. 

 

Notre étude porte sur la mise au point et validation d’une méthode qui va nous 

permettre de doser en même temps la metformine et la sitagliptine de caractéristiques et de 

propriétés différentes par HPLC en appliquant le protocole SFSTP 2006. 

 

Après l’introduction générale, ce manuscrit s'articule autour de deux grandes parties 

suivies d’une conclusion générale. 

La première partie est consacrée à la synthèse bibliographique qui est répartie en trois 

chapitres : 

Chapitre I : généralités  

Chapitre II : les antidiabétiques oraux : metformine et sitagliptine  

Chapitre III : Validation analytique 

La seconde partie est dédiée à l’aspect pratique de notre travail où nous définissons les 

équipements, les méthodes utilisées, ainsi nous décrivons les protocoles expérimentaux suivis 

lors  de la mise au point de la méthode de dosage simultané des deux molécules par HPLC   

Nous présenterons et nous discuterons les résultats obtenus et conclurons à la fin la validité de 
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la méthode analytique objet de l’étude. 

 

Le présent travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Chimie Analytique du 

Département de Pharmacie de la Faculté de Médecine, Université Mouloud MAMMERI de 

Tizi-Ouzou. 
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Objectif  

L’objectif de notre travail est de mettre au point etvalider une méthode analytique de dosage 

simultané de deux antidiabètiques oraux : la metformine et la sitagliptine par 

Chromatographie Liquide à Haute performance afin d’être appliquée en routine en utilisant le 

profil d’exactitude comme outil de décision. Ce dernier est décrit dans le guide de validation 

élaboré par une commission de la Société Française des Sciences Techniques et 

Pharmaceutiques (SFSTP), publié dans la revue STP Pharma Pratique en Janvier 2006. 
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Un patient est diagnostiqué diabétique selon l’OMS dès lors qu’il présente deux glycémies à 

jeun  supérieures à 1.26 g/l, ou qu’une mesure de l’hémoglobine glyquée est supérieure à 6 %, 

ou encore  qu’il  obtient un résultat positif au test d’hyperglycémie provoqué par voie orale.  

Dans le traitement médicamenteux de cette maladie on distingue : les différents types 

d’insulines et les antidiabétiques oraux. Ces derniers sont présentés sous formes de 

comprimés avec  différents modes de libérations. 

1. Généralités sur le diabète  

1.1.Définition du diabète  

Le diabète est une maladie chronique qui apparaît lorsque le pancréas ne produit pas 

suffisamment d’insuline ou que l’organisme n’utilise pas correctement l’insuline qu’il produit. 

L’insuline est une hormone qui régule la concentration de sucre dans le sang. 

L’hyperglycémie, ou concentration sanguine élevée de sucre, est un effet fréquent du diabète 

non contrôlé qui conduit avec le temps à des atteintes graves de nombreux systèmes 

organiques et plus particulièrement des nerfs et des vaisseaux sanguins.[1] 

1.2.Types de diabète  

Le diabète de type 1  

C’est une affection auto-immune, caractérisée par la destruction des cellules ß des ilots de 

Langerhans du pancréas. Le manque d’insuline qui en découle rend l’administration de cette 

hormone indispensable. Cette affection apparaît généralement à un âge précoce et le 

diagnostic est souvent posé suite à la présence de symptômes sévères. [2] 

Le diabète de type 2  

Il apparaît généralement suite à un double dysfonctionnement. D’une part, on voit apparaître 

une résistance à l’insuline des tissus périphériques (insulinorésistance). D’autre part, les 

cellules ß des ilots de Langerhans sont encore capables de produire de l’insuline, mais elles ne 

parviennent pas à compenser la résistance à l’insuline.[2] 

1.3.Les antidiabétiques oraux  

Les antidiabétiques oraux (ADO) sont introduits en thérapie après trois mois d’échec d’un 

régime diététique. Undes critères de choix des antidiabétiques oraux est la surcharge 

pondérale. On distingue les antidiabétiques qui ont une action sur : 

 L’insulinorésistance : biguanides, thiazolidinediones, principalement indiqués chez les 

patients diabétiques obèses. 
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 L’insulinosecrétion : sulfamides, glinides, indiqués en première intention chez les 

patients présentants une obésité peu sévère. 

 Les inhibiteurs de l’alpha-glucosidase indiqués chez les patients présentants des 

glycémies à la limite supérieure. [3] 

Modes d’action des antidiabétiques oraux selon leurs types : les ADO agissent par ; 

 Stimulation de la sécrétion d’insuline : Sulfamides, glinides ; 

 Diminution de la production hépatique de glucose : Metformine ; 

 Augmentation de la captation musculaire du glucose : Glitazones ; 

 Diminution de l’absorption intestinale des sucres alimentaires : inhibiteurs de 

l’alpha-glucosidase ; 

 Diminution de l’insulinorésistance : Sulfamides, glinides, glitazones etmetformine ; 

 Potentialisation de l’action de l’insuline au niveau musculaire : metformine. 

Deux nouvelles classes d’agents antidiabétiques viennent d’être présentées :  

 Les agonistes des récepteurs du glucagon like peptide-1, mimétiques de l’incrétine,  

 Les inhibiteurs de la dipeptidyl-peptidase-4 potentialisant l’activité de l’incrétine.[3] 

2. Généralités sur les comprimés  

2.1.Définition des comprimés 

Ce sont des préparations de consistance solide contenant une unité de prise  d’une ou 

plusieurs substances actives. Ils sont obtenus en agglomérant par compression un volume 

constant de particules ou par un autre procédé de fabrication approprié tel que l’extrusion, le 

moulage ou la cryodessiccation ».[4] 

2.2. Classification des comprimés  

Les comprimés peuvent être classés en deux catégories selon le type de libération  

 Les comprimés à libération conventionnelle. 

 Les comprimés à libération modifiée.[4] 

2.2.1.Comprimés à libération conventionnelle (immédiate)  

Ce sont des formes pour lesquelles la libération du principe actif n’a pas fait l’objet d’une 

modification délibérée résultant de la mise en œuvre d’une formulation particulière et/ou d’un 

procédé de fabrication spécial. [4] 

2.2.1.1. Les comprimés nus ou non enrobés  

Ils  comprennent des comprimés à couche unique et des comprimés à couches multiples 

disposées parallèlement ou concentriquement. Les premiers résultent d’une seule 
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compression, les autres de compressions successives. Ils peuvent être de formes très diverses, 

sécables ou non. Ils se désagrègent rapidement.[4] 

2.2.1.2. Les comprimés enrobés  

Ce sont des comprimés dont la surface est recouverte d'une ou plusieurs couches de mélanges 

de substances diverses comme les résines, les gommes, la gélatine, les sucres, les cires, les 

polyols et les colorants. [5] 

 Quand l’enrobage est constitué d’un film polymère très mince, le comprimé est dit 

pelliculé.  

 Un comprimé dragéifié, quant à lui, est enrobé avec du sucre.[4] 

2.2. 2.Comprimés à libération modifiée  

Ce  sont des comprimés, enrobés ou non, qui sont préparés avec des excipients spéciaux ou 

par des procédés particuliers, ou les deux, visant à modifier la vitesse, le lieu où le moment de 

libération de la (ou des) substance(s) active(s). [4] 

2.2.2.1 Les comprimés à libération prolongée  

Il s’agit de préparations dont la vitesse de libération de la substance active est inférieure à 

celle qu’assurerait la forme à libération conventionnelle administrée par la même voie. La 

dose de principe actif totale y est toujours plus élevée que dans une forme à libération 

conventionnelle 

La vitesse de libération plus lente a pour but d’obtenir une concentration en principe actif la 

plus constante possible dans l’organisme tout en diminuant le nombre d’administrations [4]. 

2.2.2.2.Les comprimés à libération retardée  

Les comprimés à libération retardée sont des formes galéniques où le principe actif est libéré à 

un moment ou un lieu différent par rapport à la forme conventionnelle administrée par la 

même voie.C’est le cas notamment des comprimés gastrorésistants. [4] 

2.2.2.3. Les comprimés à libération accélérée  

Ce sont des préparations dont la vitesse de libération de la substance active est plus rapide que 

celle de la forme à libération conventionnelle destinée à la même voie d’administration.  

Elles sont généralement administrées après mise en solution, on trouve : les comprimés 

dispersibles, solubles, effervescents, orodispersibles et les lyophilisats oraux.[4] 

2.2.3.Comprimés à utiliser dans la cavité buccale  

Ce sont le plus souvent des comprimés non enrobés. Leur formule est établie de façon à 

permettre une libération lente et une action locale de la ou des substances actives ou la 

libération et l’absorption de la (ou des) substance(s) active(s) dans une partie définie de la 

cavité buccale. [4] 
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3. Voie d’administration  

L’administration du médicament par la voie orale est la plus commode et la plus utilisée. 

Cette voie consiste au passage du PA à travers la partie gastro-intestinale. [6]
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Le traitement pharmacologique du diabète comprend soit des médicaments insulinosécréteurs, 

soit des médicaments insulinosensibilisateurs, soit généralement dans un second temps une 

combinaison des deux ; dans ce présent travail nous nous intéressons à la combinaison  de la 

metformine et de la sitagliptine après avoir  étudié les caractéristiques et les propriétés de 

chacune des molécules 

1. Chlorhydrate de metformine  

La metformine est un médicament anti hyperglycémiant préconisé au début du traitement du 

diabète type 2, elle permet de diminuer le taux de glucose sanguin [7]. C’est une molécule qui 

fait partie des biguanides provenant du Lilas Français « Galéga officinalis » une plante 

utilisée en médecine depuis des siècles dont le principe actif (PA) est la galégine ou 

Isomylinebiguanidine.[8] 

 

1.1.Propriétés physicochimiques  

Les principales propriétés physicochimiques du chlorhydrate de metformine sont résumées 

dans le tableau I ci-dessous 

Tableau I : Propriétés physico-chimiques du chlorhydrate de Metformine (A) [9] 

 
1.2. Pharmacocinétique 

1.2.1. Absorption  

Son absorption se fait au niveau de l’intestin grêleavec une biodisponibilité de l’ordre de 50 à 

60%. La demi-vie d’absorption est estimée entre 0,9 et 2,6 heures avec un pic de 

concentration plasmatique atteint en 1 à 2 heures pour une dose de 500 à 1000 mg. [10] 
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1.2.2. Distribution 

La metformine a une fixation protéiqueminime (inférieure à 20%). La molécule se distribue 

suivant un modèle bi-compartimentaldans le secteur plasmatique et intracellulaire, et en 

particulier intra-érythrocytaire. Le volume de distribution moyen estcompris entre 63 et 276 

litres. [3] 

1.2.3. Métabolisme  

La demi-vie plasmatique est estimée entre 1,5 et 4,9 heures. La metformine n’est 

pasmétabolisée au niveau hépatique. [10] 

1.2.4. Elimination 

Son élimination est exclusivement rénale sous forme inchangée, par filtration glomérulaire et 

sécrétion tubulaire. La clairance de la metformine en l’absence d’insuffisance rénale est de 

440 ml/min. En cas d’insuffisance rénale, sa clairance se réduit considérablement en parallèle 

à celle de la créatinine. [10] 

1.3. Pharmacodynamie  

L'effet anti hyperglycémiant de la Metformine résulte essentiellement de la réduction de la 

production hépatique de glucose, principalement par inhibition de la néoglucogenèse et, à un 

moindre degré, par inhibition de la glycolyse. 

En outre, la Metformine potentialise l'effet de l'insuline sur la captation musculaire et 

adipocytaire du glucose. Dans le muscle, elle favorise le stockage du glucose sous forme de 

glycogène, mais n'augmente pas son oxydation. 

Au niveau intestinal, la Metformine réduit l'absorption du glucose, mais cela ne participe 

probablement que de façon marginale à son effet thérapeutique. [11] 

1.4. Toxicité 

 DL50 = 1450 mg / kg (Souris) par voie orale 

 DL50 = 375 mg / kg (Rat) par voie orale [12] 

1.5. Indications thérapeutiques et posologie  

L’indication principale est le traitement du diabète de type 2 associé à une obésité. Une 

autreindication est le diabète de type 1 insulinorésistant associé à une insulinothérapie. 

La posologie usuelle est de 1 à 3 comprimés (dosés à 850 mg) par jour à prendre pendant 

ou à la fin du repas.[3] 

 

2. Phosphate de sitagliptine  

Le phosphate de sitagliptine, appartenant à la famille des gliptines [3], est le premier 

antagoniste sélectif de la dipeptidylpeptidase-4, enzyme dégradant le glucagon-like peptide-
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1(GLP-1). Cette hormone est sécrétée principalement par les cellules L de l’iléon et est 

déficitaire chez le patient diabétique de type 2. Le phosphate de sitagliptine améliore le 

contrôle glycémique (HbA1c) chez les patients insulino indépendants  traités par régime 

seul, par Metformine,  ou par combinaison avec d’autres antidiabétiques oraux. [13] 

2.1. Propriétés physicochimiques 

Les principales propriétés physicochimiques du phosphate de sitagliptine sont résumées dans 

le tableau A II ci-dessous  

Tableau II: Propriétés physico-chimiques du phosphate de sitagliptine (B) [14] 

 

 

2.2.  Pharmacocinétique  

2.2.1. Absorption  

Pour 100 mg chez des sujets sains, la sitagliptine est rapidement absorbée avec un pic de 

concentration plasmatique atteint entre 1 et 4 heures après la dose. La biodisponibilité 

absolue de la sitagliptine est d’environ 87%. [15] 
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2.2.2. Distribution  

Après l’administration d’une dose unique par voie intraveineuse de 100 mg de sitagliptine à 

des sujets sains le volume moyen de distribution est environ de 198 litres, la fraction liée 

réversiblement aux protéines plasmatiques est de 38 %.[15] 

2.2.3. Métabolisme  

L’élimination se fait dans l'urine sous forme inchangée (79 %), les enzymes responsables du 

métabolisme sont le CYP3A4 et le CYP2C8.[3] 

2.2.4. Elimination  

L’élimination s’effectue dans les fèces (13 %) ou dans l'urine (87 %)[3]. La valeur moyenne 

de demi-vie terminale apparente après l’administration d’une dose orale de 100 mg de 

sitagliptine a été d’environ 12,4 heures. la clairance rénale est d’environ 350 ml/min.[15].  

2.3. Pharmacodynamie  

En augmentant les taux d’incrétines  actives, la sitagliptine augmente la libération de 

l’insuline et diminue les taux de glucagon d’une manière glucose-dépendante. L’inhibition 

de la DPP-4 est dose dépendante. Chez les patients diabétiques de type 2 avec 

hyperglycémie, ces modifications des taux d’insuline et de glucagon conduisent à une 

diminution du taux d’hémoglobine (HbA1c) et une diminution des glycémies à jeun et 

postprandiale.[15] 

2.4. Toxicité  

 Par voie orale DL50rat : > 3000 mg / kg.[12] 

2.5. Indications thérapeutiques, Posologie  

La sitagliptine peut être administrée chez le patient diabétique du type 2 lorsque le contrôle 

adéquat de la glycémie n’est pas obtenu avec régime alimentaire et exercice physique. 

Dans toutes ses indications, la sitagliptine est administrée par voie orale à la dose de 100 mg 

en une prise quotidienne, sauf en cas d’utilisation d’une association fixe avec la metformine 

où la dose est donnée en 2 prises de 50 mg.[16] 

 

3. Association metformine- sitagliptine  

La sitagliptine existe également en combinaison fixe avec la metformine, sous le nom de 

Janumet® ; Il n’y a pas d’interactions pharmacocinétiques cliniquement significatives entre la 

sitagliptine et la metformine [17]. 

Cette présentation, à administrer en deux prises par jour, est disponible aux dosages suivants : 

sitagliptine mg 50 plus metformine 500 mg ; sitagliptine 50 mg plus metformine 850 mg et 

sitagliptine 50 mg plus metformine 1.000 mg [18] 
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3.1. Mode d’action  

JANUMET® et JANUMET® XR réunissent deux anti hyperglycémiants possédant des 

modes d’action complémentaires permettant d’améliorer la maîtrise glycémique chez les 

patients atteints de diabète de type 2 : le phosphate de sitagliptine, et le chlorhydrate de 

metformine. 

JANUMET® et JANUMET® XR ciblent les trois principales anomalies liées au diabète de 

type 2 : diminution de la synthèse et de la libération d’insuline, augmentation de la production 

hépatique de glucose et diminution de la sensibilité à l’insuline [19] 

3.2.Indications et utilisations cliniques  

Janumet ® (sitagliptine / metformine) et JANUMET ® XR (sitagliptine / release modified-

chlorhydrate de metformine) est indiqué comme traitement d'appoint à un régime alimentaire 

et de l'exercice  pour améliorer le contrôle glycémique chez les patients adultes atteints de 

diabète sucré de type 2 mal contrôlé par la metformine  ou chez les patients déjà traités par 

l'association sitagliptine et de la metformine. [19]
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La validation des procédés de fabrication constitue une des étapes cruciales et indispensables 

à l’obtention de médicaments de qualité, efficaces et surs. En effet, il s’agit d’un des 

principaux outils de l’assurance qualité permettant de construire la qualité du produit et d’en 

conserver les caractéristiques depuis la conception jusqu’à la fin de la commercialisation. De 

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

fortement le risque d’apparition de non-conformités et de maitriser la non-qualité. [20].  

 

La validation est aussi une exigence réglementaire parue par les instances réglementaires afin 

de guider les industriels dans cette étape importante [21]. C'est aussi une démarche de progrès 

qui, par une meilleure connaissance et une meilleure maîtrise des procédés, permet une 

diminution des coûts de production et de contrôle. [22].  

 

Actuellement, de nouvelles tendances et de nouveaux concepts scientifiques apparaissent afin 

de faire évoluer la validation des méthodes analytiques, avec notamment l’apparition de 

l’utilisation du profil d’exactitude comme outil de décision. Ces nouveaux outils et concepts 

ont pour la plupart comme objectif commun de remettre les résultats obtenus au centre de la 

notion de validation analytique. [23] 

 

1. Définition de la validation  

Selon  ICH Q2(R1) : La validation est « l’établissement de la preuve, en conformité avec les 

principes de bonnes pratiques de fabrication, que la mise en œuvre ou l’utilisation de tout 

processus, procédure, matériel, matière première, article de conditionnement ou produit, 

activité ou système permet réellement d’atteindre les résultats escomptés ». [24] 

2. Objectifs  de la validation  

-Démontrer l’aptitude et la fiabilité d’une méthode vis-à-vis des exigences réglementaires et 

normatives en vigueur. 

-Garantir que chaque mesure qui doit être réalisée en routine est comprise dans une limite 

d’acceptation appropriée au type de procédure analytique et au produit concerné.  

-Obtenir une estimation de la justesse, du biais ou de la fidélité de la méthode,  

-Evaluer le risque statistique lié à son utilisation, qui peut être exprimé par l’incertitude de 

mesure associée au résultat. [23] 
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3. Contextes réglementaires  

Des directives sur la validation des méthodes analytiques sont fournies dans des publications 

comme  les guidelines ICH, notamment le guideline ICH Q2 (R1) paru en 2005 : « Validation 

of AnalyticalProcedures: Text and Methodology »  

Son but est de fournir des recommandations sur la manière d’appréhender les différentes 

caractéristiques de la validation pour chaque méthode analytique. En outre, le document 

fournit une indication sur les données qui devraient être présentées dans un dossier 

d’enregistrement. 

Ce guideline ICH est une exigence réglementaire, toute validation de méthode analytique 

présentée dans un dossier d’AMM doit répondre à ses exigences. 

Il existe également des publications ne constituants pas des exigences réglementaires, comme 

les guides de validation analytique de la SFSTP. 

Ces guides ont été élaborés dans le but d’aider les industriels à valider leurs procédures 

analytiques en appliquant les recommandations réglementaires, dans le but d’obtenir une 

AMM 

 SFSTP « Guide de validation analytique – Rapport d’une commission SFSTP » 

A. Méthodologie, paru dans STP Pharma Prat. en 1992  

B. Exemples d’application, paru dans STP Pharma Prat. en 1992  

 SFSTP « Méthodes chromatographiques de dosage dans les milieux biologiques : 

stratégie de validation. Rapport d’une commission SFSTP »paru dans STP Pharma Prat. 

en 1997. 

 SFSTP « Validation des procédures analytiques quantitatives : Harmonisation des 

démarches » 

A. Généralités, paru dans STP Pharma Pratique en 2003  

B. Statistiques, paru dans STP Pharma Pratique en 2006  

Exemples d’application, paru dans STP Pharma Prat. En2006  

C. Exemples d’application, paru dans Journal of PharmaceuticalandBiomedicalAnalysis 

en 2008 [23] 

4. Critères de validation  

Les principaux critères de validation sont ceux couramment utilisés dans les laboratoires 

d’analyse et dont la nécessité de l’étude a fait l’objet d’un large consensus. Ces critères sont 

les suivants : 
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4.1. Spécificité-sélectivité  

« La spécificité d’une procédure analytique est sa capacité à établir de manière univoque 

l’existence de la substance à analyser en présence d’autres composants potentiellement 

présents » [25] 

4.2. Fonction de réponse (courbe d’étalonnage) 

« La fonction de réponse d’une procédure d’analyse traduit, à l’intérieur de l’intervalle de 

dosage, la relation existant entre la réponse (signal) et la concentration (quantité) en substance 

à examiner dans l’échantillon. La fonction de réponse monotone la plus simple qui exprime 

cette relation est appelée (courbe d’étalonnage) » [25] 

4.3.Linéarité (des résultats d’essai) 

« La linéarité d’une procédure d’analyse est sa capacité à l’intérieur d’un certain intervalle de 

dosage d’obtenir des résultats directement proportionnels à la quantité (exemple : 

concentration) en analyte dans l’échantillon ». [25] 

4.4.Justesse (biais) 

« La justesse exprime l’étroitesse de l’accord entre la valeur moyenne obtenue à partir d’une 

série de résultats d’essais et une valeur qui est acceptée soit comme une valeur 

conventionnellement vraie, soit comme une valeur de référence acceptée (exemple : standard 

international, standard d’une pharmacopée) » [25] 

4.5. Fidélité 

« La fidélité exprime l’étroitesse de l’accord (degré de dispersion, coefficient de variation) 

entre une série de mesures provenant de multiples prises d’un même échantillon homogène  

(Résultats d’essais indépendants) dans des conditions prescrites. La fidélité fournit une 

indication sur les erreurs liées au hasard » [25] 

La fidélité peut être évaluée à trois niveaux : La répétabilité, la fidélité intermédiaire (intra 

laboratoire) et la reproductibilité (inter laboratoire). 

La fidélité traduit uniquement la distribution des erreurs aléatoires et n’a aucune relation avec 

la valeur vraie ou spécifiée.  

 Répétabilité : conditions où les résultats d’essais indépendants sont obtenus par la même 

méthode sur des échantillons d’essais identiques dans le même laboratoire, par le même 

opérateur, utilisant le même équipement et pendant un court intervalle de temps. [25] 

 Fidélité intermédiaire : conditions où les résultats d’essais indépendants sont obtenus par 

la même méthode sur des échantillons d’essais identiques dans le même laboratoire, avec 

différents opérateurs et utilisant des équipements différents et pendant un intervalle de 

temps donné. [25] 
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 Reproductibilité : conditions où les résultats d’essais sont obtenus par la même méthode 

sur des échantillons d’essais identiques dans différents laboratoires, avec différents 

opérateurs et utilisant des équipements différents.[25] 

4.6. Exactitude 

« L’exactitude exprime l’étroitesse de l’accord entre le résultat d’essais et la valeur de 

référence acceptée, aussi appelée : valeur conventionnellement vraie ».[25] 

L’étroitesse de l’accord ainsi observée est la résultante de la somme des erreurs systématique 

et aléatoire, en d’autres termes l’erreur totale liée au résultat. Par conséquent, l’exactitude est 

l’expression de la somme de la justesse et de la fidélité.[25] 

4.7. Limite de détection 

« La limite de détection d’une procédure d’analyse est la plus petite quantité de l’analyte dans 

un échantillon pouvant être détectée, mais non quantifiée comme une valeur exacte dans les 

conditions expérimentales décrites de la procédure ». [25] 

4.8.Limite de quantification 

« La limite de quantification est la plus petite quantité de l’analyte dans un échantillon 

pouvant être dosée dans les conditions expérimentales décrites avec une exactitude définie ». 

[25] 

4.9. Intervalle de dosage 

« L’intervalle de dosage d’une procédure d’analyse est la région entre les niveaux supérieur et 

inférieur (ces valeurs incluses) pour laquelle il a été démontré que la procédure est appropriée 

quant à son exactitude (justesse + fidélité) et sa linéarité, en utilisant la méthode décrite ». 

[25] 

4.10. Robustesse 

«La robustesse d’une procédure d’analyse est sa capacité à rendre des résultats exacts en 

présence de faibles changements de conditions expérimentales susceptibles de se produire 

dans l’utilisation de cette procédure». [26]   

5. Cycle de vie de la méthode  

La mise en œuvre d’une procédure de dosage peut se décomposer essentiellement en quatre 

phases successives : 

 Phase de sélection, qui permet de définir les objectifs et les conditions opératoires 

initiales. 

 Phase de développement, avec ou sans optimisation au moyen de plans d’expériences  

 Phase de validation précédée, selon les cas, d’une phase de prévalidation 
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 Phase d’application en routine, incluant le plus souvent une validation en routine et 

parfois une validation partielle. [25] 

6. Protocoles en phase de Prévalidation  

L’objectif de la phase de prévalidation est de préparer tous les éléments nécessaires à la 

validation formelle de la méthode, tels que la configuration précise du matériel à utiliser, la 

préparation des solutions« mères » et « filles » pour la réalisation des standards d’étalonnage 

et le mode de préparation des standards de validation. L’ensemble de ces informations doit 

idéalement être formalisé dans un protocole avant d’entreprendre la phase de validation.[25] 

 

7. Protocole en phase de validation  

L’ensemble des données de la phase de validation doit faire l’objet d’un rapport détaillé dans 

lequel tous les résultats obtenus doivent être documentés. Au terme de la phase de validation 

et avant son exploitation en routine, la procédure d’analyse doit être complètement décrite 

sous forme d’un mode opératoire standardisé. 

À cette fin, les standards d’étalonnage (SE) doivent être préparés selon le protocole qui sera 

appliqué en routine tant au niveau du mode opératoire que du nombre de niveaux de 

concentration (point d’étalonnage) et du nombre de répétitions par niveau. 

Les standards de validation (SV) doivent quant à eux être préparés dans la matrice et être 

des échantillons indépendants (variance intrasérie) dans la mesure où c’est applicable. En 

effet, ils représentent, en phase de validation, les futurs échantillons que la procédure 

analytique aura à quantifier. Chaque standard de validation est préparé et traité de façon 

indépendante comme un futur échantillon. Ce caractère d’indépendance est fondamental pour 

l’estimation correcte de la variance intersérie.[25] 

Le logigramme de la figure 1 ci-dessous présente la démarche proposée pour sélectionner un 

protocole expérimental de validation en fonction des contraintes ou des spécificités liées à  

la procédure de dosage sous épreuve. 
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Figure 1 : Logigramme permettant de sélectionner un protocole de validation. SE : standard 

d’étalonnage. SV : standard de validation. [25] 

 

Le tableau III ci-dessous présente également, selon le protocole choisi, le nombre total 

d’essais à réaliser pour valider la procédure analytique concernée. 
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Tableau III : Choix du nombre de standards d’étalonnage et de validation en fonction du 

protocole choisi. [25] 

 

8.Etudes statistiques de la validation analytique  

8.1. Spécificité  

La spécificité peut être démontrée de deux façons :  

 Soit en comparant les chromatogrammes obtenus à partir des quatre solutions préparées : 

les chromatogrammes obtenus à partir de la solution standard 100% et l’échantillon 100% 

doivent renfermer des pics au même temps de rétention et avec des surfaces comparables 

et les chromatogrammes obtenus à partir du diluant et de la solution placebo ne doivent 

pas présenter un pic au même temps de rétention que l’analyte. 

 Soit par la comparaison de la droite obtenue avec les standards de validation (avec 

matrice) avec celle obtenue à partir des standardsd’étalonnage. 

La comparaison des droites est basée sur le test t de Student selon une stratégie statistique qui 

permet la recherche d’effet matrice et/ou de l’erreur systématique en vérifiant la spécificité de 

la méthode pour le dosage du principe actif seul et aussi pour la forme reconstituée. [27] 

 

8.2.  Fonction de réponse 

Une fois les expériences réalisées et les données collectées, il convient tout d’abord de 

déterminer, sur la base des standards d’étalonnage (SE), la relation entre la réponse Y et la 
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quantité (concentration) X. Cette relation se caractérise à l’aide d’une fonction f qui doit être 

strictement monotone sur l’intervalle de dosage envisagé: 

                                                    Y = f (X) + ε  

Où ε est l’erreur associée à la fonction de réponse f appelée communément erreur résiduelle. 

Il Faut donc ajuster la fonction de réponse, c’est à-dire évaluer les paramètres du modèle, de 

manière à ce que l’erreur résiduelle soit minimisée. Le tableau IV illustre quelquesexemples 

des différentes fonctions de réponse pouvant être envisagées lors d’une validation des 

méthodes analytiques. [27] 

Tableau IV : Exemples de fonction de réponses [27] 

 

Très vraisemblablement, la plupart des méthodes physicochimiques auront recours à la droite 

(passant par 0 ou non). Pour les méthodes bioanalytiques, la fonction quadratique pourra être 

envisagée dans certains cas. 

Dans le cas d’un immuno-dosage, le choix se portera sur les fonctions logistiques à 4 ou 5 

paramètres. [27] 

 

8.3. Alignement des observations 

Si, pour un niveau de concentration, les quantités introduites ne sont pas identiques pour 

toutes les séries, il est indispensable de procéder à un alignement sur la concentration 

moyenne ; Cela consiste à transformer les réponses observées (yijk → yijk,c) afin de les aligner 

sur cette concentration moyenne. Cet alignement s’effectue par interpolation en ajoutant à la 
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réponse observée la différence entre la valeur de la fonction de réponse considérée à la 

concentration moyenne et la valeur de cette fonction à la concentration introduite. 

En validation, l’alignement s’applique aux réponses obtenues avec les échantillons de 

validation en utilisant les équations ou fonction de réponses obtenues avec les standards 

d’étalonnage. Ainsi l’alignement des nij répétitions du niveau de concentration j de la série i 

s’effectue comme suit [27] : 

𝐲𝐢𝐣𝐤,𝐜 = 𝐲𝐢𝐣𝐤 + 𝐟 𝐱 𝐢𝐣𝐣 − 𝐟(𝐱𝐢𝐣𝐤) 

Tableau V : Règles d’alignement pour différentes fonctions de réponses [27] 

 

 

8.4. Prédictions inverses  

Avant d’effectuer les prédictions inverses, c’est à-dire, calculer des concentrations en retour 

avec la fonction de réponse, il est préférable de s’assurer qu’au sein d’un niveau de 

concentration, les concentrations sont toutes identiques. Si ce n’est pas le cas, il vaut alors 

mieux les aligner comme décrit dans la section précédente [27].Les prédictions inverses pour 

les différents modèles de régression s’obtiennent comme suit (tableau VI): 
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Tableau VI : Calcul des prédictions inverses pour différentes fonctions de réponses.[27] 

 

Si les observations ont été alignées, il faut remplacer les yijk par yijk,c dans le tableau 

précédent. 

Si une transformation a été utilisée il ne faut pas oublier d’effectuer la transformation inverse 

après ce calcul en retour. [27] 

 

8.5. La  justesse  

La justesse (ou le biais) de la méthode au niveau de concentration est obtenue en calculant la 

différence entre la moyenne arithmétique des concentrations introduites et la moyenne des 

concentrations calculées. Le biais peut s’exprimer en termes absolu, relatif ou de 

recouvrement par rapport aux quantités introduites, comme suit: 

𝐛𝐢𝐚𝐢𝐬 𝐣 = µ 
𝐣
− 𝒙 .𝐣. 

𝐛𝐢𝐚𝐢𝐬(%)𝐣 𝟏𝟎𝟎 ×
µ 
𝐣
− 𝒙 .𝐣.

𝒙 .𝐣.
 

𝐫𝐞𝐜𝐨𝐮𝐯𝐫𝐞𝐦𝐞𝐧𝐭 (%)𝐣𝟏𝟎𝟎 ×
µ 
𝐣

𝒙 .𝐣.
 

Où : µ 
𝐣
: moyenne des concentrations calculées du niveau j 

𝒙 .𝐣.: moyenne des concentrations introduites du niveau j.[27] 
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8.6.Fidélité 

L’estimation de la variance intra-série donne une estimation de la variance de répétabilité 

tandis que la somme des estimations des variances intra- et intersérie donne une estimation de 

la variance de fidélité intermédiaire : 

Répétabilité :𝝈 𝟐
𝑹𝒆,𝒋 = 𝝈 𝟐

𝑾,𝒋 

Fidélité intermédiaire :  𝝈 𝟐
𝑰𝑷,𝒋 = 𝝈 𝟐

𝑾,𝒋 + 𝝈 𝟐
𝑩,𝒋 [27] 

 

8.7.Calcul de l’exactitude 

L’exactitude d’un résultat (par opposition à celui de la méthode analytique) exprime 

l’étroitesse de l’accord  entre le résultat d’essai et la valeur de référence acceptée, aussi 

appelée valeur conventionnellement vraie, à savoir pour chaque mesure: 

𝐞𝐱𝐚𝐜𝐭𝐢𝐭𝐮𝐝𝐞 = 𝐗 − µ 

Pour chaque modèle et chaque observation l’exactitude de la mesure en valeur relative, est 

donnée par : 

𝐞𝐱𝐚𝐜𝐭𝐢𝐭𝐮𝐝𝐞 % =
𝐗 − µ

µ
× 𝟏𝟎𝟎 

L’erreur maximale relative observée pour chaque modèle sur l’ensemble des séries 

montredéjà l’impact du choix de la fonction de réponse sur l’exactitude des résultats [27] 

8.7.1 .Erreur totale et profil d’erreur totale 

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

ce qui s’exprime comme suit : 

𝐗 = µ + |𝐁𝐢𝐚𝐢𝐬|𝐩𝐫𝐨𝐜é𝐝𝐮𝐫𝐞 + 𝐅𝐢𝐝é𝐥𝐢𝐭é𝐈𝐧𝐭𝐞𝐫𝐦é𝐝𝐢𝐚𝐢𝐫𝐞𝐩𝐫𝐨𝐜é𝐝𝐮𝐫𝐞 

 

𝐗 − µ = |𝐁𝐢𝐚𝐢𝐬|𝐩𝐫𝐨𝐜é𝐝𝐮𝐫𝐞 + 𝐅𝐢𝐝é𝐥𝐢𝐭é𝐈𝐧𝐭𝐞𝐫𝐦é𝐝𝐢𝐚𝐢𝐫𝐞𝐩𝐫𝐨𝐜é𝐝𝐮𝐫𝐞 

 

𝐗 − µ = 𝐄𝐫𝐫𝐞𝐮𝐫𝐓𝐨𝐭𝐚𝐥𝐞𝐏𝐫𝐨𝐜é𝐝𝐮𝐫𝐞 

 

L’Erreur Totale d’une procédure analytique évalue son aptitude à produire des résultats 

exacts. Donc l’estimation de l’erreur totale d’une procédure est fondamentale pour juger de la 

validité d’une méthode. 

Cette erreur totale, comme indiqué ci-dessus, est la somme de la justesse (biais) et de la 

fidélité 
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Il est normal que l’erreur maximale observée sur un grand nombre d’observations soit 

sensiblement plus grande que l’erreur totale vu que ces erreurs maximales représentent des 

évènements rares tandis que l’erreur totale reflète plutôt les plus grandes erreurs auxquelles 

on peut s’attendre dans la plupart des cas. 

L’erreur totale d’une procédure analytique est donc bien un bon indicateur de l’exactitudedes 

résultats qu’elle produit. [27] 

8.7.2.Calcul de l’intervalle de tolérance  

L’importance dans une validation analytique est la garantie ou une représentation de ce 

qu’une même procédure analytique pourra donner comme résultats dans le futur, C’est le rôle 

de l’intervalle de Tolérance.  L’estimation des paramètres de justesse et fidelité 𝝁𝒋, 𝝈𝑩,𝒋
𝟐 et 𝝈𝒘,𝒋

𝟐  

à chaque niveau de concentration est  une étape indispensable pour calculer la proportion 

attendue de résultats qui se situent dans les limites d’acceptation.  

L’intervalle de tolérance sera calculé pour chaque niveau de concentration envisagé avec les 

standards de validation. Pratiquement, l’intervalle de tolérance se calcule comme suit en 

valeur absolue : 

𝑬𝝁 𝑴,𝝈 𝑴 𝑷𝑿 𝝁 𝑴 − 𝒌𝝈 𝑴 < 𝑋 < 𝝁 𝑴 + 𝒌𝝈 𝑴 | 𝝁 𝑴, 𝝈 𝑴  = 𝜷 

Où : 

𝝈 𝑭,𝑰,𝒋
𝟐 = 𝝈 𝑾,𝒋

𝟐 + 𝝈 𝑩,𝒋
𝟐  

𝑹𝒋 =
𝝈 𝑩,𝒋
𝟐

𝝈 𝑾,𝒋
𝟐

 

𝑩𝒋 =  
𝑹𝒋 + 𝟏

𝒏𝑹𝒋 + 𝟏
 

𝒗 =
(𝑹 + 𝟏)𝟐

(𝑹+
𝟏

𝒏
)𝟐

𝒑−𝟏
+

𝟏−
𝟏

𝒏

𝒑𝒏

 

 

𝑸𝒕  𝒗;
𝟏 + 𝜷

𝟐
  

Le  même intervalle en échelle relative devient :  

𝒃𝒊𝒂𝒊𝒔 % 𝒋 − 𝑸𝒕  𝒗;
𝟏 + 𝜷

𝟐
  𝟏 +

𝟏

𝑷𝒏𝑩𝒋
𝟐
𝑪𝑽𝑭,𝑰,𝒋; 

𝒃𝒊𝒂𝒊𝒔 % 𝒋 + 𝑸𝒕  𝒗;
𝟏 + 𝜷

𝟐
  𝟏 +

𝟏

𝑷𝒏𝑩𝒋
𝟐
𝑪𝑽𝑭,𝑰,𝒋 
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Deux termes sont contenus dans l’intervalle de tolérance : l’un étant la justesse et l’autre 

étant, à un facteur près, le coefficient de variation de fidelité intermédiaire. C’est la raison 

pour laquelle cet intervalle peut ainsi être considéré comme une expression de l’exactitude des 

résultats. Mais l’intervalle de tolérance intègre une dimension supplémentaire, celle de chance 

(ou risque) pour des résultats futurs, conditionnellement à des résultats passés.  La méthode 

peut dès lors être considérée comme exacte au niveau de chance β pour le niveau de 

concentration en question, si l’intervalle de tolérance est inclus dans les limites [-γ, γ] définies 

à priori en fonction des objectifs de la méthode.[27] 

 

8.7.3. Profil d’exactitude et décision  

8.7.3.1. Calcul  

Le profil d’exactitude s’obtient en reliant entre elles les bornes supérieures puis les bornes 

Inférieures de l’intervalle de tolérance : 

𝐋𝒋 = 𝒃𝒊𝒂𝒊𝒔 % 𝒋 − 𝑸𝒕  𝒗;
𝟏+𝜷

𝟐
  𝟏 +

𝟏

𝑷𝒏𝑩𝒋
𝟐 𝑪𝑽𝑭,𝑰,𝒋 

𝐔𝒋 = 𝒃𝒊𝒂𝒊𝒔 % 𝒋 + 𝑸𝒕  𝒗;
𝟏+𝜷

𝟐
  𝟏 +

𝟏

𝑷𝒏𝑩𝒋
𝟐 𝑪𝑽𝑭,𝑰,𝒋 

Le profil d’exactitude de la méthode s’obtient en reliant d’une part les bornes Ljentre elles 

(L1 → L2 → ... → Lm) et d’autre part les bornes Ujentre elles (U1 → U2 → ... → Um).[27] 

8.7.3.2. Choix de la fonction de réponse  

L’utilisation de certaines fonctions ne permet pas à la procédure analytique d’atteindre ses 

objectifs vu que pour certaines concentrations, les limites de tolérances sortent des limites 

d’acceptation. Par ailleurs, parmi les fonctions de réponses acceptables, on pourra remarquer 

que certaines fournissent des résultats meilleurs que d’autres. Ce seront ces dernières qui 

devront être retenues, sachant que  le coefficient de détermination R² est toujours supérieur à 

0.99 et pas en rapport avec la qualité des résultats. 

Le profil d’exactitude, qui est le reflet direct de ce que la procédure analytique est capable, 

permet de juger l’adéquation de différentes pratiques et permet de prendre des décisions sur le 

choix de la fonction de réponse adéquate. [27] 

 

8.8.Linéarité  

La linéarité d’une procédure d’analyse est sa capacité à l’intérieur d’un certain intervalle de 

dosage d’obtenir des résultats directement proportionnels à la quantité (ex : concentration) en 

analyte dans l’échantillon. Rappelons que l’exigence de linéarité s’applique aux résultats 
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(concentration calculée = f (concentrationintroduite)), pas aux réponses (signal = f 

(concentration introduite)). C’est un prérequis à l’estimation de la justesse. A l’inverse, 

l’existence d’une relation linéaire entre la concentration estimée et la concentration introduite 

n’implique pas que la méthode soit juste (ex: biais).[ 27] 

 

8.9.Limites de quantification  

Le profil d’exactitude, construit à partir des intervalles des mesures attendues, permet donc, 

de décider des niveaux de concentration pour lesquels une procédure est apte à fournir des 

résultats dans les limites d’acceptation. Ainsi, par définition quand elle se produit, 

l’intersection entre le profil d’exactitude et les limites d’acceptation définissent les limites de 

quantification basse (LLOQ) et haute (ULOQ) de la procédure. Entre ces deux limites, il y a 

bien sûr l’intervalle de dosage. De la sorte, les limites de quantification sont bien les valeurs 

extrêmes qui peuvent être quantifiées avec une exactitude définie.[27] 

 

8.10.Robustesse  

Pour évaluer la robustesse d’une procédure d’analyse on utilise la technique des plans 

factoriels qui fait varier plusieurs paramètres en même temps. Ce procédé permet dediminuer 

de façon importante le nombre d’essais et l’étude des interactions entre paramètres, c’est-à- 

dire dépend de la modification simultanée de deux ou plusieurs paramètres. 

Le premier paramètre introduit sera toujours la teneur en substance à analyser, à cause de ses 

interactions possibles avec les autres paramètres. L’étude de reproductibilité permet d’orienter 

le choix des paramètres opératoires à étudier grâce aux écarts observés. L’étude de ces écarts 

précisera la valeur de l’écart admissible de ces paramètres à inclure dans les essais des plans 

factoriels [26] 

Plans d’expériences  

Test à quatre essais  

Ce test ne permet l’étude que de deux paramètres, soit la teneur en substance à doser, plus un 

autre .Le plan factoriel appelé 2
2
est résumé par le tableau  VII où A est le premier paramètre 

(la teneur en substance à doser), B le deuxième et AB leur interaction [26] 
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Tableau VII : Plan factoriel 2
2
[26] 

 

Le signe  contenu dans les colonnes A ou B est celui de la déviation du paramètre par rapport 

à sa valeur nominale. Celui de la colonne AB est le produit algébrique des signes de colonne 

A et B 

Pour les premiers essais, les deux paramètres sont maintenus au niveau bas (- -), pour le 

deuxième, le premier paramètre est au niveau haut et le deuxième au niveau bas (+ -).c’est 

l’inverse pour l’essai 3 (- +) ; le quatrième, enfin a les deux paramètres au niveau haut (+ +) 

-Quatre essais seront exécutés en effectuant sur un échantillon, quatre dosage selon les 

modalités ci-dessus .La mesure analytique de chacun des dosages sera notée y1, y2, y3 et y4  

-L’effet du paramètre A sur la mesure analytique n’est pas calculé, il est déjà connu, l’effet du 

paramètre B est calculé comme suit :𝑩 =
𝟏

𝟒
 (−𝒚𝟏 − 𝒚𝟐 + 𝒚𝟑 + 𝒚𝟒) 

-L’effet de l’interaction AB : dans ce cas  A et B varient simultanément : 

𝑩 =
𝟏

𝟒
 (+ 𝒚𝟏 − 𝒚𝟐 − 𝒚𝟑 + 𝒚𝟒) 

L’effet est égal à la moyenne des réponses y, chacune étant munie du signe figurant dans le 

tableau, à l’intersection de la colonne correspondant à l’effet calculé et de la ligne ayant le 

numéro de la réponse considérée 

 

Calcul des limites de confiances : 

 pour l’effet de B : B ± t 
𝑆𝑒𝑥𝑝 𝐷

 𝑛
 

 pour l’interaction AB ± t 
𝑆𝑒𝑥𝑝 𝐷

 𝑛
 

SexpD :est l’écart expérimental des mesures t est le coefficient de Student pour une probabilité 

de 1 –α/2 et le nombre de degré de liberté  de  SexpDet enfin n est le nombre d’essais du test  

 Si l’intervalle de confiance de l’effet d’un paramètre ou d’une interaction contient 

zéro, l’effet de ce paramètre ou de cette interaction est considéré comme nul  
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 Si zéro est à l’extérieur de l’intervalle, le résultat de la mesure est influencé par la 

variation des paramètres en cause  

 Si aucun effet  (autre que celui de la substance à doser) ne diffère significativement de 

zéro la méthode étudiée est stable vis avis des variations des paramètres envisagés, 

dans le domaine de variations considéré  

 Si l’effet des paramètres, ou des interactions de paramètres, produisent un effet 

différent de zéro, ces paramètres devront être fixés de façon précise par le protocole 

d’analyse  

Ces conditions ne sont valables que si l’effet des paramètres étudiés est linéaire par rapport à 

leurs variations [26] 

Test à huit essais  

Ce plan permet de développer l’usage des plans factoriels avec l’utilisation d’aliases, il 

permet de tester trois paramètres A, B, C et ainsi que leurs interactions deux à deux et 

l’interaction des trois paramètres entre eux, le tableau VIII représente un plan 2
3 

[26] 

Tableau VIII: Plan factoriel 2
3
 [26] 

 

Pour la détermination des effets des paramètres A, B, C et de leurs interactions ainsi que leurs 

limites de confiance on procède exactement comme le test à quatre essais  

Les interactions du troisièmeordre, telles que A, B, C se produisent rarement ou, si elles 

existent, sont négligeables, dans ce cas on utilise une colonne correspondante pour placer un 

nouveau paramètre. C’est la technique des aliases l’avantage de la technique est de tester un 

paramètre de plus sans augmenter  le nombre d’essais  
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Dans le cas du test à huit essais, si nous affectons un paramètre D qui choisit de telle façon 

qu’il n’aitpas a priori interaction avec les autres paramètres à la colonne ABC. Les 

interactions seront les suivantes : 

Colonne AB : interaction AB+CD 

Colonne AC : interaction AC+BD  

Colonne BC : interaction BC + AD [26] 

 Test à seize essais  

Le test permetla vérification  de cinq variables et de toutes leurs interactions du deuxième  

Ordre. Pour la détermination des effets des paramètres et de leurs interactions ainsi que leurs  

limites de confiance on procède exactement comme le test à quatre essais  

-Les effets dont l’intervalle de confiance contient zéro sont considérés comme nuls [26] 
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Ce travail étant focalisé sur la validation analytique de dosage simultané de metformine et 

sitagliptine. L’objectif principal étant de mettre au point et de valider une nouvelle méthode 

de dosage de metformine et de sitagliptine dans un antidiabétique oral sous forme de 

comprimé. 

Le travail est réalisé au niveau du laboratoire de chimie analytique du département de 

pharmacie 

La validation à été faite selon le protocole proposé par une commission SFSTP parue dans la 

revue pharmaceutique STP pharmaceutique en 2006 portant «validation des procédure 

analytiques: harmonisation des démarches  »  

 

1. Matériels 

1.1. Appareillage 

Tableau IX : Matériels du laboratoire de chimie analytique utilisés  
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1.2. Verrerie et autres 

Tableau X : Verreries et autres matériels utilisés 

 

1.3. Matieres premieres  

Tableau XI : Les matières premières utilisées

 

2. Méthodes  

2.1.Choix du Protocole de validation 

Selon le logigramme de la figure 1 ainsi que le tableau III  qui  nous  permettent  de 

sélectionner un protocole de validation  sachant qu’ il n’y a pas d’effet matrice et l’étalonnage 

ne se fait pas à un niveau de concentration, le protocole adopté dans notre étude est le V2 ; en 

ajoutant deux  points supplémentaires pour les SE, c'est-à-dire 5 niveaux de concentrations au 

lieu de trois car selon l’exigence ICH : les SV comportent 5 niveaux de concentrations afin 

d’aligner le nombre de points en SE et SV on a ajouté deux points supplémentaires pour avoir 

le même nombre de concertations . 

Cette modification apportée nous a amenés à  appliquer le protocole nommée le V2 modifié. 

Cela consiste selon SFSTP  de  préparer : 
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-Trois séries de standard d’étalonnage (SE) : Chaque série comporte 5 niveaux de 

concentrations avec deux répétitions par niveau. 

- Trois séries de standard de validation (SV) : Chaque série comporte 5 niveaux de 

concentrations avec trois répétitions par niveau. 

2.2. Préparation des solutions  

2.2.1. Diluant : eau distillé  

2.2.2.Préparation des solutions mères  

La préparation des solutions mères est résumée dans les tableaux suivants : 

Tableau XII:Préparation des solutions A (chlorhydrate de metformine) 

 

 

Tableau XIII: Préparation de la solution B(phosphate de sitagliptine) 
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2.2.3.Préparation des SE :  

Chaque jour, pendant 03 jours, 05 niveaux de concentration sont préparés à raison de 02 

répétitions par niveau. Le tableau ci-dessous résume les étapes de préparation des SE 

Tableau XIV: Préparation des SE 

 

2.2.4. Préparation de la solution placébo  

2.2.3.1. Préparation du granulé du placebo  

On a pris  comme référence les comprimés de Janumet de 950 mg composés de 500 mg 

metformine et 50 mg de sitagliptine  

La masse théorique du placébo dans un comprimé est de 0,42g (950-500-50= 400 mg) soit 4 g 

pour 10 comprimés. 

2.2.3.2.Préparation de la solution placébo de Janumet 

 Peser 1g du granulé de placébo dans une fiole de 100 ml, compléter au trait de jauge et 

mettre aux ultrasons pour une dissolution complète 

 Filtrer par papier filtre puis centrifuger avec la centrifugeuse. 

 Filtrer une seconde fois à l’aide d’un filtre seringue. 

 Procéder à une dilution 1/10 (avec de l’eau distillée) au filtrat obtenu sachant que le 

volume de ce dernier est de 95 ml.  
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2.2.5. Préparation des standards de validation  

Tableau XVI : préparation des SV 

 

 

- Préparation de la solution échantillon 100 % (dans l’analyse en routine) 

Pour que cette méthode puisse être utilisé en routine  pour le dosage de la metformine et de la 

sitagliptine le standard de validation sera préparé comme suit : 

-Peser une prise d’essais des comprimés broyés équivalente à  125 mg  

-Dans une fiole de 50 ml procéder à une dilution 2/50 et filtrer la solution obtenue  

-Dans une fiole de 50 ml procéder à une deuxième dilution 2/50 

2.2.5. Préparation de la phase mobile  

Préparation de Solution tampon dihydrogénophosphate d’ammonium pH=3 /ACNHPLC avec 

des  proportions bien déterminées 
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2.3. Les conditions expérimentales 

Tableau XVII : Conditions chromatographiques de la méthode de dosage 

 

2.4. Préparation de la feuille de calcul 

En utilisant le logiciel Excel de Microsoft office 2016 enregistré, installé sur le système 

d’exploitation Windows 10 authentique. 

L’ensemble des équations rentrant dans l’étude statistique de la validation et la construction 

du profil d’exactitude sont introduites dans un tableur, pour avoir les résultats complets en 

tableaux et en graphes si nécessaire juste en introduisant les données brutes en termes de 

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

1.1. Résultats de l’étape de la mise au point  

On a abouti au :  

- Choix du diluant : eau 

- Choix des niveaux des concentrations qui se fait en fonction de la réponse sont les 

suivants : 80% ,90% ,100%,110%,120% 

- Nous avons étudié les meilleures conditions chromatographiques, ce qui nous a permis 

de fixer les conditions expérimentales suivantes : 

- Phase mobile : NH4H2PO4 pH = 3/ ACN avec des proportions bien déterminées 

- Un volume d’injection de 25µl 

- Une colonne échangeuse d’ions de longueur de 250 mm et de diamètre de 4.5mm 

- Une longueur d’onde de 263 nm dont le choix a été établie en fonction des spectres 

d’absorbance de la metformine et de la  sitagliptine. 

- Une température ambiante et un  débit de 1.2ml/ min  qui nous ont permis d’obtenir un 

temps de rétention adéquat pour les deux molécules et sous une pression correcte au 

niveau de la pompe. 

 

1.2. Résultats de l’étape de validation  

1.2.1. Spécificité  

La spécificité de la méthode est démontrée par deux méthodes : 

1.2.1.1. Par comparaison des chromatogrammes 

L’évaluation de la spécificité est faite par la comparaison du chromatogramme d’un SE et un 

SV d’un même niveau de concentration (niveau 100%) ainsi que celui de la solution placebo 

et diluant non chargé de PA. 

Elle est illustrée dans les figures suivantes  

 

Figure 2 : Chromatogramme du diluant non chargé 
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Figure 3 : Chromatogramme du diluant avec placebo non chargé de PA 

 

 

Figure 4 : Chromatogramme du standard d’étalonnage niveau 100% 

 

 

Figure 5 : Chromatogramme du standard de validation, niveau 100% 

 

Le tableau suivant représente les résultats de la superposition des quatre chromatogrammes : 
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Tableau XVIII : Résultats de la superposition des quatre chromatogrammes 

 
 

La superposition des courbes d’étalonnage et de validation de la metformine et de la 

sitagliptine est présentée dans les figures ci-dessous : 

 

Concentration en mg/ml 

Figure 6: Superposition des courbes d’étalonnage et de validation du chlorhydrate de 

metformine (A) 

 

 

Concentration en mg/ml 

Figure 7 : Superposition des courbes d’étalonnage et de validation du phosphate de 

sitagliptine (B) 

 

 

SE  

SV  
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1.2.2.  Fonction de réponse  

La relation existante entre l’aire du pic (réponse instrumentale) et la masse introduite dans 

lesstandards d’étalonnages (concentration), obtenues sur chacune des trois séries, est 

représentéepour quatre modèles mathématiques.  

Les résultats qui seront désormais élucidés sont basés sur le modèle mathématique choisi, en 

l’occurrence la fonction de réponse :  𝑦 = 𝑓( 𝑥)quinous a donné les résultats suivants : 

 

Cas du Chlorhydrate de metformine  

Tableau XIX : Résultats obtenus pour la fonction 𝑦 = 𝑓( 𝑥) pour A 
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Cas du Phosphate de sitagliptine  

Tableau XX : Résultats obtenus pour la fonction 𝑦 = 𝑓( 𝑥) pour B

 
 

1.2.2.1. Critères de choix de la fonction de réponse 

Pour le choix de la fonction de réponse qui est capable de prédire une proportion suffisante 

des futurs résultats qui se situeront à l’intérieur de la zone d’acceptabilité [-5, +5], nous 

pouvons procéder par deux méthodes soit : 

-Par le calcul des indices : d’intervalle de dosage, indice de justesse, indice de fidélité et 

indice d’exactitude  

- Par comparaison des profils d’exactitude  

Dans notre travail la méthode utilisée pour le choix de la fonction de réponse est celle basée 

sur le profil d’exactitude .les différents modèles de régression testés aboutissant aux profils 

d’exactitude élucidé dans les tableaux ci-dessous : 
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Cas du Chlorhydrate de metformine 

Tableau XXI : Critères de choix de la fonction de réponse pour A 

Modèle de la 

fonction 

réponse 

 

Profil d’exactitude 

 

 

 

𝒚 = 𝒂𝒙 + 𝒃 

limite d’acceptation supérieure   limite d’acceptabilité inférieure 

limite de tolérance supérieure limite de tolérance inférieure 

biais 

 

 

 

 

𝒚 = 𝒂𝒙 

 

 

 

 

 

 𝒚 = 𝒇( 𝒙) 

 

 

 

ln y =f(ln x) 

 



Résultats et discussions 

 

42 
 

Cas du Phosphate de sitagliptine   

Tableau XXII :Critères de choix de la fonction de réponse pour B 

Modèle de 

fonction de 

réponse 

 

Profil d’exactitude 

 

 

 

 

𝒚 = 𝒂𝒙 + 𝒃 

limite d’acceptation supérieure  limite d’acceptabilité inferieure 

limite de tolérance supérieure limite de tolérance inférieure 

biais 

 

 

 

𝒚 = 𝒂𝒙 

 

 

 

 𝒚 = 𝒇( 𝒙) 

 

 

 

 

ln y =f(lnx) 
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Deux modèles mathématiques peuvent être choisis : 

-La fonction réponse de logarithme népérien :𝐥𝐧 𝒚 = 𝒇 𝐥𝐧𝒙  

-La fonction réponse de la racine carrée  𝐲 = 𝐟( 𝐱) 

Conditions de choix de la fonction de réponse  

Les points du biais ainsi que les limites de tolérance du profil d’exactitude choisis doivent être 

rapprochés par rapport aux autres profils d’exactitude afin de minimiser et d’ajuster les 

erreurs mathématiques pour que la fonction choisie puisse être utilisée en routine avec un 

intervalle de dosage le plus large.  

Dans le cadre de notre étude le modèle mathématique choisi est la fonction de réponse de la 

racine carrée :  𝑦 = 𝑓( 𝑥), sachant que ce sont les mêmes étapes aussi suivies avec l’autre 

model (model népérien). 

 

1.2.3. Alignement des observations (réponses)  

Comme pour chaque niveau de concentrations, les quantités introduites ne sont pas 

identiques, l’alignement des réponses sur la moyenne des concentrations introduites est exigé. 

L’alignement appliqué aux réponses obtenues avec les trois séries des standards de validation, 

sur la moyenne des masses introduites pour chaque niveau de concentration théorique est 

résumé dans les tableaux suivants : 

Cas du Chlorhydrate de metformine  

TableauXXIII : Alignement des réponses observées sur les trois séries de validation pour A 
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Cas du Phosphate de sitagliptine  

Tableau XXIV: Alignement des réponses observées sur les trois séries de validation pour B 

 

1.2.4. Prédictions inverses 

C’est les concentrations que  peut  nous fournir la méthode  pour un échantillon inconnu 

Les concentrations inverses prédites desstandards de validation sont calculées en utilisant la 

fonction inverse du modèled’étalonnage.Ces concentrations retrouvées permettent de calculer 

le biais de chaquemesurage, et également de vérifier la linéarité de la méthode, les prédictions 

inverses obtenues à partir des SV sont représentées dans les tableaux ci-dessous : 
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Cas du Chlorhydrate de metformine  

Tableau XXV: Prédictions inverses obtenus à partir des SV de A 

 

Cas du Phosphate de sitagliptine  

Tableau XXVI: Prédictions inverses obtenus à partir des SV du B 

 

1.2.5. Justesse  

La justesse fournit une indication sur les erreurs systématiques de la procédure analytique. 

Elle est exprimée en termes de biais (en mg/ml), de biais relatif (%) ou de taux de 

recouvrement et a été estimée à l’aide des tableaux suivants pour chaque niveau de 

concentration des SV  
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Cas du Chlorhydrate de metformine  

Tableau XXVII : Justesse calculée pour chaque niveau de concentration des SV du A 

 

Cas du Phosphate de sitagliptine   

Tableau XXVIII: Justesse calculée pour chaque niveau de concentration des SV du B 

 

1.2.6.  Calcul de la fidélité 

La fidélité fournit une indication sur les erreurs dues au hasard. Elle a été estimée en calculant 

la répétabilité (MSM) et la fidélité intermédiaire (MSE) à chaque niveau de concentration 

utilisé en validation. 

Elle est exprimée en écarts types relativisés et en coefficients de variation suite à l’étude de la 

variance du modèle choisi qui a donné les résultats suivants dans les tableaux ci-dessous : 
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Cas du Chlorhydrate de metformine  

TableauXXIX : Calcul de fidélité en écarts types relativisés pour A 

 

Tableau XXX: Calcul de fidélité en coefficients de variations pour A 

 

Cas du Phosphate de sitagliptine  

Tableau XXXI: Calcul de fidélité en écarts types relativisés pour B 

 

Tableau XXXII: Calcul de fidélité en coefficients de variations pour B 

 

1.2.7. Exactitude 

Les tableaux suivants élucident pour chaque concentration des standards de validation son 

exactitude relative, et met en avant l’erreur relative maximale observée pour chaque niveau de 

concentration théorique :  
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Cas du Chlorhydrate de metformine   

Tableau XXXIII: Résultats du calcul de l’exactitude relative pour A 

 

Cas du Phosphate de sitagliptine  

Tableau XXXIV : Résultats du calcul de l’exactitude relative pour B 
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1.2.8. Calculdes limites de tolérances  

Les limites inférieure et supérieure de l’intervalle de tolérance sont calculées pour tous les 

niveaux de concentration avec une probabilité β de 95% 

Les résultats des calculs sont  résumés dans les tableaux suivants :  

Cas du Chlorhydrate de metformine  

Tableau XXXV : Calcul des limites de tolérance pour A 

 

Cas du Phosphate de sitagliptine  

Tableau XXXVI: Calcul des limites de tolérance pour B 

 

1.2.9. Profil d’exactitude  

Parmi les différents modèles, nous avons opté pour le modèle de la fonction linéaire racine 

carrée afin d’ajuster les erreurs mathématique, Les figures ci-dessous dans lesquelles l’axe 

horizontal représente les masses théorique allant de 100,2 mg jusqu’à 150,06 mg pour la 

metformine et de 40,19mg jusqu’à 60,06 mg pour la sitagliptine et de  et l’axe vertical le biais 

relatif représente le profil d’exactitude , les profils d’exactitude obtenus pour la fonction 

racine carrée sont représentés dans les figures ci-dessous : 
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Cas du Chlorhydrate de metformine  

 
Figure 8: Profil d’exactitude pour la fonction racine carrée pour A 

 

Cas du Phosphate de sitagliptine   

 
Figure 9 :Profil d’exactitude pour la fonction racine carrée pour B 

 

1.2.10. Linéarité de la justesse  

Au  sens de  la SFSTP 2006 la linéarité exprime  les  valeurs prédites  ou les concentrations 

calculées en fonction  des concentrations introduites (prédites)  

La linéarité de la méthode de dosage est vérifiée sur l’intervalle de validation, en utilisant les 

données des premières répétitions de chaque niveau de concentration, pour les trois séries de 

validation.la vérification de la linéarité de la méthode est résumée dans les tableaux suivants : 
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Cas du Chlorhydrate de metformine 

 

Tableau XXXVII : Vérification de la linéarité de la méthode pour A 

 

Cas du Phosphate de sitagliptine  

Tableau XXVIII : Vérification de la linéarité de la méthode pour B 

 

La linéarité de la relation entre les concentrations retrouvées (𝑐𝑎𝑙𝑐)ou prédites et les 

concentrations introduites (𝑥) est évaluée en représentant graphiquement la 
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fonction[𝑥𝑐𝑎𝑙𝑐=𝑓(𝑥)]  pour les trois séries de validation conjointement les courbes de la 

linéarité de la méthode sont représentées dans les figures suivantes  : 

 
Figure 10 :Courbe linéarité de la méthode pour A 

 

 

Figure 11 :Courbe linéarité de la méthode pour B 

 

Une analyse statistique des  droites obtenues est effectuée, la pente ainsi que l’ordonnée à 

l’origine sont comparées à la valeur de référence et une vérification de l’ajustement est 

effectuée ; les données des droites de la justesse sont représentées dans les tableaux ci-

dessous : 

Tableau XXXIX : Données de la droite du SV de A 
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Tableau XL : Données de la droite du SV de B 

 

La comparaison de la pente et l’ordonnée à l’origine à 0 avec le test de student est résumé 

dans les tableaux ci-dessous : 

Tableau XLI : Comparaison de la pente et l’ordonnée à l’origine à 0 avec le test de student 

pour A 

 

Tableau XLII : Comparaison de la pente et l’ordonnée à l’origine à 0 avec le test de student 

pour B 

 

On a tc supérieur à t0 donc la pente ainsi que l’ordonnée à l’origine sont différents de 0 cela 

veut dire que la pente est l’ordonnée à l’origine sont statistiquement différents de 0  
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1.2.11. Robustesse  

L’étude statistique consiste en premier lieu au calcul des effets d’interactions à partir des 

réponses mesurées et de la matrice d’expérience, qui sera suivi de la recherche de la 

significativité des effets 

Pour l’influence de chaque paramètre et leurs interactions on utilise la méthode du plan 

factoriel qui permet de varier plusieurs paramètres au même temps et de minimiser le nombre 

d’essai à effectuer  

 Dans le cas de notre étude les paramètres à varier sont : Teneurs en PA(A)  Le débit (B)  La 

détection (C) 

Cas du Chlorhydrate de metformine  

Les données brutes et les résultats de la robustesse sont résumés dans le tableau suivant : 

Tableau XLIII: données brutes et résultats de l’étude de la robustesse de A 

 

Nous avons réalisé le plan factoriel suivant : 

Tableau XLIV: matrice des effets du plan factoriel  de A 2
3
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Les effets des paramètres et leurs intervalles sont résumées dans les tableaux suivant :  

Tableau XLV : Calcul des effets des paramètres et leurs intervalles de confiance pour A 

 

 

Cas du Phosphate de sitagliptine  

Les données brutes et les résultats de l’étude de la robustesse sont résumés dans le tableau 

suivant : 

Tableau XLVI: données brutes et résultats de l’étude de la robustesse de B 

 

Nous avons réalisé le même plan factoriel pour la sitagliptine ce qui nous a permis de calculer  

les effets des paramètres et leurs intervalles de confiance comme illustré ci-dessous : 
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Tableau XLVII : Calcul des effets des paramètres et leurs intervalles de confiance pour B 

 

 

2. Discussion  

2.1. Discussion de l’étape de la mise au point  

Les résultats obtenus ont permis d’obtenir des réponses d’aire de pics qui sont acceptables 

L’aspect et la forme des pics sont symétriques avec une résolution  R = 3 qui est de  

largement supérieur à 2 

 

2.2. Discussion de l’étape de  validation 

2.2.1 .Spécificité et effet matrice   

2.2.1.1 Comparaison des chromatogrammes  

La spécificité de la méthode est confirmée par l’absence de pic au même  temps de rétention 

que ceux  de la metformine et de la sitagliptine dans les chromatogrammes obtenus à partir du 

diluant et de la solution placébo comparé aux chromatogrammes obtenus à partir de la 

solution standard.  

On peut dire qu’avec un risque inférieur à 5%, statistiquement la méthode est spécifique. 

2.2.2. Fonction de réponse 

D’après les profils d’exactitude présentés dans les tableaux XXI et XXII et les intervalles de 

mesures (intervalle de dosage) de la méthode qui en découlent pour chaque modèle nous  

constatons  que le modèle de la fonction racine carrée  𝑦 = 𝑓( 𝑥) a donné l’intervalle de 

mesure le plus large de 100,2mg /ml à 150,06 mg /ml pour la metformine et de 40,19 jusqu’à 
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60,06mg/ml pour la sitagliptine ce qui nous a permis de le sélectionner comme modèle qui 

convient le plus à notre méthode de dosage. 

 

2.2.3. Critères de performance de la fonction de réponse choisie 

L’estimation de la fidélité et de la justesse est une étape intermédiaire obligatoire pour 

pouvoir évaluer si la procédure analytique va vraisemblablement pouvoir ou non quantifier 

avec une exactitude suffisante chacune des quantités inconnues, mais elles ne renseignent pas 

sur la qualité des résultats et ne permettent pas de prendre une décision sur la validité de la 

méthode 

 

2.2.4 .Justesse 

L’accord entre la valeur de la concentration moyenne prédite obtenue à partir des trois séries 

de validation et la valeur de la moyenne des concentrations théoriques considérées comme 

étant la valeur de référence est assez étroit pour tous les niveaux, compte tenu du fait que les 

biais relatifs sont inférieurs à 1 % pour les différents niveaux dans le cas de la metformine et 

inferieurs à 1,3 % dans le cas de metformine 

 

2.2.5. Fidélité 

La dispersion des prédictions inverses des concentrations des trois séries de validation est 

assez étroite pour tous les niveaux de concentration, du fait que les coefficients de variance de 

la répétabilité et de la fidélité intermédiairede tous les niveaux est inférieurà 1.5 % dans le cas  

metformine et inférieure à  1% dans le cas la sitagliptine. 

 

2.2.6. Critères de décision sur la validité de la méthode  

2.2.6.1. L’erreur totale  

Cas de la metformine  

Selon les résultats du tableau XXXIII les erreurs maximales de tous les niveaux de 

concentrations sont inférieures à 2 % donc inferieure à la limite d’acceptation 5%.Et ceci est 

confirmé par l’erreur maximale observée pour tous les niveaux lors du calcul d’exactitude 

relative qui ne dépasse pas 1%. 

 

Cas de la sitagliptine 

Selon les résultats du tableau XXXIV, les erreurs maximales de tous les niveaux de 

concentrations sont inférieures à 3% donc inferieure à la limite d’acceptation 5%.Et ceci est 
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confirmé par l’erreur maximale observée pour tous les niveaux lors du calcul d’exactitude 

relative qui ne dépasse pas 2%. 

2.2.6.2. Le profil d’exactitude 

En se référant aux profils  d’exactitudes présentés dans la figure 8 et 9, on considère que la 

méthode mise aux point dans ce présent travail est valide pour l’intervalle de dosage s’étant 

de 100,2mg/ml  à 150,06mg/ml pour la metformine et de  40,19mg/ml à 60,06 mg /ml où le 

profil d’exactitude est compris dans les limites d’acceptation de ±5 %, sachant que cette limite 

d’acceptabilité λ devrait être de 5% pourle dosage d’une substance active dans un produit fini 

Cela signifie que la méthode est capable de produire une proportion de 95% des résultats 

acceptables et seulement 5% des futures mesures d’échantillons inconnus peuvent avoir des 

résultats non fiables. 

Le domaine de la validité de la méthode est donc compris entre les niveaux de concentration 

80% et120%. 

2.2.6.3. Intervalle de dosage 

L'intervalle de dosage est l'intervalle compris entre les limites de quantifications inférieur et 

Supérieur où la procédure analytique atteint l'exactitude souhaitée. 

Selon les tableaux, on remarque que  pour la metformine ainsi que pour la sitagliptine  

-La limite de quantification inferieure est de 80 mg/l. 

-La limite de quantification supérieure est de 120 mg/l. 

-L’intervalle de validité est [LQinf; LQsup] ; selon les résultats, la méthode est tenue pour 

valide dans l’intervalle de 100,02 mg/ml à 150,06 mg/ml  pour la metformine et de 

40,19mg/ml  à 60,06 mg /ml pour la sitagliptine. 

2.2.6.4. Linéarité 

La linéarité de la méthode est démontrée par corrélation des résultats obtenus (masses 

prédites) à des masses réellement introduites de PAdans les gammes des SV. 

Cas du Chlorhydrate de metformine    

 La droite de régression obtenue présente une équationde : y = 0,9108x – 0,9864 avec : 

- un coefficient de corrélation (R²=0,9982). 

-une pente qui est significativement différente de 0, cela veut dire que la régression est 

significative entre la variable expliquée (concentration prédite) et la variable explicative 

(concentration introduite). 

- une ordonnée à l’origine qui  est statistiquement différente  avec 0 au risque de 5 

%,(b=0,9864) 
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Cas du Phosphate de sitagliptine  

La droite de régression obtenue présente une  équation de : y = 0,993x – 0,0555 avec : 

- un coefficient de corrélation (R²=0,987). 

-une pente qui est significativement différente de 0, cela veut dire que la régression est 

significative entre la variable expliquée (concentration prédite) et la variable explicative 

(concentration introduite) donc il existe une relation linéaire  

- une ordonnée à l’origine qui  est statistiquement comparable avec 0 au risque de 5 

%,(b=0,0555) Ce qui nous amène à conclure que la linéarité de la méthode de dosage est 

validée. 

- Le faite que l’ordonné à l’origine  de la droite de linéarité est différente de 0 il faut 

dans l’analyse en routine préparer une gamme d’étalonnage pour la quantification de 

la metformine et de la sitagliptine  dans les solutions échantillon  

 

Robustesse  

On remarque  que pour les deux cas : 

-le paramètreA (teneur en PA) est significatif  

Ceparamètre doit être obligatoirement significatif (S) car la méthode est linéaire 

-Les  paramètres B (débit), C (longueur d’onde) : sont non significatifs (NS) 

-Les interactions AB, AC, ET, ABC sont non significatifs(NS) 

Les autres paramètres et les interactions AB, AC et ABC doivent être non significatifs (NS) 

pour dire que la méthode est robuste suite aux changements des paramètres expérimentaux de 

la méthode.  

 

Conclusion : 

La spécificité, la justesse, la fidélité, la linéarité et l’exactitude de la méthode de 

dosage simultané de la metformine et de la sitagliptine  par HPLC mise au point dans le 

présent travail sont démontrés valides  dans les intervalles de dosage des deux PA 

L’applicationdu Protocol SFSTP 2006 nous a bien permis de mettre au point la 

méthode de dosage simultané de metformine et de la  sitagliptine et valider cette méthode  

dans un intervalle de dosage[100,2 mg/l ; 150,06 mg/l] pour la metformine et de 

[40,19mg/ml ;60.06mg/ml] pour la sitagliptine avec une probabilité de confiance de 95 % 

dans les limites d’acceptation définies ±5 %. 

Autrement dit, 95% des futurs résultats fournis par la méthode analytique développée se 

situeront dans les limites d’acceptabilité et les limites de dosage. 
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La validation des méthodes d’analyse de dosage de substances médicamenteuses est, 

en effet plus ou moins explicitement imposée dans les différentes pharmacopées, elle figure 

parmi les mesures universellement reconnues, comme faisant nécessairement partie d’un 

système exhaustif d’assurance qualité. 

 

La finalité de notre étude a été de valider une méthode de dosage simultané de deux 

principes actifs (Metformine et Sitagliptine) par HPLC en  utilisant le profil d’exactitude 

comme outil de décision de la validation : démarche harmonisée proposée par une 

commission de la SFSTP publiée en 2006 dans la revue STP Pharma Pratique qui consiste à 

évaluer l’exactitude d’une manière globale au lieu de mesurer les critères statistiques 

séparément. 

 

 En premier lieu, nous avons effectué un plan d’étalonnage pour générer un modèle 

d’étalonnage pour chaque série (le jour) permet de relier la réponse analytique (la surface du 

pic) à la concentration introduite. 

 

En deuxième lieu nous avons réalisé un plan de validation pour pouvoir estimer le 

biais et la fidélité de la méthode. Cependant nous avons constaté que la méthode est juste pour 

le dosage des deux principes actifs avec un biais relatif qui ne dépasse pas 1% pour la 

Metformine et inférieur à 1,3% pour la Sitagliptine. Aussi nous avons constaté que la méthode 

est valide puisque les coefficients de variations de répétabilité et de fidélité intermédiaire sont 

généralement inférieurs à 1,5% pour la Metformine et inférieur à 1% pour la Sitagliptine. 

 

En troisième lieu, l’établissement des intervalles de tolérance apparié à des limites   

d’acceptation nous permet de construire les profils d’exactitudes.Les profils d’exactitudes 

construit à l’issue de ce travail caractérisant la validité de la méthode dans  l’intervalle de 

concentration étudié [100,2 ; 150,06] mg/ml pour la Metformine et dans l’intervalle de 

concentration étudié [40,19 ; 60,06] mg/ml pour la Sitagliptine, avec une proportion ß=95% 

de mesures dans les limites d’acceptations (±5%). 

 

Dans le même contexte, nous avons démontré que la méthode est robuste en calculant 

la robustesse. Ce qui nous permet de déclarer que cette méthode peut être utilisée dans le 

contrôle de qualité de routine. 
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1. La chromatographie  

La chromatographie est une méthode analytique qui est largement utilisée pour la séparation, 

l’identification et le dosage des constituants  chimiques dans des mélanges complexes 

Toutes les méthodes chromatographiques  ont en commun l’utilisation simultanée d’une phase 

stationnaire et d’une phase mobile. Les constituants de l’échantillon à analyser sont entrainés 

à travers la phase stationnaire  par le flux d’une phase mobile gazeuse ou liquide, et les 

séparations résultent  de la différence entre les vitesses de progression  des diverses 

substances. [28] 

Chaque séparation effectuée donne lieu à un enregistrement particulier appelé 

chromatogramme qui correspond au tracé des variations de composition de la phase éluée au 

cours du temps. [29] 

 

1.2. Classification des méthodes chromatographiques  

On distingue deux types de méthodes chromatographiques : 

1.2.1. Chromatographie sur colonne ou la phase stationnaire est maintenue dans un tube 

étroit et la phase mobile y progresse  par gravité ou sous l’action d’une différence de pression. 

Dans cette catégorie on trouve : 

 Chromatographie en phase liquide CPL  

 Chromatographie en phase gazeuse  CPG 

 Chromatographie en fluide supercritique CFS 

1.1.2. Chromatographie planaire : la phase stationnaire est présente à la surface d’un 

support plat (chromatographie sur couche mince) ou immobilisé à l’intérieur  des pores d’une 

feuille de cellulose (chromatographie sur papier) dans ce cas la phase mobile se déplace a 

travers la phase stationnaire par capillarité ou sous  l’effet de la gravité. [28] 

 

2. Chromatographie liquide à haute performance (HPLC) 

Elle dérive de la forme la plus ancienne de la chromatographie sur colonne  dont les 

performances se sont trouvées grandement améliorées par la miniaturisation  et la mise au 

point de nouvelles phases stationnaires. Celles-ci formées de microparticules génèrent  des 

colonnes  garnies très compactes qui impose l’emploi, en tête de colonne, de fortes pressions 

pour assurer un écoulement suffisant  de la phase mobile. 

En raison de ces particularités, une chaine HPLC comporte plusieurs modules spécialisés, qui 

se présentent dans des boitiers  distincts ou intégrés dans un même châssis pour des raisons de 

moindre  encombrement. 
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Ces modules sont reliés entre eux  par l’intermédiaire de canalisations de très faible diamètre 

interne (0,1mm) pour assurer la circulation de la phase mobile. 

Elles peuvent être en acier inoxydable ou en PEEK(polyether-etherketone),un polymère 

souple et coloré qui résiste aux solvants usuels ,même sous des pressions élevés (350 bars). 

[29] 

2.1.Principe  

Les composés à séparer (solutés) sont mis en solution d’abord, puis elle sera introduite dans la 

phase mobile liquide (éluant). Grâce à la répartition sélective des solutés entre la phase mobile 

et la phase stationnaire, chaque soluté est donc soumis à une force de rétention exercée par la 

phase stationnaire, et une force de mobilité due à la phase mobile. Suivant la nature des 

molécules, elles interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé 

colonne chromatographique. 

La phase mobile, poussée par une pompe sous forte pression, parcourt le système 

chromatographique. Le mélange à analyser est injecté puis transporté à travers le système 

chromatographique. Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre 

la phase mobile et la phase stationnaire. En sortie de colonne, grâce à un détecteur approprié, 

les différents solutés sont représentés par des pics. L’ensemble des pics enregistrés est appelé 

chromatogramme [30] 

 

 

Figure : Schéma  de principe d’une chaine HPLC. [30] 
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2.2. Les composants d’une chaine HPLC 

2.2.1.Réservoir de la phase mobile  

Les appareils modernes sont équipées  d’un ou de plusieurs réservoirs  en verre ou en acier 

inoxydable, contenant chacun au moins 500 ml de solvant. On y adjoint souvent des 

dispositifs qui permettent  d’en éliminer les poussières et les gaz dissous .en effet ces derniers 

peuvent former des bulles au sein de la colonne, ce qui cause un élargissement des pics ; en 

outre, les bulles et poussières perturbent le fonctionnement du détecteur 

Le dégazage peut s’effectuer par pompage sous vide, pardistillation, par chauffage et 

agitation, ou encore, par barbotage.[28] 

2.2.2.La phase mobile  

La plupart des applications actuelles font appel à des gels de silice transformés, peu polaires, 

de nature plutôt  hydrophobe, on choisit comme phases mobiles des mélanges d’eau et d’un 

modifiant tel le méthanol ou l’Acétonotrile. [29] 

2.2.2.1.Les paramètres qui influencent sur le choix de la phase mobile  

 Miscibilité des solvants et solubilité des solutés : si la phase mobile est constituée par 

plusieurs solvants, ceux-ci doivent être totalement miscibles et les composés à analyser 

doivent y être solubles.  

 Viscosité : La viscosité de la phase mobile a une influence :  

 Sur la cinétique de transfert de masse : une augmentation de la viscosité diminue les 

coefficients de diffusion et de transfert de masse. 

 Sur la pression en tête de colonne. La pression d’entrée de colonne augmente 

proportionnellement à la viscosité de la phase éluante.  

En général, on utilise des solvants dont la viscosité est inférieure à 10
-3

 Pa s. 

 Le pH de la phase mobile : il doit être compris entre 2 et 7,5. Des pH plus élevés 

dissolvent legel de silice et des pH inférieurs à 2 peuvent détacher une partie du greffage 

 Température d’ébullition : Dans la mesure du possible, on évite des solvants trop 

volatils à la température ambiante car il peut se produire un phénomène de dégazage au 

niveau du système de détection, ce qui rend la détection impossible. 

 Pureté des solvants : elle est indispensable pour la chromatographie liquide pour 

améliorer le seuil de détection.[31] 

2.2.3.Pompes 

Toutes les installations HPLC comporte au moins une pompe pour forcer le passage de la 

phase mobile à travers la colonne  dont le remplissage est très compact .il en résulte une 
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pression importante  au niveau de l’injecteur qui peut atteindre et même dépasser 40 MPa 

(400 bars) selon le débit imposé à la phase mobile, saviscosité ainsi que selon la phase 

stationnaire. [29] 

2.2.3.1.Système de pompage 

Suivant leur conception, les chromatographe comportent une ou plusieurs pompes associées à 

une chambre de mélange située en amont ou en aval, elles permettent de délivrer un éluant en 

composition fixe (mode isocratique)ou variable (gradient d’élution). [29] 

 Système en mode isocratique : qui s’effectue avec un solvant de composition constante. 

[28] 

 Système en mode gradient d’élution :qui s’effectue en modifiant  la composition du 

solvant  au cours de l’élution de manière continue ou discontinue  

Les pompes doivent répondre aux exigences suivantes : 

 Fournir des pressions allant  jusqu'à 400 bars 

 Absence de pulsations 

 Débit compris entre  0,1 à 10 ml/min  

 Un contrôle de débit  meilleur que 0,5 % 

 Résistance à la corrosion quel que soit le solvant utilisé.[28] 

2.2.3.2.Types de pompe 

On utilise des pompes conçues pour maintenir un débit non pulsé et stable, même si la 

composition de la phase mobile varie. Ces pompes débit métriques comportent généralement 

deux pistons en série fonctionnant en opposition pour éviter les interruptions de débit dues au 

remplissage du cylindre. Le déplacement pistons est contrôlé par un moteur pas à pas associé 

à une came de forme particulaire.[29] 

2.2.4.Dispositif d’injection de l’échantillon  

La méthode d’introduction la plus utilisée consiste à l’emploie  des boucles échantillonnage 

ces dispositifs font généralement partie intégrante de l’appareillage de l’HPLC moderne. [28] 

2.2.5. La colonne  

Les colonnes HPLC sont usuellement en acier inoxydable, qui ont une longueur  de 10 à 30 

cm et un diamètre intérieur  de 4 à10 mm, avec des tailles  particulaires de 5 à 10 µm .Ce type 

de colonne  offre souvent  de 40 000 à 60 000 plateaux par mètre. 

On a aussi des microcolonnes qui ont un diamètreintérieur de 1à 4,6 avec une longueur de 3 à 

7,5 cm, elles sont remplies de particules de 3 à 5µm, offrent jusqu'à 100 000 plateaux par 

mètre et présentent les avantages de la rapidité et d’une consommation minimale de solvant   
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Parfois des tubes en verre à paroi épaisse sont utilisés dans le domaine des basses pressions 

(<40bars). [28] 

Colonne de garde : on place souvent une courte colonne de protection en amont de la 

colonne analytique afin d’augmenter la durée de vie, en éliminant les poussières et les 

contaminants contenus dans les solvants.[28] 

Thermostat pour de nombreusesapplications, un contrôle  rigoureux  de la température n’est 

pas nécessaire et les colonnes sont utilisées à température ambiante car on obtient  souvent de 

meilleurs chromatogrammes en maintenant  la température de la colonne constante à quelques 

dixièmes de degrés Celsius.[28] 

2.2.6. La phase stationnaire  

La phase stationnaire, maintenue dans la colonne, est constituée  de microparticules 

sphériques ou d’un solide poreux dont la surface au contact de la phase mobile atteint 

plusieurs centaine de m
2
 par gramme, favorisant ainsi les mécanismes de répartition avec les 

différents solutés présents. [29] 

2.2.7. Les détecteurs  

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

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

Généralement, on compare le signal obtenu pour la phase mobile et le soluté à celui de la 

phase mobile seule. 

Le détecteur le plus utilisé en CLHP est un spectrophotomètre d'absorption UV-visible (190-

800 nm) relié à la sortie de colonne.  

Il existe d'autres détecteurs : 

 Réfractomètre différentiel  

 UV à barrette de diodes 

 Electrochimique 

 Fluorimétrique...  

 Ainsi que différents types de couplage :  

 Spectrométrie infrarouge  

 Spectrométrie de masse 

 Résonance Magnétique Nucléaire.[32] 
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2.2.8. L’intégrateur- enregistreur  

L’enregistreur reçoit un signal électrique proportionnel à la concentration de l’analyte qui 

traverse le détecteur. Ce signal est traité, amplifié puis utilisé pour tracer le chromatogramme. 

[30] 

La détection d'un pic chromatographique par l'intégrateur, dépend de 2 paramètres : 

 la largeur attendue des pics. 

 le seuil d'intégration (sensibilité). 

La largeur de pic est à peu près prévisible en fonctions de la technique d'analyse et des 

conditions opératoires. Elle détermine la fréquence d'échantillonnage du signal. Le pic est 

alors découpé en tranches. Le seuil d'intégration est la valeur du signal à partir de laquelle le 

calculateur repère un début de pic. [32] 

3. Les différents modes de séparation 

Il existe différents modes de séparation en chromatographie en phase liquide : 

-la chromatographie d'adsorption (LSC, GSC) (lorsque la phase stationnaire est un solide); 

par extension on pourrait y rattacher la chromatographie d'affinité, qui correspond à un cas 

où les propriétés d'adsorption de la phase stationnaire sont spécifiques vis-à-vis d'un (ou une 

famille de) composé(s). 

-la chromatographie de partage (LLC, GLC), lorsque la phase stationnaire est un liquide 

non miscible avec la phase mobile (mise en jeu de coefficients de partage).  

-la chromatographie d'échange d'ions (IEC), où la phase stationnaire porte des groupes 

fonctionnels acides ou basiques, destinée à séparer des composés ionisés. 

 -la chromatographie d'exclusion (SEC) où la phase stationnaire (poreuse) se comporte 

comme un tamis et sépare les composés en fonction de leur taille; on parle aussi de 

chromatographie de perméation de gel (GPC).[33] 

 

4.Paramètres de la chromatographie  

4.1.Notion de temps  

-t0 est le temps du début de l'injection  

-Le temps mort (tm) est le temps mis par un composé non retenu par la phase stationnaire 

pour traverser la colonne (temps passé dans la phase mobile) 

-le temps de rétention (tr) est le temps mis par un soluté pour traverser la colonne.  

-Le temps de rétention réduit (t'r)est le temps passé par un soluté dans la phase stationnaire, 

soit : 

tr’ = tr –tm       [32] 
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4.2.Notion de concentration 

 Le coefficient de partage K : 

a un instant donné, le soluté est à la concentration Cm dans la phase mobile et Cs dans la 

phase stationnaire. Leur rapport à l'équilibre est appelé coefficient de partage K. 

𝐊 =
𝐂𝐬

𝐂𝐦
 

 Le facteur de capacité K' est le rapport de la quantité d'un soluté dans la phase 

stationnaire et dans la phase mobile. 

𝐊′ =
𝐂𝐬 × 𝐕𝐬

𝐂𝐦 × 𝐕𝐦
= 𝐊 ×

𝐕𝐬

𝐕𝐦
 

Vs : volume de la phase stationnaire 

Vm : volume de la phase mobile ou volume mort 

 K' est aussi le rapport du temps passé par un soluté dans la phase stationnaire sur le temps 

passé  par ce même soluté dans la phase mobile. 

 

𝐊′ =
𝐭𝐫−𝐭𝐦

𝐭𝐦
[32] 

4.3.Notion d'efficacité 

La largeur d'un pic est caractéristique de l'efficacité de la séparation : plus le pic est fin plus la 

chromatographie est efficace. L'efficacité est mesurée par :  

 le nombre de plateaux théoriques Nth 

𝐍𝐭𝐡 = 𝟓, 𝟓𝟒 
𝐭𝐫

𝝎𝟏
𝟐 

 

𝟐

 

avec : 

tr : temps de rétention 

𝝎𝟏
𝟐 
 :largeur du pic à mi-hauteur 

Remarque : Nth est très utilisé en HPLC. Pourtant il serait plus judicieux d'utiliser Neff 

(nombre de plateaux effectifs) puisqu'il dépend vraiment du temps passé dans la phase 

stationnaire 

𝐍𝐞𝐟𝐟 = 𝟓, 𝟓𝟒 
𝒕𝒓 − 𝒕𝒎

𝝎𝟏
𝟐 

 

𝟐

 

-Expérimentalement tm est difficile à déterminer d'ou l'utilisation de Nth.[32] 

 La hauteur équivalente à un plateau théorique : HEPT, qui est définit comme : 
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𝐇𝐄𝐏𝐓 =
𝐋

𝐍𝐭𝐡
 [32] 

avec : 

L : Longueur de la colonne  

Nth : Nombre de plateaux théoriques 

4.4.Qualité de la séparation : 

 Sélectivité : 

Le facteur de sélectivité α permet de préciser les positions relatives de deux pics adjacents A 

et B sur un chromatogramme, il est définit par : [31] 

𝜶 =
𝒕𝒓′(𝑩)

𝒕𝒓′(𝑨)
 

-Il ne peut, par définition être, inférieur à 1  

 La résolution (R) 

Elle quantifie la qualité de la séparation en caractérisant le fait qu'il y ait ou non 

chevauchement de 2 pics contigus. 

𝑹 =
𝒕𝒓𝑩 − 𝒕𝒓𝑨
𝝎𝟎𝑩 −𝝎𝟎𝑨

 

 

 R < 1 : mauvaise résolution 

 1 < R < 1,4 : résolution acceptable  

 1,4 < R < 1,6 : résolution optimale  

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

-Il est parfois utile d'exprimer cette résolution en fonction de la sélectivité et de l'efficacité du 

dernier des 2 pics étudiés 

 

𝑹 =
𝟏

𝟒
×

𝜶−𝟏

𝜶
×

𝑲′𝑩

𝟏+𝑲′𝑩
×  𝑵𝒕𝒉 =

 𝟏

 𝟒
×

𝜶−𝟏

𝜶
×

𝑲′𝑩

𝟏+𝑲′𝑩
×  𝑵𝒆𝒇𝒇  [32] 
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 Spectre d’absorbance de la Metformine  

 

 
 

 Spectre d’absorbance de la Sitagliptine  
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 Spectre d’absorbance du diluant   
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Linéarité 
 

 

 

 

 



 

 
 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 



 

 
 

 

 

 



 

 
 

 

 

 



 

 
 

 

 

 



 

 
 

 

 

 



 

 
 

 

 

ID#2 Compound Name: Metformine 

Title Sample Name SampleID Ret .Time Area 

Série 01 SE80-1.Icd SE SE 4 .758 1430780 

Série 01 SE80-1.Icd SE SE 4.729 1403745 

Série 01 SE 90-1.Icd SE SE 4.727 1554283 

Série 01 SE 90-1.Icd SE SE 4.0722 1485112 

Série 01 SE 100-1.Icd SE SE 4.710 1718561 

Série 01 SE 100-2.Icd SE SE 4.711 1669909 

Série 01 SE 110-1.Icd SE SE 4.700 1851075 

Série 01 SE 110-2.Icd SE SE 4.690 1873210 

Série 01 SE 120-1.Icd SE SE 4.679 2099223 

Série 01 SE 120-2.Icd SE SE 4.686 1735583 

Série 01 SV 80-1.Icd SE SV 4.691 1401923 

Série 01 SV 80-2.Icd SE SV 4.690 1401154 

Série 01 SV 80-3.Icd SE SV 4.685 1394489 

Série 01 SV 90-1.Icd SE SV 4.674 1553185 

Série 01 SV 90-2.Icd SE SV 4.672 1522649 

Série 01 SV 90-3.Icd SE SV 4.666 1548973 

Série 01 SV 100-1.Icd SE SV 4.655 1725578 

Série 01 SV 100-2.Icd SE SV 4.652 1706265 

Série 01 SV 100-3.Icd SE SV 4.649 1692736 

Série 01 SV 110-1.Icd SE SV 4.642 1845283 

Série 01 SV 110-2.Icd SE SV 4.648 1848104 

Série 01 SV 110-3.Icd SE SV 4.638 1846937 

Série 01 SV 120-1.Icd SE SV 4.636 1909100 



 

 
 

Série 01 SV 110-2.Icd SE SV 4.634 1909339 

Série 01 SV 110-3.Icd SE SV 4.633 1901190 

Average   4.677 1652064 

%RSD   0.679 13.929 

Maximum   4.758 2099223 

Minimum   4.633 1380778 

Standard Deviation   0.032 230117 
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Résumé 

 Avant l’autorisation de mise sur le marché d’un médicament, le contrôle analytique 

est une étape importante et nécessaire pour garantir la qualité du produit qui va être délivré 

aux patients. Les laboratoires pharmaceutiques sont tenus de prouver que les méthodes 

utilisées lors de ce contrôle sont parfaitement valides et fiables, en procédant à leur validation. 

  

L’objectif de notre étude est de mettre au point etvalider une méthode de dosage 

simultané de deux antidiabétiques oraux : metformine et sitagliptine par CLHP.La méthode 

analytique a été validée selon l’approche du profile d’exactitude développé par la commission 

de la société française des sciences et techniques pharmaceutiques SFSTP 2006 comme un 

moyen de décision qui permet de prévoir avec quelle garantie une proportion donnéedes 

résultats futurs obtenus avec la méthode seront compris dans des limitesd’acceptabilité fixées 

au préalable. 

 

Les résultats obtenus prouvent que toutes les exigences spécifiques élaborées dans 

cette approche harmonisée sont remplies, c'est-à-dire que la méthode est spécifique, linéaire, 

fidèle, juste, exacte et robuste, ce qui atteste la validité de la méthode proposée dans 

notretravail pour l’utilisation en routine. 

  

Mots clefs : Metformine, sitagliptine, CLHP, validation analytique, SFSTP, profil 

d’exactitude. 



 

 
 

Abstract 

Before the marketing authorization of a medicine, the analytical control is an 

important and necessary step to guarantee the quality of the product that will be delivered to 

patients.Pharmaceutical laboratories are required to prove that the methods used in this test 

are perfectly valid and reliable, by validating them.  

 

The objective of our study is to develop and validate a method of simultaneous dosing 

of two oral antidiabetic agents: metformin and sitagliptin by HPLC.The analytical method has 

been validated according to the approach of the accuracy profile developed by the 

commission of the French Society of Sciences and Pharmaceutical Technics FSSP 2006 as a 

means of decision making that makes it possible to foresee with which guarantee a given 

proportion of the future results obtained with the method will be included within limits of 

acceptability established in advance.  

 

The results obtained prove that all the specific requirements developed in this 

harmonized approach are fulfilled, which means the method is specific, linear, faithful, fair, 

accurate and robust, which attests the validity of the proposed method in our work for routine 

use. 

Keywords: Metformin, sitagliptin, CLHP, analytical validation, SFSTP, accuracy profile 

 

 

 

 

 

 

  


