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Introduction Générale et Objectif

INTRODUCTION GENERALE

Le contexte industriel impose aux entreprises phasutiques de démontrer que I'ensemble
des procedés et des méthodes utilisés pour I'@#ibar d’'un produit de santé conduit

effectivement au résultat attendu.

Avec la mise en place des systemes d’assuranciégdahs les laboratoires, la validation des
méthodes d’analyse est aujourd’hui un obijectif ingoat et omniprésent.

Chaque laboratoire est tenu de prouver que les adéshd’analyses employées pour le
contrble des médicaments sont parfaitement valielediables et de s'assurer qu'elles

répondent bien aux objectifs assignés.

En effet, si la validité d'une méthode analytiquesh pas confirmée, la décision de
conformité ou non des produits finis basée sud@meées obtenues par le contréle qualité en
utilisant cette procédure analytigue devient cdat#s. C’est pourquoi I'assurance de la
fiabilité de la méthode garantie par la validati@st non seulement une exigence

réglementaire, mais également un critere essetgitassurance de la qualité.

Pour cela, toute nouvelle méthode d’analyse mispo@iit au sein d’un laboratoire doit faire
'objet d’'une validation analytique, avant sa me® routine, cette derniére repose sur un
ensemble de mesures expérimentales, et de testtiqi@s qui permettent de prouver

gu’une procédure est suffisamment exacte et fiable.

Actuellement, de nouvelles tendances et de nouveangepts scientifiques apparaissent et
proposent de revoir les bases mémes de la validaimalytique pour une démarche
harmonisée, avec notamment I'apparition de I'wtiisn du profil d’exactitude comme ouitil

de décision.

L’objectif de cette démarche est d’aider les spistés en industrie pharmaceutique, a réduire

le temps et le cout de I'analyse.

Généralement les méthodes d’analyses ont pour tdbjeeffectuer le contrdle qualité du
principe actif ainsi que son dosage pour les forpiesrmaceutiques. La mise au point a
consisté en la détermination des parametres deatain analytique telle décrite dans la

nouvelle approche proposée par SFSTP afin de pougs la validité de la méthode.
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Apres l'introduction générale, ce manuscrit s'atécautour de deux grandes parties suivis

d’une conclusion générale.

La premiere partie correspond a la synthése bitdigque, elle est subdivisée en trois
chapitres :

Chapitre | : Paracétamol

Chapitre Il : Comprimés

Chapitre Il : Validation analytique

La seconde partie est consacrée a la partie peatigunotre travail qui comprend la validation
d’'une méthode de dosage du paracétamol dans desiotis de 500 mg par HPLC.
Nous présenterons et nous discuterons les résalitgaus et conclurons a la fin la validité de

la méthode analytique objet de I'étude.

Le présent travail a été réalisé au niveau du latboe de Chimie Analytique du
Département de Pharmacie de la Faculté de Méedddmeersité Mouloud MAMMERI de
Tizi-Ouzou.
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Objectif

L’objectif de notre travail est de valider une teicjue analytique dedosage du paracétamol
dans les comprimés de 500 mg par Chromatographigda a Haute Performance(HPLC) en
vue d’étre appliquée en routine, en utilisant lefipd’exactitude comme outil de décision, le
décrit dans le guide de validation élaboré par commission de la Société Francaise des
Sciences Techniques et Pharmaceutiques (SFSTR§ pianis la revue STP Pharma Pratique

en janvier 2006.
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Chapitre | Paracétamol

De nos jours, le paracétamol aussi appelé acétpiméme est devenu un des analgésiques et
des antipyrétiques non salicylés les plus utilid®sz 'homme, c’est un médicament d'usage
tres répandu, qui entre dans la composition deno@sbreuses spécialités pharmaceutiques
telles que le Doliprane et I'Efferalgan. Son effitd sa bonne tolérance, son profil
pharmacocinétique, son codt et son acceptabilit®mne médicament de premiere intention

dans le traitement de la douleur d’intensité |égeneodérée.

1. Historique

Acétylaminophénol, mieux connu aujourd’hui sousiten d’acétaminophene (paracétamol),
molécule synthétisée et nommeée par Harmon Northtogse en 1878. Ce composé reconnu
pour ses vertus antipyrétiques a été créé danstldebsubstituer I'écorce de Cinchona dont
dérive la quinine qui était tres utilisée a I'épegat qui devenait rare et chere.

En 1893, un médecin allemand, J. Von Mering, démougs propriétés antipyrétiques et

analgésiques de I'acétylaminophénol, et le recar@&® comme médicament. [1] [2]

En 1898, un pharmacien de francfort, E. Ritsegririent dans cette découverte en éliminant
de nombreuses impuretés générées par le processalsritation de I'acétanili de, le rendant

ainsi moins toxique. [3]

Toutefois, ce n’est que vers 1950 que le paracétaommait un essor lorsqu’il est identifié

comme le principal métabolite actif de la phénaetet de I'acétanilide qui furent, elles

abandonnées pour leur action méthémoglobinisante.

Le paracétamol connait alors un franc succes amngdys anglo-saxons (premiere AMM en
1955 aux Etats-Unis) ; en France (AMM en 1957),dségeloppent aussi de nombreuses
spécialités en vente libre en pharmacie. [2]

En 1956, les comprimés de 500mg de paracétamataittcommercialisés par la compagnie
GlaxoSmithKline sous la marque Panadol®.

Deux années plus tard, des formes pédiatriquesadac@tamol ont était commercialisées :
TynelolElexir® et Panadol Elixir®. [3]

2. Structure et propriétés

2. 1. Structure

Le paracétamol est un dérivé phénolique, c’egbdm-acétyl-amino-phérml. Sa structure
comporte donc un cycle benzénique substitué pgrampement hydroxyle et un groupement
acétamide en positiquara (Figure 1).

Le paracétamol ne comporte pas de carbone asymeion'a pas de stéréo-isomeres [4]
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jsey

Figure 1: Formule chimique du paracétamol.

2. 2. Mécanisme de synthe«du paracétamol

Le paraaminophénol appartient a la famille des phénolssiagua celle des amine
aromatiquesle paracétamol appartient a la famille des amides gu'a celle des phéno
L'atome d'azote diatome d'oxygene sont électronégatifs et de phssdent des doublets
électroniques  non liants. Ce sont des sites riches en électi

Le mécanisme simplifié de la réaction de synthéspatacétamol pt étre modélisé selon

schémal:
H = H/\ H o = Q
7 -.I.. ‘v A / & LS
V24P 0 At aWan%
Para-aminophénol s B \O,
1-amino-4-hydroxybenzéne Anhydride éthanoique H
H pu— H .
- > \q'_‘;- ;‘I}_N ' + H g i \‘|’
~F
]
Paracétamol Acide éthanoique

Schéma : : Mécanisme de synthése du paracétamol
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2. 3. Propriétés physicochimiques

Tableau 1 :Propriétés physicochimiques du Paracétamol. [2] [5]

Formule brute

CsHoaNO2

Dénomination Commune

Internationale(DCI)

Paracétamol
(contraction de para-acétyl-amino-phénol)

Nom chimique

N-(4-Hydroxyphényl) acétamide

Nom IUPAC

4—-acétylaminophénol

Classes chimiques

Acétanilide anilide

Masse molaire 151,2 g/mol
Point de fusion 168-172°C
Densité 1.263 g/cm
Solubilité Soluble dans I'eau (14g/L a 20°C)
Facilement soluble dans I'alcool
Peu soluble dans le chlorure de méthyléne
Aspects Poudre cristalline blanche, inodore, dewsav

amere.

2. 4. Propriétés Pharmacologiques

2. 4. 1 Pharmacocinétiques

2.4.1. 1. Absorption

Le paracétamol est rapidement et presque totalerasotbé au niveau de l'intestin gréle. Le

pic plasmatique est obtenu en15 minutes a 2 heales les formulations. Il existe un effet

de premier passage hépatique peu marqué et sapmodilité absolue par voie orale est

voisine de 80 %. Un retard de vidange gastriqué rearder sa résorption.

La forme soluble (solution, comprimés effervesceetst absorbée plus rapidement que la

forme solide. [2]

2.4.1. 2. Distribution

La concentration plasmatique est maximale 1h a HpBEs la prise orale de comprimés contre moins

de 30 min pour la forme effervescente. Le tempdaiai-vie plasmatique est rapide de 2h a 2h30 aux

doses thérapeutiques. La demi-vie augmente lonsodication au paracétamol avec une concentration

maximale atteinte 4h apres l'ingesti¢8]
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2. 4. 1. 3. Métabolisme

Aux doses thérapeutiques habituelles, 90% du p@mcé subit une métabolisation hépatique
au niveau du cytosol des hépatocytes. Cette cospga’effectue sur le groupement OH
phénoliqgue et mobilise I'acide glucuronique ou ikk sulfurique, le paracétamol est ainsi
transformé en dérivés glucuro- ou sulfoconjugués toxiques qui seront éliminés dans les
urines. Les 10% restant sont métabolisés par kexltgomes P450 (CYP2E1 et CYP3A4) en
un intermédiaire électrophile fortement réactifNecétyl-p-benzo-quinone imine (NAPQI).

Ce dernier est neutralisé par conjugaison avetutatpion et rapidement inactivé en cystéine

non toxique et en métabolite de I'acide mercaptuej§]

2. 4. 1. 4. Elimination

L'élimination du paracétamol est essentiellememtaire : 90 % de la dose ingérée est
éliminée par le rein en 24 heures, principalementissforme glycuroconjuguée et
sulfoconjuguée et moins de 5 % est éliminé soundate paracétamol inchangé. La demi-vie
d'élimination est d'environ 2 heures.

La demi-vie d’élimination du paracétamol adminisppar voie rectale est prés de 2fois
supérieure a celle obtenue par une prise orale.

Les demi-vies d’élimination plasmatiques sont idprds pour les voies orale et
intraveineuse.

En cas d’insuffisance rénale, la demi-vie des deatabolites conjugués est augmentée tandis

gue la demi-vie plasmatique du paracétamol resteaimgée. [2]

2. 4. 2. Pharmacodynamiques
Il a deux actions principales :

» Action antalgique : le paracétamol est dépourvu d’action anti-inflaabmire, il agirait
en bloquant les chémorécepteurs des terminaisongeuses. L'effet antalgique
apparait 30min apres I'absorption, atteint un maximen 2 heures 30 min et disparait
en 4 heures. L'action antalgigue du paracétamotewe les douleurs d’intensité
moyenne, accompagnées ou non d’'un syndrome inflaomma

« Action antipyrétique : le paracétamol inhibe I'action des pyrogenes gades au
niveau des centres hypothalamiques thermorégutateuraugmente la thermolyse
périphérique par le biais d’'une inhibition des pagtandines. [6]
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3. Mécanisme d'action

Bien qu'il soit utilisé depuis longtemps, son mésae d'action est encore mal précisé.
Plusieurs hypotheses ont été discutées.

Tout d'abord, le paracétamol a des propriétés yagtigues et antalgiques. Ceci a suggereé une
cible commune, a savoir les cyclo-oxygénases (CQX4ktivité de ces enzymes conduit a la
production de prostaglandines, substances impl&gdées le mécanisme de la douleur et la
régulation de la température corporelle. Le paeamét n'‘ayant pas de propriétés anti-
inflammatoires, cette hypothese peut étre remissaase.

Un autre mécanisme d'action proposé serait li@cidation des voies sérotoninergiques
descendantes. Cette action a été confirmée chmmrtie. Il s'agit donc d'une action centrale
ayant pour effet d'inhiber les voies de la douleur.

Un troisieme mécanisme proposé plus réecemment eepasla découverte d'un métabolite
hépatique, le p-aminophénol. Il se conjugue a d&acarachidonique sous l'effet de la
FattyAcid Amide Hydrolase(FAAH) au niveau du sientral. Il donne alors naissance a un
composeé (appelé AM404) qui serait impliqué dangplepriétés antalgiques du paracétamol,

par inhibition des prostaglandines. [7]

4. Posologies

Le paracétamol existe sous plusieurs formes galésiq comprimé sec ou effervescent,
poudre en gélules ou sachets, sirop, suppositojeztable pour voie intraveineuse.

Par voie orale, la dose par prise est comprise & et 1000 mg chez I'adulte, avec une
dose journaliere maximale de 4000 mg a un intex\ddl 4 heures entre deux prises.

Chez I'enfant le paracétamol est I'antalgique n@oigle le plus sdr, il est utilisable a la

posologie de 60mg/kg/jr a repartir en 4 prisesesalu rectales.[8]

5. Contre-indications, interactions médicamenteusest précautions d’emploi

Les précautions d’emploi résident essentiellememsdies schémas posologiques. En cas
d’insuffisance rénale, la demi-vie du paracétantah&environ de 2h30, il faut espacer les
prises de 6 heures et de 8 heures minimum en @asuffisance rénale sévere, soit une
clairance de la créatinine inférieure & 10mL/min.

En cas d'insuffisance hépatique lIégére a modéra&odlisme chronique, de malnutrition
chronique ou de déshydratation ainsi que chezdaenis de moins de 50kg, la dose a ne pas

dépasser est de 3g/jour.
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Au cours de la grossesse et de l'allaitement ilasilon du paracétamol est possible et
préconisée aux doses usuelles. [3]

6. Toxicité

Le paracétamol a été largement étudié et sa sécdi@mploi aux doses habituelles

recommandées est connue. Ainsi, aprés une uilisdtirge en clinigue du paracétamol

pendant de longues années, il semble qu'il soibdém d’effets cancérogéne, mutagéene ou
tératogene. Cependant, certains auteurs contiduénidier ce principe actif afin de prouver
son innocuité absolue.

* Un surdosage, a partir de 10 g de paracétamol erseme prise chez I'adulte et 150
mg/kg de poids corporel en une seule prise chedale (selon la susceptibilité des
patients), provogue une cytolyse hépatique.

» Certains ne parlent d’intoxication aigué que poes doses élevées supérieurs a 200

milligrammes par kilogramme. [2]

Conclusion

Les connaissances des patients a propos du paratésgpparaissent satisfaisantes. Les
risques de mésusage avec le paracétamol intéressephrtie restreinte de la population.
Malgré I'ancienneté de cette molécule il demeumen certaines incertitudes concernant son

mode d’action.
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Valider c’est avant tout maitriser.

Depuis toujours les analystes « valident » leurthoues en effectuant des séries de mesures
plus ou moins bien organisées pour essayer de denagu’elles conviennent a leurs
objectifs. Bien sdr, celles et ceux qui sont dags ldboratoires savent qu’une validation doit
étre conduite selon une procédure expérimentale giticte ou on parle de justesse, de
reproductibilité, etc...

La validation est fondée sur une analyse statistioggsée sur un certain nombre de critéres
aboutissant a des méthodes analytiques permegtadomher des résultats fiables, et que la

méthode adoptée a I'application prévue est perfotena

1. Place de la validation dans la qualité

1. 1. Définition de la qualité

La normelSO 8402-94définit la qualité comme suit :

« L’ensemble des caractéristiques d’'une entitdujuonferent I'aptitude a satisfaire

desbesoins exprimés ou implicites ».

1.2. Définition de I'assurance qualité

Selon la normé¢SO 8402

« C’est I'ensemble des actions préétablies et maiguesmises en ceuvre dans le cadre du
systeme qualité, et démontréesen tant que de besoirdonner la confiance appropriée ence

gu’un produit ou service satisfera aux exigencesdesrelatives a la qualité ».

2. Définition et objectif de la validation

2. 1. Définition

Nous avons retenu comme définitions de la validgatiaalytique celle de BPF, FDA et la
norme ISO :

FDA : valider c’est I'établir a I'évidence, avec un dégte confiance élevée et sous une
forme documentée, qu'un procédé déterminé pernaditehir un produit (ou service) qui
atteint des spécifications définies a I'avance.[9]

BPF : la validation c’est I'établissement de la preugs, conformité avec les principes de
bonne pratique da fabrication ; que la mise en eewwr l'utilisation de tout processus,
procédure, matériel, matiére premiere, article deditionnement ou produit, activité ou

systeme permet réellement d’atteindre les résudttemptés. [10]
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Pour la normdSO : elle définit la validation comme étant la confirioat par examen et

fourniture de preuves réelles que les exigencdcpbigérement d’'un usage projeté donnésont

remplies. [11]

2. 2. Objectif
Selon ICH Q2 (R1) : validation d’une procédure gtiqlie : «I’objectif de la validation d’'une

procédure analytique est de démontrer quelle esgrrapriée a l'usage auquel elle est

destinéex».

Elle permet de garantir que chaque mesure quiéiatréalisée en routine estcomprise dans

une limite d’acceptation appropriée au type de @daceanalytique et au produit concerné. Il

faut donc définir correctement a la fois lescomdisi et le but dans lesquels la méthode sera
utilisée. [12]

3. Contexte réglementaire et normatif

3.1. Guidelines ICH (International Conférence on Hamonization)

Les documents élaborés ont été, entre autres :

Q2 : « Analytical Validation »

1-Q2A: « Text on Validation of AnalyticalProcedures »fidégions and terminology” (1995)
2- Q2B: « Text on Validation of Analytical Procedures »&Modology” (1997)

3.2. Guide SFSTP ce guide a été élaboré dans le but d’aider ldssiniels pharmaceutiques

Q2(R1) : «Validation of Analytical Procedures » “Text aneétiiodology”(2005)

a valider leurs procédures d’analyse et de comstiin support permettant a toute analyse une

réflexion sur les méthodes statistiques applicablesvalidation analytique :

v

2-
v

SFSTP : «Guide de validation analytique-Rapporhe’acommission SFSTP»
|. Méthodologie, paru dans STP PharmaPratique982.113]
Il. Exemples d’application, paru dans STP PharmtaRras en 1992.[14]

SFSTP : «Méthodes chromatographiques de dosagelemmnsilieux biologiques » :

stratégie de validation. Rapport d’'une commissi¢is®°, paru dans STP Pharma

Pratique en1997.

SFSTP : «Validation des procédures analytiques tdatives » : Harmonisation des
démarches.

Partie | —Généralités, paru dans STP Pharma Peatiq2003 ;[15]

Partie II- Statistiques, paru dans STP Pharmadeeaen 2006 ; [16]

Exemples d’'application, paru dans STP Pharma Br&006. [17]
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4- Exemples d’application, paru dans Journal of Phaeuiéca and Biomedice Analysis
en 2008. [12]

4. Cycle de vie d’'unanéthode

D’abord, il convient de préciser a quel momentitfvaliderune méthode. En effet, (me
tout processus, les méthocd’analyse naissent, évoluent et disparaissent péciple peu
étrerésumé sous la form&ud cycle de vi, concept déja largemeamployé dans I'approct
systeme. La figurer@sume le cycle de vie d’'une méthode d’an:. [18]

\ (— Cartes de contrdla )
a) Capacité de la mathoda. T e
b} Plan de contrile. KESSEJ o apmude__/

e

‘ 5. Utilisation en routine {
i

&
[ Estimation de l'incertitude

| Werification d'aptitude J

—

= 4. Validation externe ‘
/ Expertisa \ ‘ .
de I'analysta H a) Reproductibilite.
- b} Répétabilita.
P i e 2l
a} Choix des analystes. ./ _— C__ Erude infer-4aboratoires _>
b) Typa de méthode de robusiosse i ——
c} Type de signal. l\\
6. Revalidation
— — 3. Validation interne ‘
& o |
'\..__ plimisation ) - , ¥
———~( Testds mmsmsi) “_ | al Modéle détalonnage.
I M 4| _sensibilite.
(F‘Jan d'axpériance ) "l b} Justessa.
— — = - Specificita.
2. Développement -~ .//;;CE"?‘“’E{-“ST\. c) Fidelita.
de validation P
- \\\ // - Repetabilite (intermnal
a) Optimisation de I'appareillage. s sy - Fidéalita intermadiaira
b) Optimisation du mode opératoira. d} Limite de détection.
c) Mode opératoire normalisé (SOPL g} Limite de quantification.

Figure 2: Cycle de vie d’'une méthode d’'analyse [18]

Ainsi que Tlillustre la figur 3, la mise en ceuvré’'une procédure dedosagepeut se
décomposer essentiellementen quatre phasessuese

- Phase de sélectiaui permet de dinir les objectifs et les conditiorgpératoires initiales

- Phase de développement, avec ou sans optimisatiomoyen de plans d’expérienc
(optimisation robuste) ;

- Phase de validation précédée, selon les cas, ghame de prévalidati;

- Phase d’applicatn en routine, incluant le plisouvent une validation enutine et parfois
une validation partielle. [16]
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5. Critéres de validation analytique

Les principaux critéres de validation sont ceuxraounent utilisés dans les laboratoires
d’analyseet dont la nécessité de I'étude a falij€bd’un large consensus. Ces critéres sont
les suivants : [16]

1- Spécificité-Sélectivité ;

2- Fonction de réponse (courbe d’étalonnage) ;

3- Linéarité ;

4- Fidélité (répétabilité et fidélité intermédigire

5- Justesse ;

6-Exactitude ;

7- Limite de détection (LD) ;

8- Limite de quantification (LQ) ;

9- Intervalle de dosage ;

10- Sensibilité.

5. 1. Spécificité-Sélectivité

La sélectivité ou spécificité d'une méthode est aptitude a mesurer la concentration de
I'analyte sans interférence de la part des autmestituants de I'échantillon.[19]

Une procédure d’analyse est dite « spécifique sgloelle permet de garantir que le signal
mesuréprovient seulement de la substance a anatysegu’elle permet de mesurer

guantitativement unparameétre physico-chimique owgraupement fonctionnel d’'une ou de
plusieurs substance(s)dans I'échantillon.[20]

Dans le cas des méthodes séparatives, on parfd glesélectivitécapacité a difféerencier et

guantifier 'analyte cible en présence d’interféeedans I'échantillon.

5. 2.Fonction de réponse (courbe d’étalonnage)

La fonction de réponse d’'une procédure d’analysduit, & l'intérieur de lintervalle de
dosage, la relationexistant entre la réponse (Bighéa concentration (quantité) en substance
a examiner dans I'échantillon. La fonction de ré&@monotone la plus simple qui exprime

cette relation est appelée « courbe d’étalonnafsp.

5. 3. Linéarité

La linéarité d’'une méthode analytique est sa cépaci’intérieur d’'un certain intervalle de
dosage d’obtenir des résultats directement ptmpmels a la concentration en analyte dans
I'échantillon. [20][19]
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5. 4. Fidélité (précision)

La fidélité de la procédure danalyse exprime Oétgsse de l'accord (degré de
dispersion,coefficient de variation) entre uneesée mesures provenant de multiples prises
d’'un méme échantillon homogene(résultats d’essategendants) dans des conditions
prescrites.

La fidélitéfournit une indication sur les erreuidek au hasard.La fidélité peut étre évaluée a
trois niveaux : larépétabilite, la fidélité interdigire (intralaboratoire)et la reproductibilité
(interlaboratoire). [16]

* Répétabilité : conditions ou les résultats d’essai indépendami$ sbtenus par la
méme méthode sur des échantillons d’essai idergtidaas le méme laboratoire, par
le méme opérateur, utilisant le méme équipemeperatant un court intervalle de
temps ;

» Fidélité intermédiaire : conditions ou les résultats d’essai indépendanris gbtenus
par la méme méthode sur des échantillons dessamtigbes dans le méme
laboratoire, avec différents opérateurs et utilisdas équipements difféerents et
pendant un intervalle de temps donné ;

* Reproductibilité : conditions ou les résultats d’essai sont obterars Il@ méme
méthode sur des échantillons d’essais identiqgues déférents laboratoires, avec

différents opérateurs et utilisant des équipemdiffésrents. [16]

5. 5. Justesse

Exprime ['étroitesse de l'accord entrela valeur ewmye obtenue a partir d’'unesérie
derésultats d’essais et une valeur qui est acceptteomme une valeur conventionnellement
vraie, soitcomme une valeur de référence accepté@ar(ple : standard international, standard
d’'une pharmacopée).

La mesure de la justesse est généralement expriniéeees de recouvrement et de biais

absoluou relatif (erreur systématiquap]

5. 6. Exactitude

Exprime I'étroitesse de l'accord entre la valeui gset acceptée soit comme une valeur
conventionnellement vraie (standard interne dérfaef), soit comme une valeur de référence
acceptée (standard international, par exemple atdnd’une pharmacopée) et la valeur
trouvée (valeur moyenne) obtenue en appliqguantdedulure d’analyse un certain nombre de
fois. [13]
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5. 7. Limite de détection (LD
La limite de détection d’'une procédure d’analyséagilus petite quantité de I'analyte de
un échantillonpouvant étre détectée, mais non quantifitecommevaleal exacte dans les

conditions expérimentaleiecrites de la procédu [16]

5. 8.Limite de quantification (LQ)
La plus petite quantitde I'analyte dans un échantillon pouvant étredatdes les conditior
expérimentales décritemvec une exactitude définie et une précision aabéptiorsqu’ or

appligue la méthode indiqué16]

5. 9. Intervalle de dosage
L’intervalle de dosage d’'une procédure d’analyséeségion entre les niveaux supérieu
inférieur(ces valeurs inclusepour laquelle il a été démontréque la procéduregtopriée

guant a son exactitude(justesse + fidélité) eingatité, en utilisant laméthode déci [16]

6. 10. Sensibilité
C'est la capacité de la méthode d'analyse d'enmegisde faiblesvariations de la
concentration. Variation minimale qu’il faut imposa la grandeur X a déterminer (j

exemple une concentration) pour obtenir une vani significative du signal mesuy.[16]

Tableau 2:Tableau récapitulatif des critéres de valide.

Critére Tvpe d’analvse
Impureté Dosage Quantification
bio analvse
Identification Essai limite
Spécificite/ == + + +
sélectivité

Linearite - - + +
Fidélité - - == +
LLOQ - + - +
Exactitude - 4= == ==
Robustesse - - - +
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6. Les 10 étapes pour valider une méthode avec lmfil d’exactitude

Disposer du mode opératoire et définir le mesurande

Définir le domaine de validation (gamme de conedrns) et I'objectif attendu de la
méthode sous la forme d’un intervalle d’accepttdbili

Sélectionner des échantillons de validation donwldeurs de référence sont connues ;
Choisir un plan d’expérience de validation ;

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

Collecter les données ;

Pour les méthodes indirectes, calculer les conagmtis retrouvées par étalonnage
inverse ;

Calculer les criteres de validation a partir desncemtrations retrouvées
principalement les écarts-types de fidélité de liti€éntermédiaire et des biais de
justesse ;

Calculer les intervalles de tolérance et constriginerofil d’exactitude ;

Interpréter les résultats et décider si la métresdevalide ou non. [21]

7. Protocoles en phase de validation

Le profil d’exactitude ne s’applique qu’aux méthsammplétement développées et mises au

point. En particulier, la sélectivité / spécificitit avoir été étudiée ainsi que le domaine

d’application de la méthode a valider, en termestyges de matrice et de niveaux de

concentrations. L’ensemble des données de la pihesealidation doit faire I'objet d’un

rapport détaillé dans lequel tous les résultaterais doivent étre documentés. Au terme de la

phase de validation et avant son exploitation erine, la procédure d’analyse doit étre

completement décrite sous forme d’un mode opémstandardisé.

Apres avoir verifié la spécificité de la méthodarthlyse on opére sur deux ensembles

d’échantillons :

Standards d’étalonnage (SE) : peuvent étre réamesla matrice (si on a démontré
'absence d’effet matrice) ou avec la matrice jsdilpour établir les différentes
fonctions de réponse y = f(x) afin d’effectuer pgédictions inverses.

Standards de validation (SV) : doivent toujoure éalisés avec la matrice, utilisé
dans le but de déterminer 'erreur totale a chagueau de concentration, calculer
l'intervalle de tolérance et tracer le profil d’etidude et déterminer les limites

inférieures et supérieure de quantification (indélevde dosage).
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En ce qui concerne la préparation des SSV, celle€i dépend du protocole de validati
choisi Le logigramme de la figure suivante, présente la démarche proposée dansde
SFSTP 2003 pour sélectionner un protocole expétahele la validation en fonction d

contraintes ou des spécifigit liées a la procédure de dosage sous €. [15]

v L4 a -
l Tester los modeles de regression selechonnés (SE) et estmer la justesse et la fidelite par niveau de concentration (SV) I

- . . v N

l Construire et analyser les profils dexactiiude oblenus I

'

[ Selectionner le profil répondant a Frobjectif de la procédure I

Figure 3: Logigramme permettant de sélectionner un protogelealidation. SE : standa
d’étalonnage. SV : standard de validai [15]

SE: standard d’étalonnage.
SV : standard de validation.
Le tableau suivant présente selon le protocole ch@@sinombre total d'essai a réali

pourvalider la procédure analytique concer
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Tableau 3: Choix du nombre de standards d’étalonnage ettigation en fonction ¢

protocole choisi. [15]

Standards MNiwv. Protocole
de

conc. V1 V2 V3 V4 Vs
SE. Etalonnage Bas 2 2
sans la Median 2 2 . 2
matrice Haut 2 2 2 2
SE. Etalonnages Bas 2 2
avec la Median 2 2 2 (2
matrice Haut 2% 2 2

Addi 24a
SV. Validation Bas 3 3 3 3 3
avec la Median 3 3 3 3 3
matrice Haut 3 3 3 3 3
Nbre minimum series = = 3 = 3
Nbre total essais (min.) 33 45 39 63 45

Le protocole adopté dans notre étude est le V2 modifed utilisant cing niveaux ¢

concentrations au lieu de trois pour les SE eE\.
8. Etudes statistiques de la validatioranalytique

8. 1. Spécificité
La spécificité peut étre demontrée de dfacons :

e Soit en comparant les chromatogrammes obtenus dir pdes quatre
solutionprécédemment préparées : les chromatogrammes ebtenpartir de |
solution standartD0% et I'échantillon 100% doivent renfermer desspau mém:
tempsde rétention et ac des surfaces comparables et les chromatogramiobesug
a partir du diluant et de la solution placebo n&/eitt pas présenter un pic au mé
temps de rétention que le paracéta

» Soit par la comparaison de la droite obtenue agecstandards de valtion (avec
matrice) avec celle obtenue a partir des standatétalonnage

Test t de Student
La comparaison des droites est basée sur le desBtudent selon une stratégie statistique
permet la recherche d’effet matrice et/ou de l@rsystématiue en vérifiant la spécificité ¢

la méthode pour le dosage du principe actif sealissi pour la forme reconstiti
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Si les pentes sur standard et sur la forme redoéstisont comparables, leur différence ne
doit pas étre différente de zéro.
Ceci revient donc a comparer une valeur observée & a une valeur théorique

(zéro)connaissant I'erreur totale (I'écart typeddaur aet a2.

t calculé =%1= —2!

v aa12+aa22

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

Sit calculé < t°: les pentes sont comparables donc absence drefisice la méthodeest
spécifique.

Avec :

- o1 et a2 : pentes respectives des droites de régression ddienue a partir de la
gammestandard) et D2 (obtenue & partir de la gapfacebo chargé).

- ot oy’ variances respectives des pentest o,.

- o : risque accepté (5%).

- np et n: nombre d’échantillon réalisé pour la forme stadds la forme placebo chargé.

- m+ny4: degré de liberté (ddl).[13] [15]

8. 2. Fonction de réponse :

Une fois les expériences réalisées et les donnéksctées, il convient tout d’abord de
déterminer, sur la base des standards d’étalon(&ig)e la relation entre la réponse (signal ou
réponse de linstrument) Y et la quantité (concaian) X. Cette relation se caractérise a
l'aide d'une fonction f qui doit étre strictementonotone (strictement croissante ou

décroissante) sur l'intervalle de dosage envisagé:
Y=f(X) +¢

Ouce¢ est I'erreur associée a la fonction de répongpéle communément erreur résiduelle.

Il faut donc ajuster la fonction de réponse, castlire évaluer les parameétres du modéle, de
maniére a ce que l'erreur résiduelle soit minimisée

Différentes fonctions de réponse peuvent étre ageiss lors de la validation de la méthode,

comme illustré au tableau 4. Le choix dépend de g méthode (méthode physicochimique,

bio analytique, immuno-dosage, etc.).[16]
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Tableau 4 Exemplede fonction de répons.

Type Equation Parameétres/Parameters Linéaire/Linear
Droite passant par l'origine/ v — oui/yes
Straight line through Y BX B
Droite/Straight line Y=o+ BX oL [3 oui/yes
Fonction quadratique/ _ 2 ) ouifyes
Quadratic function Y=o+ BX +vX . o, B, ¥
Fonction logistique S —0o e 4 [3_ AL O non/no
a 4 parameétres/gq-parameter Y=C4+—ro— ’ i
logistic function X B
I+ —
i
Fonction logistique o —0L o A, O non/no
a 5 paramétres/s-parameter Y= Dl+—w - B.v. 0w
logistic function X B
1+ =
~
L

Tres vraisemblablement, la plupart des méthodesipbghimiques auront recours a la dr
(passant par 0 ou non). Pour les méthode-analytiques, la fonction quadratique pourra
envisagée dans certains cas.

Dans le cas d’'un immundesage, le choix se portera sur les fonctions tiogies a 4 ou !
parametres.

Des transformations mathématiques sont égalemeigageables. fr exemple, le logarithm
népérien ou la racine carrée pourrait étre applaylee concentration X ainsi qu’a la répol
Y. Il est cependant recommandé de n'appliquer pe tie transformation qu’avec les mode

linéaires du tableau 4.[16]

8. 3.Alignement des observation

Si, pour un niveau de concentration, les quantités dhites ne sont pas identiques p
toutes les séries (souvent pour de raisons de pegeedoivent étre indépendantes), il

indispensable de procéder a un alignement sumeetration moyenne désrs qu’un calcul
de variance doit étre effectué (estimation de petabilité et de la fidélité intermédiair

Cela consiste a transformer les réponses obsetyifle — yijk,c) afin de les aligner sur cel
concentration moyenne. Cet alignement s’eue par interpolation en ajoutant a la répc
observée la différence entre la valeur de la fonctle réponse considérée a la concentr:
moyenne et la valeur de cette fonction a la comagah introduite

En validation, l'alignement s’applique aux réponsgstenues avec les échantillons

validation en utilisant les équations ou foncti@ réponses obtenues avec les standar
d’étalonnage. Ainsi l'alignement dej; répétitions du niveau de concenlon j de la série i

s’effectue comme suit :
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Vi .= ikt T (2¢5) = (Xiw)

Ou :xjj . Moyennedes concentrations introduites du niveau j de fie $¢

Xijk: Concentration introduite du niveau j de la sér@pétition k

En résumé, pour latifférentes fonctions de réponstableau 5) [16]

Tableau 5 Régles d’alignement pour différentes fonctionséfmonse: [16]

Fonction de réponse/Response function

Régle d'alignement/alignment rule

Droite passant par l'origine/Straight line through the origin

YVike = Yt Bi[":lj. = 'I:jlc]

Droite/Straight line

Yike =Y+ B, [-" e -"fjx]

Fonction quadratique/Quadratic function

o e A = : SR e
Ve = Vi + B:I"g. “‘\jjf\] +Yi[‘rij. ""g‘k]

Logistique a 4 parameétres/4-parameter logistic

=ik, =

8. 4. Prédictions inverses :

Apres avoir choisi le modele mathématique adégeat abncentrations en retour avec

fonction deréponse sont calculé

Les prédictions inverses pour les différents maléle régression s’obtiennent comme

(tableau 6)
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Tableau 6: Calcul des prédictions inverses pour différefib@stions de réponse<16]

Fonction de réponse/
Response function

Concentration calculée/
concentration calculated

Droite passant par

‘origine/
Straight line through the origin X

DhroitesStraight lime

Fonction guadratique/
Cuadratic funchion

Ve — O
1| k. calc — - B";

_B. + '\l'lé'.: — 47, (&. _."".'_r'x)
\Iu_r.i.\ e = 1_?

Legistique & 4 paramétres/
4-parameter logistic

s-parameter iogistic

Logistique a 5 paramétresy

Si les observations ont été alignées, il faut rewgd les yijk par yijk,c dans le table

précédent.

Si une transformation a été utilisée il ne faut pailier d’effectuer la transformation invel

aprés ce calcul en retour. Par exemple, aprés nandformation logarithmique ou racir

carrée de la droite les concentrations calculéésrgaele la maniére suivan

Tableau 7: Calcul des prédictions inverses pour la droitardsubi une transformation

logarithmique ou racine carrél6]

Fonction de répanse/
Response function

Concentration calculée (logarithme)/
calculated concentration (logarithm)

Concentration calculée (racine canée)/
calculated concentration (square root)

Droite/Straight line

|l'| (.IIJ_I:E .]_&l
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8. 5.Calcul de la justesse et de la fidélité

8.5.1. Modéle

La justesse d'une méthode analytique (par oppositio celle d’'un résultat) exprime
I'étroitesse de I'accord entre la moyenne (par sfifom a celle d’une observation unique) des
résultats d’essai avec la méthode et la valeuréfierence acceptée, aussi appelée valeur
conventionnellement vraie.

L’estimation de la justesse et de la fidélité deniéthode s’effectue avec les concentrations
calculées provenant des standards de validatiophase de validation (ou des standards
d’étalonnage eux-mémes en phase de pré-validaf@etje estimation est réalisée a chacun
des j niveaux de concentration considérés a l'didenodele statistique suivant :

Xik= pt aijt &k

Ou : Xk est la k-ieme concentration calculée du niveaalpd-éme série.

u; est la moyenne des concentrations calculées @aumisle concentration j.

a;j est au niveau j I'écart entre la moyenne de laé&eérie et la moyenng; o est considere
comme une variable aléatoire ayant une distributiormale de moyenne 0O et de variance
GZBJ'.

gjk est 'erreur expérimentale, considérée comme aniable aléatoire ayant une distribution
normale de moyenne 0 et de variance.

L’erreur expérimentale est supposée indépendanie skzie.

Les varianceszg,jet (52W”j représentent les variances inter-série et intrig;s@spectivement.

La méthode du maximum de vraisemblance restreinitdisée pour estimer a chaque niveau

de concentration j les parameétresc?s | eto?w ; du modéle.
J J

~ 1 14 ni]-
=) T X

u Z?:l nj i=1 Zk—l ijk,calc

_ 1 p _ _ 2
MSM j _p—l Zi=1nij (xij,calc - xj,calc)
1 n;i _ 2
MSE =——YP S™ (y.. . _%.
J Zli’zlni],_p i=1 Zk:l( ijk,calc l],CalC)

Ou : MSM et MSE : maximum de vraisemblances pour chagque niveawdeentration j.
Xij, calc: MOyenne des concentrations calculées du nivdaug série i.

Xjcalc: MoOyenne des concentrations calculées du niveau j.
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Xijkcalc - cONcentration calculée du niveau j de la sérépétition k.

n : nombre de répétition.

P : nombre de série.

Dans le cas d'un schéma équilibré (le nombre détitégns est identique pour tout niveau de
concentration dans chaque série), les composaetda dariance du niveau sont estimées
comme suit (n étant le nombre de répétition daas|eh série).[16]

Si MSEj<MSM, alors :

Oy j = MSE;
52 = MSM; — MSE;
Bj—— .,

Sinon ;
k

p
1 _ 2
pn —1 (xijk,calc - xj,calc)
i=1

j=1

~

2
O-W,]' -

~2  _
Opj = 0

8. 5. 2. Justesse

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

concentrations calculées.

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

guantités introduites, comme suit:

biais; = fi; — X;

K — xj

]

biais(%); = 100 x

~

Recouvrement(%); = 100 X %
j

Ou : 43;: moyenne des concentrations calculées du niveau |

Xj . moyenne des concentrations introduites du niyedi6]
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8. 5. 3. Fidélité
L’estimation de la variance intra-série donne ustration de la variance de répétabilité
tandis que la somme des estimations des variantias et inter-série donne une estimation
de la variance de fidélité intermédiaire :

7 s agey - ’\2 _ ’\2
Repétabilitedz, ; = Gy

Fidélité intermédiaire 67, ; = 6y, ; + 65 ;[16]

8. 6. Calcul de I'exactitude
L’exactitude d’'un résultat (par opposition a celle la méthode analytique) exprime
I'étroitesse de I'accord entre le résultat d’esdda valeur de référence acceptée, aussiappelée

valeur conventionnellement vraie, a savoir pougcieamesure:

Exactitude =x—p
Avec X :concentration prédite
1 : concentration introduite
Pour chaque modéle et chaque observation I'exdetitie la mesure en valeur relative est

donnée comme suit :

Exactitude(%) = Xu;” x 100

L’erreur maximale relative observée pour chaque ét@dur I'ensemble des séries montre

déja I'impact du choix de la fonction de réponsel'&xactitude des résultats.[17]

8. 6. 1. Erreur totale et profil d’erreur totale
Chaque mesure obtenue est le reflet de la vraaukalu biais de la méthode et de sa fidélite,

ce qui s’exprime comme Suit :

X = p + IBiaislprocedurst Fidélité Intermeédiaire procedure

X = pn = IBiaislproceduret Fidélité Intermédiaire procedure

|

X —n = Erreur Totale procedure
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bY

L’'Erreur Totale d’'une procédure analytique évalwm sptitude a produire des résultats
exacts. Donc I'estimation de I'erreur totale d'precédure est fondamentale pour juger de la
validité d’'une méthode.

Cette erreur totale, comme indiqué ci-dessus, &@somme de la justesse (biais) et de la
fidélité. L'erreur totale observée avec chaque rfodé pour chaque niveau de concentration
est étroitement liée avec les erreurs maximalesrebss correspondantes.

Il est normal que l'erreur maximale observée surguand nombre d’observations soit
sensiblement plus grande que l'erreur totale vu apgeerreurs maximales représentent des
événements rares tandis que l'erreur totale reflietidt les plus grandes erreurs auxquelles on
peut s’attendre dans la plupart des cas.

Si I'on considére la seconde erreur la plus grandeyoit alors que les points se répartissent
bien autour de la bissectrice y=x, ce qui démobiia que I'estimation de I'erreur totale rend
compte des erreurs les plus grandes que la métirodeit. L'erreur totale d’'une procédure
analytique est donc bien un bon indicateur de téxade des résultats qu’elle produit.

C’est la raison pour laquelle nous proposons dereripour une premiere évaluation simple

de la procédure analytique.[16]

8. 7. Calcul de I'intervalle de tolérance
L'importance dans une validation analytique ce hpes la validité des résultats obtenus avec
'Erreur Totale, mais plutdt la garantie ou unerésgntation de ce que la méme procédure
analytique pourra donner comme résultats dans tier,flC’est le réle de lintervalle de
tolérance et du profil d’exactitude.
L’'estimation des parametres de justesse et fideljig cZB,j et czw,,- et a chaque niveau de
concentration j, n'est pas une fin en soi mai é@e indispensable pour calculer la
proportion attendue de résultats qui se situens tmlimites d’acceptation.
L’intervalle de tolérance sera calculé pour changiweau de concentration envisagé avec les
standards de validation et pour chaque modele mettigue.
Pratiquement, I'intervalle de tolérance se calcaleme suit en valeur absolue :
Ou:
Epyon{Pxliv — kGy <X <fiy + koyliiy, 0y} = B
OF1; = Ojyj + 0%,
0%

Rj=

O-W,]




Chapitre IlI Validation Analytique

R + 1

_ (R+1)?
v= (R+1/n)2 + 1-1/n
P-1 Pn

1+
Qt <v; 2 )
n : nombre de répétitions

p : nombre de séries

Le méme intervalle en échelle relative devient :

1+8 1

2 ) T+ onapz CVrii
J

. 1+8 1 .
biais(%); — Q; (v; T) 1+ WB]ZCV“J-; biais(%); + Q; (v;

Deux termes sont contenus dans l'intervalle derdalée : I'un étant la justesse et l'autre

étant, & un facteur pres, le coefficient de varatie fidélité intermédiaire. C’est la raison

pour laguelle cet intervalle peut ainsi étre co@cdcomme une expression de I'exactitude des

résultats. Mais l'intervalle de tolérance integne ulimension supplémentaire, celle de chance

(ou risque) pour des résultats futurs, conditiolenednt a des résultats passés.

La méthode peut des lors étre considérée comméeeaamiveau de chanfeoour le niveau
de concentration en question, si l'intervalle dérence est inclus dans les limites, [+ A]
définies a priori en fonction des objectifs de l@thode. [16]

8. 8. Profil d’exactitude et décision
8. 8. 1. Calcul

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

inférieures de l'intervalle de tolérance :

. 1
L; = biais(%);— Q; (v;

1
j = biais(%); + Q, (v;
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Si le profil d’exactitude est entierement inclusigldes limites d’acceptation)+\] alors on
peut affirmer que, en routine, le pourcentage deltdts dont la différence entre la valeur
déterminée X et la valeur vrais V est inférieur,vaheur absolue 2 sera au moins égale a
B.[14]

prob([X-V|<A) =B

8. 8. 2. Choix de la fonction de réponse

L'utilisation de certaines fonctions ne permet pak procédure analytique d’atteindre ses
objectifs vu que pour certaines concentrations lifeges de tolérances sortent des limites
d’acceptation (-20%, + 20%) retenues pour cet exeniar ailleurs, parmi les fonctions de
réponses acceptables, on pourra remarquer quenesrf@urnissent des résultats meilleurs
gue d’autres. Ce seront ces derniéres qui devimtéenues.

Nous attirons également l'attention sur le faiteqoour 'ensemble de ces modeéles, le
coefficient de détermination®Rest toujours supérieur & 0.99 et pas en rappoeviec la
gualité des résultats. Une fois de plus nous teacsmuligner ici que ce coefficient n’est pas

une indication fiable de la qualité des résultais lq procédure rendra.[16]

8. 9. Linéarité

La linéarité d’'une procédure d’'analyse est sa atpacl’intérieur d’'un certain intervalle de
dosage d’obtenir des résultats directement prapuoréls a la quantité (ex : concentration) en
analyte dans I'échantillon. Rappelons que l'exigemie linéarité s’applique aux résultats
(concentration calculée # (concentrations introduites)), pas aux réponsegn#si =
f(concentrations introduites)). C’est un prérequikeatimation de la justesse. A l'inverse,
I'existence d’une relation linéaire entre la cortcation estimée et la concentration introduite

n'implique pas que la méthode soit juste. [16]

8. 10. Limites de quantification

Le profil d’exactitude, construit a partir des imalles des mesures attendues, permet donc de
décider des niveaux de concentration pour lesqueds procédure est apte a fournir des
résultats dans les limites d’acceptation. Ainsiy mgfinition, quand elle se produit,
l'intersection entre le profil d’exactitude et lsites d’acceptation définissent les limites de
quantification basse (ko) et haute (Wog) de la procédure. Entre ces deux limites, il yemb

shr l'intervalle de dosage. De la sorte, les lisitee quantification sont bien les valeurs

extrémes qui peuvent étre quantifiées avec unditxde définie. [16]
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Le dosage du paracétamol dans les comprimés de o@@mt étre effectué pardiverses

meéthodes analytiques.

L’objectif du présent travail est de valider unéthode de dosage du paracétamol dans les

comprimés de 500mg par Chromatographie Liquidetédiparformance (HPLC).

Cette étude a été réalisée au sein de laborateirehitnie analytique du Département de
pharmacie de Tizi-Ouzou, et cela conformément atopole de validation analytique décrit
dans le guide de validation élaboré par une conmomsie la Société Francaise des Sciences
et Techniques Pharmaceutique (SFSTP) publié damvils STP pharma pratique en janvier
2006.
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Matériet Méthodes

1. Matériel

1.1. Matieres premiéres et réactifs

Tableau 8: Matieres premiéres et réactifs utilisés

Matiéres premieres

Principe actif Excipients (gsp 1cmp)

Réactifs

Amidon de mais

Méthanol grade HPLC

Hydroxyde de sodium (0.1M

Paracétamol : principe acti

fourni gracieusement par le Amidon prégélatinisé

Phosphate mono-sodique

Phosphate di-sodique

laboratoire pharmaceutique:

BIOPHARM Stéarate de magnésium

Tetrabutyl ammonium

hydroxyde

CMC

Eau distillée

1. 2. Appareillages et équipements

Tableau 9 :Matériels du laboratoire de chimie analytiqueisd# dans le présent travail

Désignation Spécification Usage
Pompe LC 20 AT
Injecteur automatique SIL 20 A
Controleur CBM-20
Appareil HPLC ["Compartiment de la C TO-20A Analyse des
(SHIMADZU | colonne ] solution et obtention
Colonne C 18 des
LC 20) Détecteur chromatogrammes
Détecteur spectrophotmétrique
UV-visible
Logiciel d’exploitation LC-solution

Purificateur de I'eau

Human power |

Purificationl@au

Pompe a vide

Fisher bioblockscientifig
Pmax = 4 bar

Filtration de la phaseg
mobile

Bain ultrason : sonicateur

Advantage-LAB

Dissolntio

Agitateur magnétique

STUART

Homogénéisation de

solutions
Balance de précision KERN ALT 220-5DAN Pesée
Etuve MEMMERT Séchage
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2. Méthodes

2.1. Méthodologie de la validation analytique

Il existe de nombreux documents officiels décriastcriteres de validation a tester, mais ils

ne proposent pas de protocole expérimental etrmsigefit le plus souvent aux concepts

généraux. C’est pourquoi deux commissions SFSTRlahbré successivement des guides de

validation dans le but d’aider concrétement lesustdels du médicament a appliquer les

recommandations réglementaires. Si ces premiemegubnt largement contribué a faire

appliguer et progresser les validations analytigiegrésentent toutefois des faiblesses quant

aux conclusions des tests réalisés et quant ael'sinl la prise de décision au regard des

limites d’acceptation définies pour l'usage d'un®ggdure analytique. Sur ce, le présent

travail est basé sur les recommandations de la d¢ssion SFSTP publiees en 2003

complétées en 2006 qui propose de revoir les bageses de la validation analytique pour

une démarche harmonisée, en distinguant notammegmégles de diagnostic et les regles d
décision. Ces derniéres reposent sur l'utilisationprofil d’exactitude, basé sur la notion
d’erreur totale (biais + écart type), permettansieplifier 'approche de la validation d’une

procédure analytique tout en contrdlant le riscgsoeaié a son utilisation. [16]

2.2. Choix du Protocol de validation
Selon le logigramme de la figure 04 ci-dessou®ptpte tenu de I'absence de I'effet matrice
le protocole choisi est le V2 modifié qui consiatpréparer ;
— Trois séries du standard d’étalonnage (SE) : Chaguie comporte 5 niveaux de
concentration avec deux répétitions par niveau.
— Trois séries du standard de validation (SV) : Cleagérie comporte 5 niveaux de

concentration avec trois répétitions par niveau.
3. Préparation des solutions

3. 1. Préparation du diluant (NaOH 0,1 N)
Dans une fiole jaugée de 1L, peser 4gde NaOH, dissodans un volume suffisant d’eau
purifiée. Agiter et compléter au trait de jauge@eméme solvant.

3. 2. Solutions standardsd’étalonnage

e

Chague jour, pendant 03 jours, 05 niveaux de cdrat@mn sont préparés a raison de 02

répétitions.
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Tableau 10 :Montage expérimental des SE.

e

Niveaux 80% 90% 100% 110% 120%
Répétition 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Prise d'essai
théorique 80mg 90mg 100mg 110mg 120mg
-Peser chaque prise d’essai du paracétamol pouuehagqétition dans une fiole ¢
100 ml (solution mére);
- Ajouter environ 50 ml du diluant et mettre dandttason pour une dissolutio
Protocole complete ;
- Compléter au trait de jauge avec le diluant @onsi obtenir des solutions méres|;
- Mettre 2 ml de la solution mére dans une fia@el@0 ml ;
- Compléter au trait de jauge avec le diluant (diheion 2/100) ;
- Agiter par retournement a chaque fois et renhsirvials.
Nombre de
solutions a SE = 5x3x2 = 30 solutions (5 niveaux, 3 séries,&petitions)
préparer

3. 3. Solution placébo

Dans une fiole de 100 ml, peser 20 mg de placedropteter au trait de jauge avec le diluant,

puis filtrer la solution.

3. 4. Solution des standards de validation

Chaque jour, pendant les 03 jours, 05 niveaux aeeamtration sont préparés a raison de 03

répétitions par niveau selon le tableau suivant :

Tableau 11: Montage expérimental des SV.

Niveaux 80% 90% 100% 110% 120%
Répétition 1 2 3 1 2| 3 1 2| 3 1 2 3 1 2
P{r'lsé%ﬂqejsa' 80mg 90mg 100mg 110mg 120mg
-Peser chaque prise d’essai théorique du paracéfamool chaque répétition da
une fiole de 100 ml ;
- Ajouter environ 50 ml du diluant et mettre dahdtdason pour une dissolutio
Protocole complete ; . . . - . .
- Compléter au trait de jauge avec le diluant @onsi obtenir des solutions méres|;
- Mettre 2 ml de la solution mere dans une fioled.dé ml ;
- Ajouter 2 ml de la solution placébo ;
- Compléter au trait de jauge avec le diluant (diheion 2/100) ;
- Agiter par retournement a chaque fois et renhpévials.
Nombre de
Solutions a SV = 5x3x3 = 45 solutions (5 niveaux, 3 séries, &étitions)
préparer

>
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3. 5. Préparation de la phase mobile
La phase mobile est composé d'un mélange d'unetigonluméthanolique de tetrabutyle

ammonium hydroxidea 25% et du tampon phosphaté&@(pburcentage volumique)
— Solution méthanolique de tetrabutyle ammonium hyidi®: Dans une fiole de 250
ml, prélever 1,15 g de la solution agueuse deletygeammonuim hydroxyde a 160
g/L, Compléter au trait de jauge avec du métharedeg HPLC.
— Tampon phosphate:Dans une fiole de 1L, peser 13128e NaHPQO,, 4,99¢/l de

NaH,PO,, compléter au trait de jauge avec I'eau distillé.

3. 6. Conditions chromatographies

Tableau 12 Condition chromatographique de la méthode de dosage

Longueur 25cm
Diamétre 4,6 mm
Colonne
Taille des particules 5um
Phase stationnaire Gel de silice octadecylesilylis]
Détection Spectrophotomeétre UV-Visible : longueur d’omde273 nm
Volume injecté 20 l
Débit 1,2ml/min
Température Ambiante




Partie Pratique Résultats eisbussions

4. Résultats
La technique de dosage utilisé dans notre trawsillae Chromatographie Liquide a Haute

Performance « HPLC » (Annexe ).

4. 1. Spécificité

4. 1. 1. Confirmation de la spécificité sur les deugammes d’étalonnage et de validation
Les résultats de la comparaison des deux pentda deite de régression obtenue sur la
gamme sans matrice (standard d’étalonnage) ebitedsbtenue sur la gamme avec matrice

(standard de validation) sont évalués dans lestakfiivants :

Tableau 13 :Résultats du test de comparaison des deux perdeteds droites de régression

(gamme standard et gamme placébo chargé)

Gamme standard d’étalonnage Gamme standard de validation
série 1 série 1
Masse : : Masse : :
introduite (mg) Aire du pic introduite (mg) Aire du pic
79,57 1415387 80,18 1440721,92
80,25 1435967 80,25 1414155,57
80,03 1425746,52
90,22 1618211 90,02 1615232,64
90,01 1612965 90,01 1592513,55
89,93 1592536,80
99,94 1791022 99,94 1786206,86
102,77 1845679 100,03 1776133,70
100,43 1764828,44
110,32 1958476 110,32 1970444,92
110,56 1989133 110,56 1990955,17
109,89 2001452,91
120,17 2174748 119,77 2137120,87
120,61 2191095 120,05 2145092,48
119,96 2113262,64
pente pente pente 18006,1043
ord;origine ord;origine ord;origine -17827,988
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2300000

2100000

1900000

1700000

1500000

1200000

| y=18491x-53971 Y= 18006x- 17828
= 2 =(0,9956 .
R*=0,9984 /,‘ "“e Sériel
=
Bl Série2
Linéaire
(Série1)
Linéaire
(Série2)
79 59 99 109 119 129

4. 1. 2 Vérification de I'absence d’effet natrice

Tableau 13.1 :Comparaison dedeux pentes

Figure 4 : droites d’étalonnage sur standard et forme redoéstiu paracétanm

Teste de STUDEN" Données droite de validation SV
ddi 21 Ecart-type Variance
Pente 18006, 1 331,8: 110112,0
B 0,95 l'origine -17827,99( 33542,2( 1125079483
g
o 0,05 VRAI
t° 2,07961384
te 1,15326738
si vrai: la méthode est spécifiqu

4. 1. 3.Vérification de I'absenced’erreur systématique

Tableau 13.2 Comparaison deordonnées a l'origine

Teste de STUDEN Données droite de validation SV
ddl 21 Ecart-type Variance
p 0,95 Pente 18006,10 | 3318 110112,07
o 0,05 VRAI lorigine | -17827,99| 33542,2( | 1125079483
t0 = 2,07961384
tc = 0,84980492
si vrai: absence d'erreurs systématiqu

4. 2. Fonction de réponse

La relation existante entre la réponse de l'instom(signal qui est l'aire du pic) et

concentration du principe actif introduite dansstdution, oltenue avec les trois (03) sér

des SE, est représentée pour quatre modeles maitpéesaestés comme st
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e Modéley=ax:

Tableau 14 :Résultats obtenus pour la fonctiy = ax

Gamme standard d'étalonnage

série 1 série 2 série 3
Prise d’essai | Aire du pic | Prised’essai | Aire du pic | Prised’essai| Aire du pic
(mg) (A) (mg) (A) (mg) (A)
79,57 1415387 80,14 1397134 79,5¢ 1478605
80,25 1415387 80 1421015 79,57 1478523
90,22 1618211 90,03 1620968 90,0¢ 1616989
90,01 1612965 90,02 1624908 89,8¢ 1583753
99,94 1791022 100,61 1777195 100,7: 1811890
102,77 1845679 99,97 1772478 100,0¢ 1791022
110,32 1958476 110,28 1912026 110,] 1938606
110,56 1989133 110,11 1970095 110,1: 1938546
120,17 2174748 119,82 2043877 119,7¢ 2068827
120,61 2191095 119,79 2043818 119,7¢ 2068558
pente 17948,0( pente 17538,00 pente 17730,00
ord, l'origine 0,00 ord,origine 0,00 ord,origine 0,00
2300000 = 17730x
2200000 R¥=09631
2100000 y=17538x
2000000 e0ore & Sériel
§ 1900000 y=17948x Série2
g 1800000 =098 Série3

1700000
1600000
1500000

1400000
79 89

99 109

119 129

CONCENTRATION (MG /L)

Linéaire (Sériel)
Linéaire (Série2)

Linéaire (Série3)

Figure 5: courbes d’étalonnage obtenues aveonctiony=ax
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e Modéley=ax+b

Tableau 15: Résultats obtenue pour la fonctly = ax+ b

gamme standard d'étalonnage

série 1 série 2 serie 3

Prise d’essai | Aire du pic |Prise d’essai | Aire du pic |Prise d’essa | Aire du pic
(mg) (A) (mg) (A) (mg) (A)
79,57 141538 80,14 1397134 79,58 1478605
80,25 143596 80 1421015 79,57 1478523
90,22 161821 90,03 1620968 90,0¢ 1616989
90,01 161296! 90,02 1624908 89,8¢ 1583753
99,94 179102. 100,61 1777195 100,7: 1811890
102,77 184567 99,97 1772478 100,0¢ 1791022
110,32 1958471 110,28 1912026 110,1 1938606
110,56 198913: 110,11 1970095 110,1: 1938546
120,17 217474 119,82 2043877 119,7¢ 2068827
120,61 219109! 119,79 2043818 119,7¢ 2068558
pente 18490,6! pente 15941,81 pente 15105,43

ord, l'origine -5397103 | ord,origine | 162942,70 | ord,origine | 267638,54

2300000
y=15105x+ 267639
2100000 /
+ Sériel
72000000 y=15942x + 162943
= R = 0,084 £ Série2
=1900000
j Séried
E1200000 _
& y= 1R§d—q[;| ;-9.;?;@71 / ——Linéaire (Sériel)
1700000 - Az L :
/ Linéaire (Série2)
1600000 g - . .
Linéaira (Série3)
1500000 e
1400000 /
/9 89 99 109 119

PRISE D'ESSATEN MG

Figure6: Courbes d’étalonnage obtenues avec la fony=ax+b
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* ModeleLny=f(Lnx)

Tableau 16 :Résultats obtent pour fonctionLny =f (Ln x)

gamme standard d'étalonnage
série 1 série 2 série 3
Masse introduite| Aire du pic | Masse introduite Aire du pic | Masse introduit | Aire du pic
(Ln x) (Lny) (Ln x) (Lny) (Ln x) (Lny)
4,38 14,1¢ 4,38 14,15 4,3¢ 14,21
4,39 14,1¢ 4,38 14,17 4,3¢ 14,21
4,50 14,3( 4,50 14,30 4,5C 14,30
4,50 14,2¢ 4,50 14,30 4,5C 14,28
4,60 14,4(C 4,61 14,39 4,61 14,41
4,63 14,4: 4,60 14,39 4,61 14,40
4,70 14.,4¢ 4,70 14,46 4,7(C 14,48
4,71 14,5( 4,70 14,49 4,7(C 14,48
4,79 14,5¢ 4,79 14,53 4,7¢ 14,54
4,79 14,6( 4,79 14,53 4,7¢ 14,54
pente 1,03 pente 0,92 pente 0,85
ord, l'origine 9,67 ord,origine 10,14 ord,origine 10,50
14,72
14,62 y=0,8458x+ 10,497
R?=0,9927
14,52 + Sériel
§ 14,42 FO’R?:OS;;;E;BQ z::z
g . N e Linéaire (Série1)
= Linéaire (Série2)
1422 / Linéaire (Série3)
14,12
4,36 4,46 4,56 4,66 4,76 4,86

PRISE D'ESSAI EN

MG

Figure 7: courbes d’étalonnage obtenues avec la fonin y=fLn x)
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« Modéle ;/y=f (Vx)

Tableau 17 :Résultatsobtenus pour la fonct/y = f (vVx)

Gamme standard d'étalonnage

série 1 Série 2 série 3
Masse introduite  Aire du . Mass_e Aire du . Mass_e Aire du
( \/x) pic \/y) introduite pic \/y) introduite pic( \/y)
(\x) (Vx)
8,92 1189,7( 8,95 1182,00 8,97 1215,98
8,96 1198,3: 8,94 1192,06 8,97 1215,95
9,50 1272,0¢ 9,49 1273,17 9,49 1271,61
9,49 1270,0: 9,49 1274,72 9,4¢ 1258,47
10,00 1338,2¢ 10,03 1333,11 10,0« 1346,06
10,14 1358,5t¢ 10,00 1331,34 10,0( 1338,29
10,50 1399, 4t 10,50 1382,76 10,4¢ 1392,34
10,51 1410,3 10,49 1403,60 10,4¢ 1392,32
10,96 1474,7( 10,95 1429,64 10,<4 1438,34
10,98 1480,2: 10,94 1429,62 10,9« 1438,25
pente 137,8¢ pente 121,20 pente 113,12
ord, l'origine -38,7( ord, origine 113,82 ord, origine 202,73
1500,00 -
y-113,12x+2Q2,73
R?=0,99
1450,00 y-121,2x+ 113,82
R2-0,9848
1400,00 -
~
% y=137,84x- 38,696 + Sériel
] 1350,00 - R? = 0.9986 Séried
T‘;. Série3
= 1300,00 -
; ——Linéaire (Sériel)
< 1250,00 - —— Linéaire (Série2)
——Linéaire (Série3)
1200,00 -
1150,00 T T T T 1
8,80 9,30 9,80 10,30 10,80 11,30
Concentration (mg/L ) (Racine X)

Figure8: Courbes d’étalonnage obtenues avec la fonn/y=f ()
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4. 2. 1.Criteres de choix de la fonction de répon:
Pour le choix de la fonction de réponse, qui epabke de fédireune proportion suffisani
des futurs résultats qui se situeront a lintériderla zone d’acceptabilité-5, +5], nous
pouwons procéder par deux méthodes ¢

e Par le calcul des indices dintervalle de dosage, dgustesse, de fidélité

d’exactitude.

» Par comparaison des profils d’exactitt
Dans notre travail la méthode utilisée pour le xhae la fonction de réponse celle basée
sur le profil d’exactitudelLes différents modeles de régression testés akant aux profils

d’exactitudes élucidés dans le tabl20 ci-dessous :

Tableau 18: Criteres de choix de la fonction de répc

Modéle de
S .
fonction de Profil d’exactitude
réponse
PROFIL D'EXACTITUDE POUR LA FONCTION LINEAIRE PASSANT PAR (0)
6,00%
2,00% === imite d'acceptabilité basse
—_— =&~ Limite d'acc
y_ax 0% Limite de tolérance basse
75,00 80/X 105,00 110,00 115,00 120,00 125,00 Limite de tolérance haute
2,00%
e B2l
4,00%
6,00%
PROFIL D'EXACTITUDE POUR LA FONCTION LINEAIRE SIMPLE
——L
y=ax+b * :

PROFIL D'EXACTITUDE POUR LA FONCTION LOGARITHME NEPERIEN

6,00%

4,00%
2,00% —4—Limite d'acceptabilité basse
== imite d'acceptabilité haute

Lny _f (Lnx) 0,00% R e I Limite de tolérance basse
435 I 4 450 455 450 455 40 45 ag0 485 .
Limite de tolérance haute

s Biais

4,00%

-6,00%
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Vy=f(Nx )

6,00%

4,00%

200%

0,00

2,00%

8,90

PROFIL D'EXACTITUDE POUR LA FONCTION RACINE CARREE

== imite d'acceptabilité basse

== [imite d'acceptabilité haute

Limite de tolérance basse

e Biais

Limite de tolérance haute

Les résultats qui seront désormais élucidés sa@sbsur le modele mathématique choisi

'occurrence la fonction de réponsdn y=f{Ln X),sachant que ce sont les mémeapes

aussi suivies avec les autres mod

4. 3 Alignement des observatior

Comme pour chaqgue niveau de concentrations, lesititgg introduites ne sont p

identiques, l'alignement des réponses sur la magetes concentrations introduites

exigé.L'alignement appliqué aux réponses obtenues avetrdissséries des standards

validation, sur la moyenne des masses introduitas ghaque niveau de concentrat

théorique est résumé dans le tableau sui

Tableau 19: Alignement des réponses okvées avec les trois séries des

= série 1 série 2 série 3

>

§ . Massg Réponses Réponse . Mas;e Réponses | Réponseg . Mass.e Réponses de [ Réponses oyenne

= introcute instrumentales alignées introcite instrumentales | alignées introduite instrumentales | alignées des PE
(mg) (mg) (mg) (mg)
4,38 14,18 14,1¢ 4,39 14,14 14,14 4,39 14,17 14,17

1 4,39 14,16 14,1¢€ 4,39 14,14 14,14 4,39 14,17 14,17 4,39
4,38 14,17 14,17 4,38 14,18 14,18 4,38 14,16 14,16
4,50 14,30 14,2¢ 4,50 14,28 14,28 4,50 14,29 14,29

2 4,50 14,28 14,2¢ 4,50 14,28 14,28 4,50 14,29 14,29 4,50
4,50 14,28 14,2¢ 4,51 14,28 14,28 4,52 14,29 14,28
4,60 14,39 14,4( 4,61 14,38 14,38 4,61 14,37 14,37

3 4,61 14,39 14,3¢ 4,60 14,38 14,38 4,61 14,39 14,39 4,61
4,61 14,39 14,3¢ 4,60 14,38 14,38 4,60 14,39 14,39
4,70 14,49 14,4¢ 4,70 14,48 14,48 4,70 14,50 14,50

4 4,71 14,51 14,5( 4,70 14,48 14,48 4,70 14,50 14,50 4,70
4,70 14,51 14,5] 4,70 14,47 14,47 4,70 14,50 14,50
4,79 14,57 14,57 4,79 14,56 14,56 4,79 14,57 14,58

5 4,79 14,58 14,5¢ 4,79 14,56 14,56 4,80 14,57 14,57 4,79
4,79 14,56 14,5¢ 4,79 14,56 14,56 4,79 14,57 14,57

Pente 1,010851673 1,008169107 1,017978491
Ord.I' 9,738394434 9,736308253 9,701192285
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4. 4. Prédictions inverses
Les prises d’essai prédites avec la fonction dengg choisi@.n y = f(Ln x)) sont présentées

dans les tableaux 20 ci-dessous :

Tableau 20 :Prédictions inverses obtenues avec les SV

Gamme standard de validation (forme reconstituée)
X série 1 série 2 série 3
§ Réponses predlctlons Réponses predlctlons Répenses predlctlons
= alignées inverses alignés inverses alignés inverses
(mg) (mg) (mg)
14,18 4,39 14,14 4,35 14,17 4,34
1 14,16 4,37 14,14 4,35 14,17 4,34
14,17 4,38 14,18 4,39 14,16 4,33
14,29 4,50 14,28 4,49 14,29 4,49
2 14,28 4,49 14,28 4,50 14,29 4,49
14,28 4,49 14,28 4,49 14,28 4,47
14,40 4,60 14,38 4,60 14,37 4,57
3 14,39 4,60 14,38 4,61 14,39 4,60
14,38 4,59 14,38 4,61 14,39 4,60
14,49 4,70 14,48 4,71 14,50 4,73
4 14,50 4,71 14,48 4,71 14,50 4,73
1451 4,71 14,47 4,70 14,50 4,73
14,57 4,78 14,56 4,80 14,58 4,83
5 14,58 4,78 14,56 4,80 1457 481
14,56 4,76 14,56 4,80 14,57 4,82
Pente 0,972810415 1,085853133 1,017978491
Ord.lo rigq -9,403543922 -11,0092557 9,701192285

4. 5. Justesse
Comme indiqué dans les tableaux l14ci-dessousstagse est exprimée en termes de biais
absolu, de biais relatif (%) ou de taux de recomwamt (%) pour chaque niveau de

concentration des standards de validation.

Tableau 21: Justesse calculée pour chaque niveau de coatientdes standards de

validation.
HIEsIL el cl\ggggzggt?oenss cl\ggggzggt?oenss Blislls Biais Usibcols

concentration . . . absolu it (o Recouvrement

(ratio) mtrod_wtes calcu_lees (unit) relatif (%) (%)
(unit) (unit)

80% 4,39 4,36 -2,02 -0,569 99,96
90% 4,50 4,49 -0,01 -0,268 99,86
100% 4,61 4,60 -0,01 -0,174 99,75
110% 4,70 4,71 0,01 0,276 100,04
120% 4,79 4,80 0,01 0,205 99,70
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4. 6. Fidélité

La fidélité de notre méthode est évaluée dans aleditions de répétabilité et de fidélité

intermédiaire. Exprimée en écart type et en temeesoefficient de variation suite a I'étude

de la variance du modele choisie qui a donné dteds suivants :

Tableau 22 :Fidélité calculée pour chaque niveau de conceatrates standards de

validation.

zZ Ecart type Ecart cVv

3 Ecart type cV
o S de . J1® type iHalité
£3| MSM | MSE1 | MSE2 yp v fidélité

g répétabilits| "M€" S°"®| de F,1, | répétabilite intermédiaire
80 | 0,00141| 0,00025| 0,00054 0,01565 0,01136 0,02 0,36 0,44
90 | 0,00018| 0,00007| 0,00010  0,00830 0,00343 0,01 0,18 0,20
100 | 0,00023| 0, 00008| 0,00012 0,00918  0,003999 0,01 0,20 0,22
110 | 0,00073| 0,00002| 0,00020  0,00489 0,00883 0,01 0,10 0,21
120 | 0,00161| 0,00004| 0,00043  0,00624 0,01323 0,01 0,13 0,31
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4. 7. Exactitude

Le tableau 23 ci-dessous présente I'exactitudéivelaalculée pour chaque niveau de concentraésrstandards de validation.

Tableau 23: Résultats de calcul de I'exactitude relative

N série 1 série 2 série 3
3 Concentration | Concentration . Concentration . . Concentration . . I\|/onen.ne de
§ introduite prédite Exactl_tude prédite anc_:entraﬂon Exactl_tude prédite an(;entratlon Exa_ctltugle IexeTcEtude
= (mg/L) (mg/L) relative (mg/L) predite (mg/L) relative (mg/L) predite (mg/L) | relative (%) relative
4,38 4,39 0,17 4,39 4,35 -0,91 4,39 4,34 -1,11 -0,61836578
80 4,39 4,37 -0,27 4,39 4,35 -0,90 4,39 4,34 -1,10 -0,75662005
4,38 4,38 -0,02 4,38 4,39 0,12 4,38 4,33 -1,09 -0,33108555
4,50 4,50 0,06 4,50 4,49 -0,27 4,50 4,49 -0,33 -0,17790304
90 4,50 4,49 -0,24 4,50 4,50 0,09 4,50 4,49 -0,19 -0,11606613
4,50 4,49 -0,22 4,51 4,49 -0,29 4,52 4,47 -1,01 -0,50890031
4,60 4,60 -0,09 4,61 4,60 -0,15 4,61 4,57 -0,66 -0,29926643
100 4,61 4,60 -0,22 4,60 4,61 0,09 4,61 4,60 -0,11 -0,08175711
4,61 4,59 -0,44 4,60 4,61 0,13 4,60 4,60 -0,11 -0,14181281
4,70 4,70 -0,15 4,70 4,71 0,13 4,70 4,73 0,69 0,22230511
110 4,71 4,71 0,01 4,70 4,71 0,14 4,70 4,73 0,68 0,276990647
4,70 4,71 0,25 4,70 4,70 0,14 4,70 4,73 0,60 0,329446834
4,79 4,78 -0,22 4,79 4,80 0,34 4,79 4,83 0,83 0,318751675
120 4,79 4,78 -0,19 4,79 4,80 0,33 4,80 4,81 0,27 0,135975368
4,79 4,76 -0,48 4,79 4,80 0,32 4,79 4,82 0,64 0,161512837
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4. 8. Erreur totale et profil d’erreur totale

L’erreur totale et I'erreur totale relative caloeépour chaque niveau de concentration sont

présentées dans le tableau 26 suivant :

Le tableau ci-dessous représente le calcul deecliertotale relative pour chaque niveau de

concentration théorique :

Tableau 24 Calcul de l'erreur totale pour chaque niveau decentration des standards de

validation
Niveaux % Erreur totale erreur totale Erreur maximale
absolue relative observée
80 0,04 1,010 0,17
90 0,02 0,468 0,09
100 0,02 0,392 0,13
110 0,02 0,491 0,69
120 0,02 0,511 0,83

4. 9. Intervalle de tolérance

Les limites de tolérance sont calculées pour chagueau de concentration, les résultats

obtenus sont résumés dans le tableau 25 ci-dessous

Tableau 25 :Calcul des limites de tolérance pour chaque niviEsaconcentration j.

Ni"f/oaux R, B Vv Q tLéTé'rtiniee It_(larlglrtgniz
inférieure supérieure

80 0,53 0,54 6,38 2,41 -2,20 1,06
90 0,17 0,63 10,86 2,20 -1,27 0,74
100 0,19 0,62 10,43 2,22 -1,23 0,88
110 3,26 0,44 2,89 3,25 -1,25 1,80
120 4,50 0,42 2,66 3,43 -1,71 2,12

4. 10. Profil d’exactitude

Parmi les différents modeles, nous avons opté lgomodele logarithme népérienqui est

illustré par le profil d’exactitude indiqué dandfilgure 10 suivante:
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PROFIL D'EXACTITUDE POUR LA FONCTION LOGARITHME NEPERIEN

B i & & i
4,00
== imite d'acceptabilité basse
2,00% accef B
=@ Limite d'acceptabilité haute
0,00% % Y X = Limite de tolérance basse
4,35 4,80 445 4,50 4,55 4,60 4,65 4,0 475 480 4,85 .
—— 1 — Limite de tolérance hauts
-2,00% e :
== Biais
4,00%
- e . "
¢ + + + +
-6,00%

Figure 9 : Profil d’exactitude
4. 11. Linéarité

Linéarité de la méthode

y =1,0935x- 0,4344

4,80 R? =0,98/9 r

4,50
J ..-..
4}40 t..__+....
4,30
4,30 4,40 4,50 4,60 4,70 4,30 4,90

Figure 10 : Droite de régression linéaire entre quantités predites et les quanti

introduites.

4. 12. Intervalles de dosagaccepté

Selon les profils d’exactitude des modeles adéquepsésentés précédemment, auc
concentration ne sort de l'intervalle de tolérartmc nouspouvons considérd'intervalle de
dosage est lintervalle compris entre les lin de tolérance inférieure et supérieou la
procédure analytique atteint I'exactitude souhs

Limite de dosage inférieuf@nit) = 80 ng/ml.

Limite de dosage supérieufignit) = 120 mg/r.
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5. Discussion
5.1. Spécificité

Tableau 26 :Comparaison des deux pentes

t calculé 1,15326738

Les pentes sont-elles t° (0,05, 21) 2 079613845 Pas d'effet

comparable avec 0 ? Condition t calculé < t° (0,05, 21 matrice
Résultat VRAI

Les ordonnées a t calculé 0,849804919
lorigine sont-elles t° (0,05, 21) 2,07961384 Pas d’err_eur

comparable avec 0 ? Copdltlon t calculé < t° (0,05, 21) systematique

Résultat VRAI

On peut dire qu’avec un risque de 5%, I'absenc&at’'enatrice et d’erreur systématique est

confirmée donc statistiquement la méthode est Bgeéei

5. 2. Choix de la fonction de réponse

D’apreés les profils d’exactitude élucidés dansal@é¢au 20 est les intervalles de validité de la

meéthode qui en découlent pour chaque modele sietwalidé.

On constate que le modéle de la fonction logarithép@erien avec I'équatiamy=f (Ln x) -

Ln y=Ln (1,0935 x)+0,8338 a donnél’erreur totale la plus serrée autour deeOgui nous

permis de le sélectionner comme le modéle qui @mve plus a notre méthode de dosage.

5. 3. Profil d'exactitude

En se référant au profil d’exactitude élucidé den§igure 9, on considére que la méthode

présenté dans ce présent travail est valide pmiervalle de dosage ou le profil d’exactitude

est compris dans les limites d’acceptation de &%,

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

acceptables et seulement 5% des futures mesurgsadtlons inconnus peuvent avoir des

résultats non fiables.

Le domaine de la validité de la méthode est domepes entre les niveaux de concentration

80% et 120%.

5. 4. Intervalle de dosage

L'intervalle de dosage est l'intervalle comprigenies limites de quantifications inférieure et

supérieur ou la procédure analytique atteint I'étuate souhaitée.
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La limite de quantification inferieureest de 80 mg/
La limite de quantification supérieureest de 120Img

La méthode est tenue pour valide dans l'intenj&0emg/l ; 120 mg/1].

5. 5. Linéarité
La linéarité de la méthode est démontrée par aiio@l des résultats obtenus (masses
prédites) a des masses réellement introduites chcgt@amol dans les gammes des SV. La
droite de régression obtenue présente une équatior,0935x — 0,4344 avec
un coefficient de corrélation (R2=0,9879).
Une pente significativement différente de zéroaibexiste une relation linéaire. De
plus elle est comparable a 1 au risque 5% (a =5)093
Une ordonnée a l'origine comparable a zéro au essfh (b =0, 4344).Ce qui nous

amene a conclure que la linéarité de la méthodidage est validée.

Conclusion
La méthode de dosage du paracétamol dans les coéypde 500mg depar HPLC développée
dans le présent travail s’est révéléeexacte etlatians l'intervalle de dosage [80mg ;

120mg] au risque 5%.




Conclusion générale

En industrie pharmaceutique, toute méthode appdiqus contréle qualité
desmédicaments doit étre validée conformément aumes internationales, celle-ci fait
partie d’'une part du systéme d’assurance qualit@ gour principale mission de veiller sur la
gualité du médicament, d’autre part ; elle aussiueg exigence réglementaire et la phase

ultime avant sa mise en routine.

La finalité de notre étude a été de valider unthode de dosagedu paracétamol dans
des comprimés de 500mg, et ce par Chromatograpigieide a Haute Performance en
utilisant le profil d’exactitude et l'intervalle delérance comme outil dedécision de la
validation : démarche harmonisée proposée par omenission de la SFSTPpubliée en 2006
dans la revue STP Pharma Pratique qui consistalaeiv’exactitude d’'unemaniere globale

au lieu de mesurer les criteres statistiques sgpmare

Selon les résultats obtenus la méthode de dosagardaétamol dans les comprimés
de 500mg parChromatographie Liquide a Haute Pednom est jugé valide il peut étre utilisé

en routine par les laboratoires de contréle qupligmaceutique en tout confiance.
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La chromatographie est une méthode physique pdanséparation ou la purification d'un ou
de plusieurs composés d'un mélange en vue dedeantification et de leur quantification. Il
existe trois types de chromatographie : chromafdgeaen phase gazeuse, chromatographie
sur couche mince et chromatographie en phase équid

La chromatographie en phase liquide a permis déiseéades analyses qui n'étaient
auparavant pas possible avec les techniques saneonince ou en phase gazeuse.

A l'origine la chromatographie en phase liquidéasgait sur des colonnes en verre. Le liquide
traversait la phase stationnaire par gravité ois daible pression. Puis pour augmenter le
deébit, des manipulations ont été réalisées soussipre plus forte. C'est ce que I'on appeler la
chromatographie liquide sous haute pression (HPI@s rapidement le P de pression est
devenu le P de performance lorsque I'on a optimaigéchnique (diminution de la taille de
particules de la phase stationnaire, régularitéetie phase...).

1. Principe

La chromatographie liquide haute performance estmgthode d’analyse physicochimique
qui sépare les constituants d’'un mélange par eetmant au moyen d'une phase mobile
liquide le long d’'une phase stationnaire, graca éépartition sélective des solutés entre ces
deux phases.

Les composés a séparer (solutés) sont mis en @oldans un solvant. Ce mélange est
introduit dans la phase mobile liquide (éluant).iv8not la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase statienrdans un tube appelé colonne
chromatographique.

La phase mobile poussée par une pompe sous haassiqm, parcourt le systeme
chromatographique.

Le mélange a analyser est injecté puis transparti#a@ers du systeme chromatographique.
Les composés en solution se répartissent alorarsuieur affinité entre la phase mobile et la
phase stationnaire.

En sortie de colonne grace a un détecteur apprigwidifférents solutés sont caractérisés par
un pic. L'ensemble des pics enregistrés est ajgpebénatogramme. [22]

2. Appareillage

Une installation HPLC comporte divers modules. @esdules sont reliés entre eux par
lintermédiaire de canalisations de trés faiblentBtre interne (0.1mm) pour permettre
'écoulement de la phase mobile. Elles peuvent étreacier inoxydable ou en PEEK
(polyether-etherketone). [22]
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Schéma de principe
d'une chaine d'"HPLC

3 5 Systeme
esevolr de solvant d'intégration et
dicateur de d'impression

pression et dehit

5 _I,Istérnai':,
de

Systeme dinjection

Figure 11: schéma des principaux modules d’'une chaine HPLC

La phase mobile est pompée a partir d'une boutetleparcourt en permanence le
chromatographe : l'injecteur, la colonne dans le &t le détecteur. La température du four
est maintenue constante. Le signal du détecteanasiifié et enregistré.
2. 1. Réservoir de la phase mobileLa phase mobile est pompée a partir d'une bouttille
parcourt en permanence le chromatographe : I'ejecta colonne dans le four et le détecteur.
La température du four est maintenue constantesigggal du détecteur est amplifié et
enregistréLe plus souvent ce réservoir est une bouteilleamnevdans lequel plonge un tube
avec uneextrémité filtrante en téflon. S'il est nécesskrdégazage peut se faire par agitation
puis conservation du solvant sous atmosphére dméli
2. 2. Pompe Elle délivre en continu la phase mobile. Elle &&firdt par la pression qu'elle
permet d'atteindre dans la colonne, son débit,aestabilité du flux. Actuellement les
parametres d'une pompe sont

* débit: 0,01 a 10 mL/min

» stabilité < 1% (<0,2% pour des chromatographiesctlision diffusion)

* pression maximale > 350 bars

Certaines sont pilotées par informatique (biereddts de l'utilisation de gradient d'élution).
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2. 3. Injecteur : Le type d'injecteur le plus couramment utilisé ponte une vanne a boucle
d'échantillonnage d'une capacité fixe (10, 20,uRQ.). Cette boucle permet d'introduire
I'échantillon sans modifier la pression dans |l@cpé.
Vanne a boucle d'échantillonnage. Elle posséde &tipas. La premiére permet le
remplissage de la boucle d'injection de volume fifoad), la seconde permet la mise en
circulation de I'échantillon dans le systeme chrimgi@phique (inject). Le remplissage de la
boucle d'injection se fait a I'aide d'une seringue.
2. 4. Colonne :En mode analytique, les colonnes en inox ont géméent un diamétre
interne de 4,6mm. La longueur est de 5, 10, 152%tm. Le remplissage (en silice, silice
greffée ou particules polymériques) a une granutoenéle 3, 5, ou Ln. Le diametre
interne d'une colonne est usuellement de 4 ou 46 & des substances pures doivent étre
collectées en fin de chromatogramme des colonngsodediametre seront nécessaires.
2. 5. Détecteurs :Le détecteur suit en continu l'apparition des sslufPour détecter, on
utilise difféerents phénomeénes physico-chimiquessigmal obtenu est enregistré en fonction
du temps.
Le détecteur le plus utilisé en HPLC est un spebtintometre d'absorption UV-visible (190-
600 nm) relié a la sortie de colonne.
Il existe d'autres détecteurs :

» réfractometre différentiel

e UV a barrette de diodes

e électrochimique

o fluorimétrique...
Ainsi que différents types de couplage :

» Spectrométrie infrarouge

e Spectrométrie de masse

* Résonance Magnétique Nucléaire...
2. 6. Intégrateur : Il s’agit d’'un petit ordinateur qui récupere lendées issues du détecteur,
trace les chromatogrammes et integre la surfaceidss
La chromatographie est une méthode de séparatibsée@ten vue d'un dosage. . Une
intégration consiste a mesurer la surface sousitirmpis avant tout chercher a séparer
correctement les pics avant de les intégrer.
La détection d'un pic chromatographique par l'irdégur, dépend de 2 parameétres :

- lalargeur attendue des pics

- le seuil d'intégration (sensibilite)
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La largeur de pic est a peu prés previsible entiome de la technique d'analyse et des
conditions opératoires. Elle détermine la frequed@&ehantillonnage du signal. Le pic est
alors découpé en tranches. Le seuil d'intégratsbhaevaleur du signal a partir de laquelle le
calculateur repere un début de pic. [22]

3. Notions fondamentales :La phase stationnaire est un support plus ou mporsux
recouvert d'un gel (liquide greffé) qui a les piéf@s désirées pour retenir les molécules de
solutésLa phase mobile ou éluant est un liquide qui enéréés solutés a travers la colonne.

3. 1. Notion de temps :

&
WValeur de

détection

| ; p  temps

- to : est le temps du début de l'injection ;
-tm : temps mort est le temps mis par un composé renuepar la phase stationnaire pour
traverser la colonne (temps passé dans la phasiéeinob
-t; : temps de rétention est le temps mis par un splubé traverser la colonne. C'est le temps
passé dans la phase stationnaire et dans le voinore de la colonne. Ce temps est
caractéristique d'un soluté dans des conditionsalyae donnée. La surface du pic est
fonction de la quantité du constituant dont illegtace.
-t'y : temps de rétention réduit est le temps passéipaoluté dans la phase stationnaire,
soit :

t'r = 1:r' 1:m
-012: la largeur du pic ; mesurée a mi-hauteur : ex@eran unité de temps ;
- w1/2 ou &8:La largeur du pic a la base exprimée en unité depse déterminée par
l'intersection des tangentes au point d’inflexiola &ourbe gaussienne et de la ligne de base ;

-h : la hauteur du pic ;
-Ecart type relatif des airs du pie = 1—162(yi —Y')?

Avec :
yi est I'air du pic pour I'injection i donné par l'iégration du pic ;

Y’'=1/16 (yi+y2+...+Ys) la moyenne des aires du pic.
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On peut calculer I'écart type relatif en pourcepetagpRSD=100s/Y"
3.2. Notion de concentration
* Le coefficient de partage K: A un instant donné, le soluté est a la concéatraCm
dans la phase mobile et Cs dans la phase stattenhaur rapport a I'équilibre est
appelé coefficient de partage K :

K==2

m

Ce coefficient est fonction de 3 types d'affinités
- Celle entre le soluté et la phase mobile ;
- Celle entre le soluté et la phase stationnaire ;
- Celle entre les phases mobile et stationnaire.
» Le facteur de capacité K': est le rapport de la quantité d'un soluté danphase

stationnaire et dans la phase mobile.

., C v
K== x2=Kx->=
Cm ~ Vm Vin

Vs: volume de la phase stationnaire ;
Vm : volume de la phase mobile ou volume mort ;

K’ : est aussi déterminé expérimentalement par leoragle temps de rétention réduit sur le

temps mort :
K = tr—tm
tm

3.3. Notion d'efficacité :La largeur d'un pic est caractéristique de I'effiigade la séparation
plus le pic est fin plus la chromatographie edtaffe. L'efficacité est mesurée par :
* le nombre de plateaux théoriques Nth contenus dans la colonne (nombre des
opérations que subit le soluté pour traverser lance chromatographique). Plus N est
grande plus la colonne est efficace elle est ttacear la finesse des pics obtenus. Sa

détermination est réalisée pour chaque composia pelation suivante :
t, \ £\ 2
Nth =5.54 = 16(—)
(1)1/2 w

oy/2: largeur du pic a mi-hauteur ;

tr : temps de rétention ;

o : largeur du pic a la base ;
Remarque
Nth est tres utilisé en HPLC. Pourtant il seraiispjudicieux d'utiliser Neff (nombre de

plateaux effectifs) puisqu'il dépend vraiment dups passé dans la phase stationnaire.
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2
Neff = 5.54(“"“")

w12
Expérimentalement tm est difficile & déterminerid'atilisation de Nth.

» La hauteur équivalente a un plateau théorique HEPT, qui est définit comme :

L
HEPT = —

Waleur de
détection

tems

L : Longueur de la colonne
Nth : Nombre de plateaux théoriques
3. 4. Qualité de la séparation La séparation entre les pics chromatographiqudmse sur
plusieurs critéres :

» La sélectivité @) : entre 2 pics AetB
Elle mesure la capacité de la colonne a séparemismums des pics. Plus elle est
supérieure a 1, plus les temps de rétention soigréls.

Elle est définit comme le rapport des temps dentiete réduits.

—Urp

t'ra

En pratiquen toujours> 1 car on choisitg > tia
a =1 pas de séparation
a >1 séparation plus facile queaugmente
a est toujours supérieurl car on choisjgXtt's). Par convention, on choisit toujours les pics
pour que I'on ait ur supérieur a 1.

* Larésolution (R)
Elle quantifie la qualité de la séparation en daérgant le fait qu'il y ait ou non

chevauchement de 2 pics contigus.

_ (&rrp—trya)
(wop+woa)

R < 1 : mauvaise résolution ;

1 <R <1,4:résolution acceptable ;
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1,4 <R < 1,6 : résolution optimale ;

R > 1,6 : résolution trop bonne car le temps dis@aést rallongé.

3.5. Notion de pression :

A lintérieur d'une colonne la phase mobile fradte les parois de la colonne mais aussi sur
les particules de phase stationnaire. Ces frottesriinissent la résistance a I'écoulement.
Les particules de phase stationnaire sont sphéridsiel'on divise leur diametre par 10, on
diminue leur surface d'un facteur 100 et leur vauftun facteur 1000. On peut donc placer
dans la colonne 1000 fois plus de particules et dagmenté de 10 fois la surface en contact
avec la phase mobile. La résistance a I'écoulegsttonc augmentée.

En conséquence, pour maintenir le débit constamg @acolonne il faut augmenter la pression
plus la granulométrie de la phase stationnairéagse.

En HPLC on travaille, en téte de colonne, a dessiwas entre 20 et 150 bars. [22]
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TABLE DE STUDENT

Lo tabie donne o probaobilite = pour gue 1 ¢pale ou dépnsse. en voleur absohse,
ane velowr donnée, en fimoion du nombre dodegrds de liberté (ddl).

Exemple : avec ddl = 10, powr t= 2223, la probablite est o= 0,05

& 090 050 630 | 020 000 | 045 002 001 0001

ddl

1 UASE 100D | LY63 | G078 5314 LZT06 | 31821 63,656 636,578
2 D042 | 0&l5 | L3%6 | LEEG | 2920 | 4303 | 6965 9925 3600
3 0,037 | 0765 | 1250 | LEER 2,353 | AI82 | 4.54] S840 1294
4 0,03 | 0741 | 1,190 | 1533 20132 | 2776 | 347 4604 | 8610
5 0132 | 0727 | L1356 | 1476 2015 | 2571 3065 2| 65
o 0,031 | 0713 | L1339 | 1420 | 1,943 | 2447 | 3043 AT | 5959
" 0030 | 0711 | LIS | 1415 | 1LB3S | 2365 | 29595 3499 | 5408
8 0,130 | 0705 | L1108 | 1307 | 1,850 | 2306 | 2806 3355 | 5041

o D2 | 0703 | L1060 | 1,383 | 1,833 2262 | 2831 32m0 | 479

5

10 120 | 0700 | L093 | 1373 | 1812 | 2228 | 296+ A160 | 45H7

1 0029 | 0697 | LOB | 1363 1,796 | 2201 271F  A006 | 4437
12| 0,028 | 0695 | LOEY | 1346 1LTE2 | 2179 2481 3085 | 4318
13| 0,028 | 0694 10T | 1330 LML 2160 | 2650 0 3012 | 422
M| 0,028 | 0692 | 1076 | 1325 L7851 | 2045 | 2422 2977 | 4140
15 | 0128 | 0691 | 10T | 1321 LTSY | 2331 | 2502 2847 | 407
6 | 0,028 | 0690 | 10T | 1,337 LTME | 2120 | 2381 2031 | 4015

3

17 | 0,128 | 0622 | 106 | 1333  L7T40 | 2110 | 23567 2808 | 3965
18 | 0,127 | 6682 | 1,067 | 1330 | 1734 | 2101 | 2352 | 2878 | 30%
10 | 0,127 | 0683 | 1066 | 1328 1,70 | 2003 | 2330 2861 | 3R

MW 0027 | 06R7 | 106 1335 LTIS | 2886 | 2538 2845 | 3850
2| 0027 | 0686 | 1063 | 1323 LTM | 2080 2518 2,831 | 3819

22 0027 | 0685 | 1060 | 1331 LTI7 | 2074 | 2308 2819 | 3792
2 0027 | 0685 | L0E) | 1319 1LTI4 | 2,069 | 23500 2807 | ATR
24 | 0,127 | 0685 | 109 | 1318 | 171 | 2064 2402 2797 | 3745
220027 | 0684 | L0 | 1316 LTI | 2060 | 2485 2787 | 3735
W | 0027 | 0681 | 105 | 1315 L6 | 2086 | 2470 2710 | 3707
1 | 0127 | 0684 | 1057 | 1314 | 1703 | 2052 | 2473 | 277 | 368
2 | 0.2 | 023 | 10% | 1313 | LML | 2048 | 2467 | 276y | 36M
0| 0027 | 0683 | L0550 1311 160 | 2045 | 2462 2780 | 3660
E] o127 | 06E3 L0355 | 1310 | L6637 | 204 | 2457 2780 | 3646
40 0026 | 06R1 | LOSD | 1303 LeM | 2021 2427 2474 355
W 0026 | DATS | L0432 1L6M | LYW | 2374 L6 | 3416
120 026 | 0677 | 104 1280 | 1,658 | 1980 | 2358 2617 | 3373
mo i | osTs | 1037 | 1200 | LEs | pesd | 2337 | 2571 | 3aa)
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<< Detector A >>
Title Sample Name Sample ID paracetamol
Standard étalonnage 80-1.Icd STDO001 série 3 1415387
Standard étalonnage 80-2.Icd paracétamol Série 1 1435967
Standard étalonnage 90-1.Icd paracétamol sér| STD 1618211
Standard étalonnage 90-2.Icd paracétamol sér| STD 1612965
Standard étalonnage 100-1.lcd paracétamol Série 3 1791022
Standard étalonnage 100-2.lcd paracétamol sér| STD 1845679
Standard étalonnage 110-1.lcd paracétamol Série 1 1958476
Standard étalonnage 110-2.lcd paracétamol Série 1 1989133
Standard étalonnage 120-1.lcd STDO009 série 3 2174748
Standard étalonnage 120-2.lcd paracétamol sér| STD 2191095
Standard de validation 80-1.lcd STDO003 série 3 1441215
Standard de validation 80-2.lcd paracétamol Série 1 1415943
Sandard de validation 80-3.lcd paracétamol Série 1 1423466
Standard de validation 90-1.lcd STDO005 série 3 1615849
Standard de validation 90-2.Icd paracétamol sér| STD 1592945
Standard de validation 90-3.Icd paracétamol sér| STD 1591489
Standard de validation 100-1.lcd paracétamol Série 1 1782632
Standard de validation 100-2.lcd STDO008 série 3 1774223
Standard de validation 100-3.lcd paracétamol sér| STD 1770314
Standard de Validation 110-1.lcd paracétamol Série 1 1971616
Standard de Validation 110-2.lcd paracétamol Série 1 1996564
Standard de Validation 110-3.lcd paracétamol Série 1 1994673
Standard validation 120-1.lcd paracétamol sér| STD 2134224
Standard de validation 120-2.lcd STDO012 série 3 2147373
Standard de validation 120-3.lcd paracétamol sér| STD 2113879
Average 1791964
%RSD 14.766
Maximum 2191095
Minimum 1415387
Standard Deviation 264599
<< Detector B >>
Title Sample Name Sample ID TYR PHE El
Standard étalonnage 80-1.Icd STDO001 série 3 0 0 0
Standard étalonnage 80-2.Icd paracétamol Série 1 0 0 0
Standard étalonnage 90-1.Icd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard étalonnage 90-2.Icd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard étalonnage 100-1.lcd paracétamol Série 3 0 0 0
Standard étalonnage 100-2.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard étalonnage 110-1.lcd paracétamol Série 1 0 0 0
Standard étalonnage 110-2.lcd paracétamol Série 1 0 0 0
Standard étalonnage 120-1.lcd STDO009 série 3 0 0 0
Standard étalonnage 120-2.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
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Click Here to upgrade série 3 0 0 0
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Série 1 0 0 0
Standard de validation 90-1.lcd STDO005 série 3 0 0 0
Standard de validation 90-2.Icd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard de validation 90-3.Icd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard de validation 100-1.lcd paracétamol Série 1 0 0 0
Standard de validation 100-2.lcd STDO008 série 3 0 0 0
Standard de validation 100-3.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard de Validation 110-1.lcd paracétamol Série 1 0 0 0
Standard de Validation 110-2.lcd paracétamol Série 1 0 0 0
Standard de Validation 110-3.lcd paracétamol Série 1 0 0 0
Standard validation 120-1.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard de validation 120-2.lcd STDO012 série 3 0 0 0
Standard de validation 120-3.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
Average 0 0 0
%RSD 0.000 0.000 0.000
Maximum 0 0 0
Minimum 0 0 0
Standard Deviation 0 0 0
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solution Analysis Repor

2
LA
Acquired by

: Admin
Sample Name : STD002
Sample ID : série 3
Tray# 21l
Vail # 12
Injection Volume :20uL

Data File Name
Method File Name
Batch File Name
Report File Name
Data Acquired
Data Processed

: Paracetamol.lcm

: paracetamol3.lcb

. Default.lcr

1 26/07/2017 14:37:16
1 26/07/2017 16:15:39

: Standard étalonnage 80-2.lcd

11/08/2017 04:20:151/6

dministrateur\Bureau\Validation paracétamol comprimés SFSTP 2006\Série 2\2r\Standard étalonnage 80-2.Icd

<Chromatogram>
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<< Detector A >>
ID#1 Compound Name: Paracetamol
Title Area Height
Standard étalonnage 80-1.Icd 1397134 121380
Standard étalonnage 80-2.Icd 1421015 119420
Standard étalonnage 90-1.Icd 1620968 141470
Standard étalonnage 90-2.Icd 1624908 136249
Standard étalonnage 100-1.lcd 1777195 155366
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i 5 Height
Click Here to upg 192710
Unlimited Pages ¢ 165016

165752
Standard étalonnage 120-1.lcd 2043877 172597
Standard étalonnage 120-2.lcd 2043818 172595
Standard de validation 80-1.lcd 1384589 124577
Standard de validation 80-2.Icd 1385217 124588
Standard de validation 80-3.Icd 1439651 129294
Standard de validation 90-1.lcd 1587729 140228
Standard de validation 90-2.Icd 1589644 140282
Standard de validation 90-3.Icd 1592197 140341
Standard validation100-1.lcd 1764862 157876
Standard validation100-2.lcd 1760718 225387
Standard validation100-3.lcd 1763292 157829
Standard validation110-1.lcd 1939190 165367
Standard validation110-2.lcd 1938923 165361
Standard validation110-3.lcd 1918280 162067
Standard validation 120-1.lcd 2108946 178718
Standard validation 120-2.lcd 2106322 178634
Standard validation 120-3.lcd 2106322 178634
Average 1757424 156470
%RSD 13.848 16.089
Maximum 2108946 225387
Minimum 1384589 119420
Standard Deviation 243371 25175

<< Detector B >>
ID#1 Compound Name: TYR
Title Area Height
Standard étalonnage 80-1.Icd
Standard étalonnage 80-2.Icd
Standard étalonnage 90-1.Icd
Standard étalonnage 90-2.Icd
Standard étalonnage 100-1.lcd
Standard étalonnage 100-2.lcd
Standard étalonnage 110-1.lcd
Standard étalonnage 110-2.lcd
Standard étalonnage 120-1.lcd
Standard étalonnage 120-2.lcd
Standard de validation 80-1.lcd
Standard de validation 80-2.Icd
Standard de validation 80-3.Icd
Standard de validation 90-1.lcd
Standard de validation 90-2.Icd
Standard de validation 90-3.lcd
Standard validation100-1.lcd
Standard validation100-2.lcd
Standard validation100-3.lcd
Standard validation110-1.lcd
Standard validation110-2.lcd
Standard validation110-3.lcd
Standard validation 120-1.lcd
Standard validation 120-2.lcd
Standard validation 120-3.lcd
Average
%RSD 0.00
Maximum
Minimum
Standard Deviation

0.00

O|0O|0O|0|0|0|0|0O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0o|o|o|o|o|o
O|0O|0O|0|0|0|0|0O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0o|o|o|o|o|o

ID#2 Compound Name: PHE
Title Area Height
Standard étalonnage 80-1.Icd
Standard étalonnage 80-2.Icd
Standard étalonnage 90-1.Icd
Standard étalonnage 90-2.Icd
Standard étalonnage 100-1.lcd
Standard étalonnage 100-2.lcd
Standard étalonnage 110-1.lcd
Standard étalonnage 110-2.lcd
Standard étalonnage 120-1.lcd
Standard étalonnage 120-2.lcd
Standard de validation 80-1.Icd
Standard de validation 80-2.Icd
Standard de validation 80-3.Icd
Standard de validation 90-1.Icd

O|0O|0|0|0|0|0|0O|0o|0O|o|o|o|o
O|0O|0O|0|0|0|0|0O|0o|0O|o|o|o|o
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Standard validation100-2.lcd
Standard validation100-3.lcd
Standard validation110-1.lcd
Standard validation110-2.lcd
Standard validation110-3.lcd
Standard validation 120-1.lcd
Standard validation 120-2.lcd
Standard validation 120-3.lcd
Average

%RSD 0.00
Maximum
Minimum
Standard Deviation

0.00

[=llellsllslle]lelleellole]lelle]le]
[=llellsllslle]lsllelellolellellelle]lle]e] o]

1D#3 Compound Name: El
Title Area Height
Standard étalonnage 80-1.Icd
Standard étalonnage 80-2.Icd
Standard étalonnage 90-1.Icd
Standard étalonnage 90-2.Icd
Standard étalonnage 100-1.lcd
Standard étalonnage 100-2.lcd
Standard étalonnage 110-1.lcd
Standard étalonnage 110-2.lcd
Standard étalonnage 120-1.lcd
Standard étalonnage 120-2.lcd
Standard de validation 80-1.lcd
Standard de validation 80-2.Icd
Standard de validation 80-3.Icd
Standard de validation 90-1.lcd
Standard de validation 90-2.Icd
Standard de validation 90-3.Icd
Standard validation100-1.lcd
Standard validation100-2.lcd
Standard validation100-3.lcd
Standard validation110-1.lcd
Standard validation110-2.lcd
Standard validation110-3.lcd
Standard validation 120-1.lcd
Standard validation 120-2.lcd
Standard validation 120-3.lcd
Average
%RSD 0.00
Maximum
Minimum
Standard Deviation

0.00

O|0O|0O|0|0|0|0|0O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0o|o|o|o|o|o
O|0O|0O|0|0|0|0|0O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0o|0|o|o|o|o
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: Série 03.Icb
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<< Detector A >>

Title Sample Name Sample ID paracétamol

Standard étalonnage 80-1.Icd paracétamol sér| STD 1478605

Standard étalonnage 80-2.Icd paracétamol sér| STD 1478523

Standard étalonnage 90-1.Icd paracétamol Série 3 1616989

Standard étalonnage 90-2.Icd paracétamol Série 3 1583753

Standard étalonnage 100-1.lcd paracétamol sér| STD 1811890

Sandard étalonnage 100-2.Icd paracétamol Série 3 1791022

Standard étalonnage 110-1.lcd paracétamol sér| STD 1938606

Standard étalonnage 110-2.lcd paracétamol sér| STD 1938546

Standard étalonnage 120-1.lcd paracétamol sér| STD 2068827

Standard étalonnage 120-2.lcd paracétamol sér| STD 2068558

Standard de validation 80-1.Icd paracétamol sér| STD 1428133

Standard de validation 80-2.Icd paracétamol sér| STD 1428467

Standard de validation 80-3.Icd paracétamol sér| STD 1407432

Standard de validation 90-1.lcd paracétamol Série 3 1602591

Standard de validation 90-2.lcd paracétamol Série 3 1604616

Standard de validation 90-3.lcd paracétamol Série 3 1604075

Standard de validation100-1.lcd paracétamol sér| STD 1736075

Sandard de validation 100-2.lcd paracétamol Série 3 1774602

Standard de validation100-3.lcd paracétamol sér| STD 1769643

Standard de validation110-1.lcd paracétamol sér| STD 1983468

Standard de validation110-2.lcd paracétamol sér| STD 1983806

Standard de validation110-3.lcd paracétamol sér| STD 1983222

Standard de validation 120-1.lcd paracétamol sér| STD 2133800

Standard de validation 120-2.lcd paracétamol sér| STD 2132087

Standard de validation 120-3.lcd paracétamol sér| STD 2132087

Average 1779177

%RSD 13.785

Maximum 2133800

Minimum 1407432

Standard Deviation 245263

<< Detector B >>

Title Sample Name Sample ID TYR PHE El

Standard étalonnage 80-1.Icd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard étalonnage 80-2.Icd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard étalonnage 90-1.Icd paracétamol Série 3 0 0 0
Standard étalonnage 90-2.Icd paracétamol Série 3 0 0 0
Standard étalonnage 100-1.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
Sandard étalonnage 100-2.Icd paracétamol Série 3 0 0 0
Standard étalonnage 110-1.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard étalonnage 110-2.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard étalonnage 120-1.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard étalonnage 120-2.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
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STD 0 0 0
Standard de validation 90-1.lcd paracétamol Série 3 0 0 0
Standard de validation 90-2.lcd paracétamol Série 3 0 0 0
Standard de validation 90-3.lcd paracétamol Série 3 0 0 0
Standard de validation100-1.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
Sandard de validation 100-2.lcd paracétamol Série 3 0 0 0
Standard de validation100-3.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard de validation110-1.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard de validation110-2.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard de validation110-3.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard de validation 120-1.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard de validation 120-2.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
Standard de validation 120-3.lcd paracétamol sér| STD 0 0 0
Average 0 0 0
%RSD 0.000 0.000 0.000
Maximum 0 0 0
Minimum 0 0 0
Standard Deviation 0 0 0



http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Résume

Le contrdle qualité des produits pharmaceutiquestitoie une exigence
réglementaire a laquelle doivent répondre tousldbsratoires Pharmaceutiques. Pour ce
faire, ces derniers utilisent des méthodes analgsqqui doivent étre validées.

Le but du présent travail est de valider une nughste dosage du paracétamol
dans des comprimés par Chromatographie LiquidewaeHerformance en utilisant le profil
d’exactitude et l'intervalle de tolérance commelsutle décision de validation ; démarche
harmonisée proposée par une commission SFSTP eulgi® 2006 dans la revue
pharmaceutique STP Pharma Pratique.

Nous avons commencé dans un premier temps partunhe dbliographique
concernant le principe actif étudié et I'approclim@ée au cours de la validation de la
méthode d’analyse.

Dans la partie pratique s’est concrétisée pard@ation d’'un protocole de validation,
objet de la suite du travail.

Aux prémices de la validation, nous avons pu déreora sélectivité de la méthode
d’analyse en se basant sur le test de comparaeopeahtes. Ensuite et aprés réalisation des
expériences sur une gamme d’étalonnage et une gammwaidation, nous avons calculé les
différents critéres statistiques des différents éhesl générés pour pouvoir construire les
profils d’exactitude.

La technique développée s’est avérée spécifiquégilie, sensible, exacte dans
l'intervalle [80, 120] mg/ml avec un risque d’ave@in maximum de 5 % des futures mesures
en dehors des limites d’acceptations fixées a {8, %. Cela démontre la validité de la
méthode développée et son aptitude a étre appligmeégoutine pour le dosage du
paracétamol dans les comprimés de 500 mg.

Mots clés: Paracétamol, comprimés, validation analytiquefilpd’exactitude, HPLC.

Abstract

Quality control of pharmaceutical prottuds a regulatory requirement that all
pharmaceutical laboratories must meet. To do they use analytical methods that must be
validated.

Quality control of pharmaceuticals products is gutatory requirement that all
pharmaceuticals laboratories must meet with ugieg single laboratory validated analytical
methods.

The aim of this work is to validate atimod of assaying paracetamol in tablets by high
performance liquid chromatography using the acgunamfile and tolerance interval as
validation decision tools; a harmonized approacbppsed by a SFSTP commission
published in 2006 in the pharmaceutical journal Fh@rma Pratique.

We started with a bibliographic studytite active principle studied and the approach
adopted during the validation of the analytical moek In the practical part, a validation
protocol was developed, the object of the work.

At the beginning of the validation, we were abledemonstrate the selectivity of the
analysis method based on the slope comparisonTtesh, after carrying out the experiments
on a calibration range and a validation range, aleutated the different statistical criteria of
the different models generated in order to buildhcuracy profiles.

The technique developed was specific, linear, sgasiexact in the range [80, 120]
mg / ml with a risk of having a maximum of 5% oftdte measurements outside the
acceptance limits set at [ -5, +5]%. This demonssréhe validity of the developed method
and its suitability for routine use in the deteration of paracetamol in 500 mg tablets.

Key words: Paracétamol, tablets, analytical validation, aacwy profile, HPLC.



