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(R bsumé

La validation des méthodes figurent parmi les mesures universellement reconnues comme
étant une partie indispensable d'un systeme exhaustif d'assurance qualité dans le domaine de
I’industrie pharmaceutique.

Valider une méthode d'analyse consiste a apporter la preuve qu'elle est adaptée aux
objectifs que I'on s'est fixé. Il ne suffit donc pas de calculer quelques critéres de validation, tels
que la répétabilité ou la justesse, il faut aussi interpréter les valeurs trouvées pour déboucher sur
une conclusion claire et sans ambiguité.

C’est dans ce contexte que le développement de nouvelles méthodes analytiques plus
efficaces et rapides est devenu un véritable chalenge moderne pour les chimistes et les biologistes.
Selon les données bibliographiques; parmi ces techniques, la chromatographie liquide a haute
performance s’est avérée étre un outil de choix dans le domaine du contréle qualité des produits
pharmaceutiques. Nous nous sommes intéresses dans le cadre de ce mémoire au Phloroglucinol,
un antispasmodique.

A travers ce travail, nous avons effectué une étude analytique sur les différents essais
physico-chimiques existants, pour la validation de la méthode analytique dosage par HPLC de la
substance actif dans une spécialité pharmaceutique : Phloroglucinol LDM® 80 mg / 160 mg,
appartenant a la classe thérapeutique des antispasmodique, en se basant dans cette démarche sur
les critéres décrite par le référentiel ICH theme Q2(R1).

L’utilisation de la HPLC comme technique de dosages du générique Phloroglucinol
LDM® 80 mg et 160 mg, a été testée pour les critéres suivant : Spécificité, Sélectivité, Exactitude,
Linéarité, Fidélité, dans le cadre d’une validation interne au laboratoire.

Durant la période de notre formation effectué au sein de 1’unité de contréle qualité «LDM
groupe » ou nous faisons partie de 1’équipe responsable du contréle qualité physico-chimique
pour réaliser un dosage par HPLC du principe actif «Phloroglucinol » dans une spécialité
pharmaceutique / produit fini qui est un comprimé orodispersible.

Nos résultats expérimentaux montrent que pour la méthode choisi pour cette étude est :
sélective/spécifique, linéaire, fidéle, et exacte. La technique s’est montrée valide pour les
utilisations définies et en conformité parfaite avec les critéres de validation définis par I’ICH 2005

Q2(R1).

Mots Clés : dosage par HPLC, validation analytique, ICH Q2(R1), critéres de validation,
Phloroglucinol LDM®, Spécificité, Sélectivité, Exactitude, Linéarité, Fidélité.



A bstract

The validation of the methods appears among the measures universally recognized
as being an indispensable part of an exhaustive system of quality assurance in the field of
the pharmaceutical industry.

To validate a method of analysis consists in bringing the proof that it is adapted
to the objectives that we settled. It is not thus enough to calculate some criteria of
validation, such as the repeatability or the correctness, it is also necessary to interpret the
values found to result in a clear conclusion and without ambiguity.

It’s in this context that development of new, more efficient and fast analytical
methods has become a modern challenge for chemists and biologists. According to
bibliographic data. Among these techniques, high performance liquid chromatography
has proved to be a tool of choice in the field of quality control of pharmaceutical products.
We were interested in this Phloroglucinol memory, an antispasmodic.

Through this work, we carried out an analytical study on the different
physicochemical tests, for the validation of an analytical method for HPLC of a principle
activates in a pharmaceutical specialty: Phloroglucinol LDM® 80 mg/ 160 mg, belonging
to the therapeutic class of antispasmodic, based in this approach on the criteria described
by the ICH repository theme Q2 (R1).

The use of HPLC as a test method for the generic Phloroglucinol LDM® 80 mg
and 160 mg was tested for the following criteria: Specificity, Specificity, Accuracy,
Linearity, and Fidelity, as part of an internal validation in the laboratory.

During our professional internship in a quality control unit "LDM group" we were
part of the team responsible for Physico-chemical quality control to perform a qualitative
and quantitative analysis of a finished product "Phloroglucinol™ which an orodispersible
tablet.

Our experimental results show that for the method chosen for this study is:
selective / specific, linear, faithful, and accurate. The technique has proven valid for
defined uses and in full compliance with the validation criteria defined by ICH 2005 Q2
(R1).

Keywords: HPLC assays, analytical validation, ICH Q2 (R1), validation criteria,
Phloroglucinol LDM®, Selectivity, specificity, Accuracy, Linearity, Fidelity.
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Introduction générale

Toute analyse, chimique, biologique ou autre, nécessite la mise au point de méthodes
de séparation, d’identification et de dosage des analytes avec des résultats qui doivent €tre

les mémes pour tout opérateur procédant a I’analyse en question (M. Feinberg 1996).

Les laboratoires pharmaceutiques doit prendre les dispositions appropriées pour
s'assurer qu’il est en mesure de fournir, et qu’il fournit, avec ses analyses des données du
niveau de qualité requis. De telles dispositions comprennent l'utilisation de procédures de
contrble interne de qualité mais aussi ils sont tenus de prouver que les méthodes

d’analyses employées sont parfaitement valides et fiables (Thompson 2002).

La validation est fondée sur une analyse statistique des méthodes analytiques,
basée sur un certain nombre de critéres, aboutissant a une assurance de donner des
résultats fiables. Donc, elle a pour but de démontrer que les techniques correspondent a
I’utilisation pour laquelle elles sont proposées. Ceci fait clairement apparaitre le lien tres
étroit qui existe entre la qualité d’une analyse et la validation de la méthode qui permet

de la faire (Bekka et Tifaoui 2014).

Parmi les analyses effectuées dans les laboratoires pharmaceutiques lors des
contrdles de la qualité : le dosage. Il permet de s’assurer, avec un maximum de garantie
pour la santé publique, de la qualité du produit, dans un minimum de temps et au moindre
codt. Il ne faut pas oublier que le produit fabriqué I’a été a partir de matiéres premiéres
pharmaceutiques conformes, soit a une monographie officielle (Pharmacopée), soit a un
cahier des charges analytiques tres strict. Ainsi le contrdle des matiéres premiéres étant
tres complet, la démarche logique voudrait que le contrdle des produits finis soit le plus
simple possible tous en garantissant la sécurité d’utilisation, ce qui nécessite des
techniques adaptées et fiables (ISO/IEC. 2005). Pour assurer cette fiabilité, la validation

des méthodes analytiques est donc d'une importance primordiale.

1 Problématique et objectif

La validation des méthodes analytiques constitue une étape essentielle dans le
processus intégral de démonstration de la fiabilité des résultats analytiques qui seront
génerés par ces méthodes dans leurs utilisations quotidiennes, car non seulement elle
permet de répondre aux exigences réglementaires, mais elle permet également a

I’utilisateur d’évaluer la méthode et le risque statistique lié a son usage futur.
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En outre, l'interprétation et I'évaluation des résultats d'analyse au cours de cette
étape-cleé doivent étre fondees sur des bases statistiques. Sinon, I'importance et l'utilité

des résultats d'analyse obtenus pour la prise de décision demeurent vagues.

On est confronté, dans la littérature et dans la pratique, a plusieurs approches de

validation analytique.

Notre travail s’inscrit dans cette optique. Il a pour objectif la validation d’une
méthode analytique physico-chimique d’un produit fini de la famille des
antispasmodique : PHLOROGLUCINOL LDM® 80 mg et 160 mg, selon le référentiel
international ICH theme Q2 (R1), développées au sein du laboratoire pharmaceutique
LDM (LDM groupe, Z.1. Oued H’'mimime, 25100 El Khroub, Constantine), ou la totalité
du travail a été effectuée, afin de démontrer que la méthode convient pour I’usage auquel

elle est destinée.

La validation d’une méthode d’analyse entraine la détermination de plusieurs
parametres. L’ICH propose une validation de méthode basée sur la validation de
nombreux criteres qui sont : la specificité et la sélectivite, I’exactitude, la fidélité

(réplicabilité, répétabilité, reproductibilité), la linéarité et I’intervalle de dosage défini.

La méthode de dosage de PHLOROGLUCINOL LDM® 80 mg /160 mg est celle
de la Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC) couplé a un détecteur UV
monochromatique. Cette validation est effectuée en interne et conformément aux

procédures de dosage de cette forme pharmaceutique (ICH 2005-a).

Cette analyse fait ressortir trois types de validation de méthode, validation de
méthode par ses critéres de performance, par quantification des incertitudes et par profil

d’exactitude comme outil de décision. Elle a pour Objectif de :

- Etablir une procédure nécessaire pour prouver que le protocole est
suffisamment exact et fiable pour avoir confiance dans les résultats fournis

et ceci pour un usage déterminé ;

- normaliser la méthode pour en faire une méthode alternative, ou de
référence, en s'assurant que les résultats seront acceptés (EURACHEM
1998).
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Au cours de notre stage pratique, effectué¢ au niveau de 1’industrie pharmaceutique
au sein laboratoire pharmaceutique dénommée LDM-groupe, ou on a fait partie de
1’équipe contrdle qualité responsable de la validation de méthodes physico-chimiques, ou
on étaient témoin d’un personnel qualifi¢ et professionnel, afin d’obtenir le dipldme de

Master en Bioindustrie Analyse et Controle.

2 Structure de mémoire

Dans le présent travail, nous avons repartis notre démarche en deux parties

principales:

La premiére partie, qui suit I’introduction générale, était consacrée a la synthése
bibliographique en 1 lieu au sujet de validation des méthodes analytiques dans le
domaine pharmaceutique (définition, les types, norme et guides lignes en relation,
objectif, démarche de documentation : le cycle de vie d’'une méthode, les critéres, les
régles de décision, le dossiers de validation, 1’utilisation en routine), en 2°™ lieu nous
présentons la méthode analytique utilisée dans notre étude qui est basée sur le dosage par
chromatographie liquide haute performance d’un produit fini, ainsi que les

caractéristiques de la technique HPLC.

Dans la deuxiéme partie, dénommée « Etude expérimentale », on trouve deux

grands titres :

Le 1'® est nommé « Matériel et Méthodes », dans lequel nous présenterons le
matériel utilisés dans cette étude ainsi que le travail personnel réalisé en cour de la période
du stage pratique au sein du laboratoire LDM, et pour ce faire, nous citerons les différents
protocoles effectués pour la validation de la méthode analytique proposée dans cette étude
sur les parameétres suivants : la linéarité, 1’exactitude, la fidélité, la spécificité et la
sélectivite.

Le second est intitulé « Résultats et Discussion », réservée a la présentation des

différents résultats obtenus avec leurs discussions.

Enfin, nous concluant ce manuscrit par une conclusion générale de la validation
de la méthode analytique utilisée et une citation des perspectives estimés dans le prochain

futur, suivi de la liste de références bibliographiques et des Annexes.



7

~OYOR

| ANAE D
remiére partic . Dvmthase

Q, R/ J |
y%@ <
S

it

\ia
\{ @é‘.& o? '
0

&,
\’
? VA




Chapitre 1

W S

% Wdation des Mithodes %
Analotiques :
\ 2 SN SR ED S

SO v@amv T IV

% 15/



Synthése bibliographique La validation des méthodes

Le contexte industriel actuel impose a de nombreuses entreprises de démontrer
que I’ensemble des procédés et des méthodes utilisées dans 1’¢élaboration d’un produit
manufacturé conduisent effectivement au résultat recherchés ; I’industrie pharmaceutique
n’échappe pas a cette régle et les laboratoires pharmaceutiques sont tenus de prouver que
les méthodes d’analyse employées sont parfaitement valides et fiables. Si la qualité d’une
méthode analytique n’est pas confirmée, la décision de conformité ou non des produits
finis basée sur les données obtenues par le Contréle Qualité en utilisant cette procédure
analytique devient contestable (Hubert 2016). C’est pourquoi 1’assurance de la fiabilité
de la méthode garantie par la validation est non seulement une exigence réglementaire,

mais également un critére essentiel de 1’assurance de la Qualité.

Dans le domaine pharmaceutique, 1’exigence de la validation est avant tout une
pratique réglementaire. En Algérie, selon la derniére circulaire du ministére de la santé
N°08-13 du 20 juillet 2008 modifiant et complétant la loi du N°85-05 du 16 février 1985,
toute méthode analytique décrite dans le dossier d’AMM doit étre accompagnée d’une
validation compléte (Miri 2014).

1 Geéneéraliteés sur la validation de méthodes analytiques

1.1 Définitions

La notion de validation implique qu’une technique d’usage généralisé doit étre

"prouvée”, confirmée avant d’étre reconnue.

La clause 5.4.5.1. de la norme ISO 17025 : 2005 définit ainsi la validation : « est
la confirmation par examen et apport de preuves objectives du fait que les exigences

particulieres en vue d’'une utilisation prévue déterminée sont remplies »

(ISO/IEC:17025. 2005).

La validation est donc un exercice documenté, au cours duquel on veut démontrer
que chaque étape d’un procédé se déroulera comme prévu initialement, et ce méme dans
des conditions extrémes, et permettra de répondre a des critéres de qualité définis au
préalable. Elle est appliquée a tout ce qui contribue directement ou indirectement a la
fabrication du produit (Girault 1997), c’est-a-dire (ANSM. 2015):

- aux procédés de production et de nettoyage,
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- aux systéemes informatisés
- aux équipements, dans ce cas, le terme qualification sera employé

- et également aux méthodes d’analyse

Pour les industries pharmaceutiques, la validation est tout d’abord une exigence
réglementaire. Mais la validation est également un outil fondamental des entreprises, leur
permettant d’avoir confiance dans la qualité des produits fabriqués. Par la maitrise du
procédé qu’elle apporte, la validation réduit la variabilité inter lots et minimise les effets
liés au hasard. Cela assure I’obtention de produits de la méme qualité, sirs et efficaces et

réduit les risques de rappels de lots ou de réclamations clients (Pandita , et al. 2012).

Enfin, bien que colteuse au départ, la validation permet aux entreprises
d’optimiser les dépenses en limitant les incidents en cours de production et les non-
conformités lors des contrdles et donc en diminuant les colts liés aux rejets, retraitements,

retests ou investigations (Pandita , et al. 2012).

1.1.1 Validation des méthodes analytiques dans I’industrie pharmaceutique

Le champ d’application de la validation analytique s’étend a toute procédure
d’analyse utilisée dans le développement galénique, allant du contréle des médicaments
en cours de fabrication, le contréle des produits intermediaires et finis et les essais de
stabilité de tous les produits pharmaceutiques (WELAC 1993), de la bioanalyse dans le
cadre des ¢études cliniques et des études de bioéquivalence jusqu’aux études

environnementales et agro-alimentaires. ...

Quelle que soit la méthode d'analyse utilisée et quel que soit le domaine
d’application, chaque laboratoire doit étre en mesure de produire des résultats fiables lors
de I'exécution de I'analyse pour un client ou pour des fins réglementaires, afin de répondre
au probléme analytique et donc a celui d’ordre socio-économique comme le montre la
Figure 1 (Feinberg, M. 2009-b).
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Figure 1. 1: Probléme analytique (Adapté de Max Feinberg, 2009)

L’ensemble de ces actions représentent un cout élevé pour ’entreprise (Pandita ,

et al. 2012).

contrdlées pour s’assurer de la fiabilité, de la cohérence et de la précision des résultats

Les méthodes employees pour ces contrbles doivent donc elles-mémes étre

obtenus : ¢’est la validation des méthodes analytiques (Pierre 2015).

relatives a la validation des méthodes analytiques sont dictées par les autorités

Tout comme la fréquence et la nature des contrbles a réaliser, les exigences

réglementaires (Feinberg, M. 2009-b).

1.2 Types de validations

laboratoire analyse et défini pour chaque examen la nature des opérations a mettre en

Afin de réaliser au mieux la vérification / validation de ses méthodes, le

ceuvre en fonction :

< Du type de flexibilité :

o Méthodes « fournisseurs », dites adoptées, avec uniquement une

vérification de performance sur site,
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o Méthodes adaptées ou développées en interne, avec une validation de

méthode.

7
L4

Du type de méthodes (quantitatif ou qualitatif), schématiquement, on

distingue deux types de méthodes d’examen :

o Les méthodes de type quantitatif : Elles fournissent un résultat chiffre, sur
une échelle continue a partir de la mesure d’un signal en relation directe
avec une quantité (analyte, molécule, substance, cellule ou organisme, ...)
ou une activité donnée de 1’analyte (enzymes). Sont également assimilées
au type quantitatif, les examens fournissent un résultat de type quantitatif,
extrapolé a partir de la mesure d’un signal continu quantifiable

(absorbance par exemple).

o Les méthodes de type qualitatif : Le résultat de ce type de méthode
n’apporte pas d’information sur la quantité de 1’analyte (cellule ou
organisme), mais seulement sur sa présence ou son absence
(positif/négatif), ou I’identification de la caractéristique recherchée. On
peut classer dans cette catégorie tous les examens ou aucune mesure d’une
donne quantifiable ne peut étre déterminée et ceux dont le résultat est
obtenu par 1’observation de la réaction, par comparaison avec des témoins

positif et négatif notamment.
1.3 Normes et guidelines relative a la validation des méthodes analytiques

La validation analytique est régie par des textes réglementaires ou des référentiel
tels que I’ICH (1SO 1994), la FDA (USFG 2001), EURACHEM (FPAM 1998), IUPAC
(IUPAC 2002), AOAC (AOAC 1990). Ces derniers décrivent et définissent les critéres
de validation a prendre en considération pour toute validation analytique, mais ne
proposent pas des approches expérimentales. En effet toutes ces références se limitent a

des concepts généraux (Rozet 2008).

C’est pour ces raisons que des guidelines pratiques ont été mis en place afin de
faciliter la tache aux analystes desireux de la réalisation de la validation de leurs

procédures d’analyse tels que ceux de I’ICH qui représentent la référence internationale
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de base en matiére de validation analytique pour I’industrie pharmaceutique (ICH 2005-

b).

1.3.1 Place dans I'Autorisation de Mise sur le Marché

Tous les médicaments mis sur le marché doivent faire l'objet dune AMM
préalable. En vue de I'narmonisation internationale des demandes d'AMM, le dossier doit
étre présenté selon un format standard élaboré par I'International Conference on
Harmonisation (ICH) et appelé "Common Technical Document” (CTD) ou Document

Technigue Commun.

La validation des méthodes d'analyse est donc une exigence réglementaire pour la

commercialisation d'un médicament.

1.3.2 Pharmacopee

La Pharmacopée est un référentiel opposable qui présente, sous forme de
monographies, les criteres de pureté des matieres premiéres ou des preparations entrant
dans la fabrication des médicaments ainsi que les méthodes a utiliser pour assurer leur
controle (ANSM 2017).

Les méthodes décrites dans la Pharmacopée sont des méthodes de référence et
sont considérées comme étant validées (EDQM.1. 2014), cependant des indications sont
données dans les différents chapitres relatifs aux méthodes pour que le laboratoire s'assure

de son aptitude a les mettre en ceuvre. La Pharmacopée comprend :
o la Pharmacopée francaise, préparée et publiée par I'ANSM

o la Pharmacopée européenne, préparée et publiee par I'European
Directorate for the Quality of Medicines (EDQM) ou Direction

Européenne de la Qualité du Médicament et des soins de santé (DEQM)

o U.S. Pharmacopeia (USP) : Pharmacopée américaine : Comme c'est le cas
pour la Pharmacopée européenne, les monographies de I'USP constituent
un référentiel opposable (USPC 2016). Plusieurs textes font référence a la

validation des méthodes :

e <1225> Validation of compendial procedures : ce texte décrit les
parametres a considérer pour la validation d'une nouvelle méthode
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et les informations a fournir pour son intégration a I'USP (USP 2016-
a).

e <1226> Verification of compendial procedures : ce texte apporte des
informations pour les laboratoires qui souhaitent mettre en place au
sein de leur laboratoire des méthodes de reférence ou des méthodes
déja validées au sein d'un autre laboratoire. Il ne couvre cependant
pas la vérification des méthodes en microbiologie qui est abordée
dans les chapitres généraux « 51 », « 61 », « 62 », « 71 » et « 1227 »
(USP 2016-b).

1.3.3 ICH : Harmonisation tripartite de la réglementation

Elle est définie comme un processus d’harmonisation des exigences
réglementaires en matiere de médicaments a usage humain “International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use". Cette
entite est créée a Bruxelle en Avril 1990, en réunissant les autorités de réglementation et
I’industrie pharmaceutique de I'Union Européenne, du Japon et aux USA. Son but est
d’accroitre le degré d’harmonisation internationale pour obtenir des médicaments de
bonne qualité, avec des niveaux de sécurité et d’efficacité satisfaisants, enregistrés de la
facon la plus efficace possible et a des codts raisonnables, et de discuter des aspects
techniques et scientifiques de I'enregistrement des médicaments au niveau mondial afin

d'aboutir a un dossier harmonisé pour la mise sur le marché des médicaments (ICH 2016).

IIs rassemblent des groupes d'experts qui représentent les autorités réglementaires
et les associations industrielles des trois régions initiatrices, mais également de la Suisse
et du Canada ainsi que des observateurs comme I'OMS (ICH; 2016). lls émettent des
Guidelines pour une meilleure compréhension des exigences relatives a la qualite, la
sécurité et l'efficacité des médicaments et leur application. Ces Guidelines sont divisées
en quatre grands themes (ICH 2016-b):

- qualité, qui aborde des étapes clés pour la qualité du médicament comme les
études de stabilité, la validation analytique ou encore le management du
risque qualité

- sécurité, relative a la toxicité des médicaments, entre autres : détection des
effets cardiotoxiques, génotoxiques ou reprotoxiques ...

- efficacité, qui traite les essais cliniques : conception, réalisation, sécurité lors
des essais cliniques et établissement de rapports.
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- une partie multidisciplinaire, pour les thémes transversaux comme le
Common Technical Document (CTD) articulé en cing modules qui permet
I'narmonisation du dossier de demande d'Autorisation de Mise sur le Marché
(AMM) des médicaments.

Dans le theme de qualité I’ICH a dédiés deux guides pour la validation analytique:

- Q2A: «Text on Validation of Analytical Procedures (1994)»: dont I’objectif
est de définir les critéres et les caractéristiques qui doivent étre prises en

considération lors de la validation des méthodes analytiques (ICH 2005-a).

- Q2B: «Methodology (1996)» : Son but est de fournir des conseils et
recommandations sur la maniere d’appréhender les différentes
caracteristiques de la validation pour chaque méthode analytique. En outre, le
document fournit une indication sur les données qui devraient étre présentées

dans un dossier d’enregistrement (ICH 2005-a).

En 2005 ces deux lignes directrices ont été regroupées en une seule : Q2(R).
L’ICH Q2 (R1) intitulée Validation of Analytical Procedures : Text and Methodology
(Validation des Procédures d’ Analyse : Texte et Méthodologie) est entierement consacrée
a la validation des méthodes d’analyse (ICH 2005-a).

Les types des procédures analytiques a valider décrites par I’ICH sont :

- Tests d’identification.

- Dosage guantitatif des impuretés.

- Vérification des teneurs limitent des impuretés.

- Dosage de la partie active ou d’une ou de plusieurs autres composantes de

la substance médicamenteuse ou du produit fini

L’ICH est une exigence réglementaire, toute validation de méthode analytique
présentée dans un dossier d’AMM (Autorisation de Mise sur le Marché) doit répondre a

ses exigences.

Nous rappelons qu’au cours de ce travail, nous avons réalisé une validation d’une
méthode de dosage d’un produit fini en se référant au guidelines décrites par le référentiel

I’ICH Q2 R1 afin de vérifier par des études expérimentales que les critéres de
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performance de la méthode satisfont aux exigences prévues par les applications de la

méthode.

Pour ces raisons, plusieurs méthodologies pratiques ont été proposées (Caporal-
Gautier , et al. 1992-a, Huber 2010), afin d’aider les analystes a valider leurs procédures

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

AMM.

Ces guides ont grandement contribué a faire progresser la validation des
procédures de dosage. Néanmoins, le premier guide de la SFSTP (Société Francaise des
Sciences Techniques et Pharmaceutiques) (Caporal-Gautier , et al. 1992-a) est

exclusivement dédié aux spécialités pharmaceutiques :

- SFSTP « Guide de validation analytique — Rapport d’une commission
SFSTP »

- SFSTP « Meéthodes chromatographiques de dosage dans les milieux
biologiques : stratégie de validation. Rapport d’'une commission SFSTP »

paru dans STP Pharma Prat. en 1997 (Chapuzet et Mercier 1997);

- SFSTP « Validation des procédures analytiques quantitatives

Harmonisation des démarches »
1.4 Objectifs de la validation analytique

Sachant que les notions de "vrai biais" et de "vraie fidélité" sont des parameétres
qui resteront toujours inconnus, mais qu’ils pourront étre estimés par les mesures qui

seront réalisées en phase de validation, quel est donc I’objectif de la validation ?

Il parait raisonnable de prétendre que l'objectif principal de la validation
analytique est de démontrer I’aptitude et la fiabilité d’une méthode vis-a-vis des exigences
réglementaires et normatives en vigueur. Elle permet de garantir que chaque mesure qui
doit étre réalisée en routine est comprise dans une limite d’acceptation appropriée au type
de procédure analytique et au produit concerné. 1l faut donc définir correctement a la fois
les conditions et le but dans lesquels la méthode sera utilisée. Ces principes s’appliquent
a toutes les methodes utilisées par un fabricant de médicaments, qu’elles soient ou non

décrites dans une pharmacopée.
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Les objectifs de la validation ne sont pas seulement d’obtenir une estimation de la
justesse, du biais ou de la fidélité de la méthode, mais également d’évaluer le risque
statistique lié a son utilisation, qui peut étre exprimé par 1’incertitude de mesure associée

au résultat (Gustavo Gonzélez et Angeles Herrador 2007).

Par rapport aux méthodes de validation classiques antérieures basees sur
I’estimation des criteres de validation tels que la justesse, la fidélité ou la linéarité,
I’introduction du concept de profil d’exactitude représente une avancée pour 1’évaluation

de ce risque (M. Feinberg , B. Boulanger , et al. 2004).

Dans ces conditions, l'exactitude, la fidélité, la linéarité, ... ne sont plus que des
"parametres statistiques” ou "éléments de calcul" permettant de chiffrer ces garanties. En
effet, on attend d’une procédure de dosage qu’elle soit capable de quantifier, et non pas
tellement qu’elle soit fidéle, méme si, admettons-le, cette fidélité constitue un gage de

réussite.

C'est dans ce contexte que l'analyse statistique des résultats de validation trouve

sa véritable dimension.

Toutefois, dans cette perspective, il faut encore faire la différence entre les
statistiques qui permettent de prendre une décision (quant a I’aptitude d’une procédure a
correspondre a 1’usage pour lequel elle est prévue) de celles qui aident a poser un
diagnostic, c'est-a-dire nous renseigner sur un point particulier de ses performances,

comme par exemple la linéarité ou le passage de I’ordonnée par zéro.

En fait, ce dont on a réellement besoin, c'est d'un bon outil de décision c'est-a-dire
un outil offrant la garantie que la plupart des futures mesures seront dans les limites
d'acceptation (Bouabidi 2013).

Si les garanties offertes par la regle de décision ne sont pas satisfaisantes, mais
dans ce cas seulement, les outils de diagnostic aideront alors 1’analyste a identifier les

causes possibles du probleme.
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2 Démarche de documentation pour la validation des méthodes
analytiques

2.1 Cycle de vie des méthodes analytiques

La vie d’une méthode d’analyse est un processus évolutif qui suit différentes

étapes (ANSM. 2015) pouvant étre représentées par un cycle.

Le cycle de vie d’une méthode est un concept souligné dans la norme ISO 17025
(ISO/IEC:17025. 2005). L’idée de base est qu’une méthode d’analyse n’est pas statique,

mais une entité vivante qui passe par plusieurs étapes interdépendantes.

Les principales étapes de ce cycle sont les suivantes :

une phase de sélection ou des objectifs et des conditions opératoires

initiales sont définis ;

- une phase de développement, avec ou sans optimisation au moyen de plans

d’expériences;

- une phase de validation (caractérisation intra-laboratoire et, au besoin,
inter-laboratoires, de la méthode) précédée, selon les cas, d’une phase de

prévalidation;

- une phase d’application en routine (usage en routine), incluant le plus
souvent une validation en routine et parfois une validation partielle ou une

revalidation.
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Plan expérimental

Expertise de 1’analyste

Optimisation Test de
robustesse
SELECTION DEVELOPEMENT
Choix des Optimisation des
analytes, Type de parameétres instrumentaux,

des conditions opératoires,
établissement des
procédures opératoires
standardisées

technique, Signal

Test de robustesse

REVALIDATION

v Procédure de
Test d’antitudes validation
USAGE EN VALIDATION E
Carte de controle ROUTINE . INTERNE Spécificité-Sélectivite,
Veérification Justesse, Linéarité,
. des aptitudes Précision, Exactitude,
Planification des controles, Fonction de réponse,
Plan déchantillonnage, Limites de détection et
Capacité de mesure de quantification
Optionnelle
VALIDATION
EXTERNE
Etude inter- Reproductibilité /
laboratoires Répétabilité

Figure 1. 2: Cycle de vie d'une méthode analytique (Feinberg, M. 2009-b).

Légendes : Les étapes sont reprises dans un rectangle bleu (gras), les tests associés dans un

rectangle Cyan et les criteres pour [’évaluation dans un rectangle non colorié (italique).

L’étape de validation intervient apres le développement d une nouvelle procédure
d’analyse (Comme I’indique trés explicitement la Figure 1. 3, la validation ne doit

intervenir qu’apres la mise au point compléte de la méthode).

En effet, les performances de la méthode vont évoluer tout au long du cycle de

vie, et plus particulierement au cours des deux premieres étapes.

Ainsi, la fiabilité du résultat analytique fourni par la méthode doit étre améliorée
lors de ces premiéres phases, pour tendre vers une confiance accrue qui sera attestee

durant cette troisieme étape de validation.
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-Répétabilité (interne)
-Fidélité intermédiare
d) Limite de détection

e) Limite de quantification

Figure 1. 3: Critéres et procédures de validation liés au cycle de vie d’une méthode d’analyse

(validation inter et intra-laboratoire).

On distingue deux types de validation, la validation intra-laboratoire (ou in-house)

et la validation inter-laboratoires (ou en collaboration).

La validation inter-laboratoire concerne principalement les méthodes analytiques
destinées a étre utilisées par plusieurs laboratoires, ou bien dont les résultats vont servir
lors d’échanges commerciaux. Ainsi, ce type de validation se rencontre rarement dans
I’industrie pharmaceutique ou les méthodes sont utilisées en interne, et trés fréquemment
dans I’industrie agro-alimentaire. En effet, il faut impérativement réaliser une validation
inter-laboratoire pour des méthodes destinées a mesurer la conformité d’une denrée lors

d’un échange commercial (Feinberg, et al. 2004). Ce type de validation permet en outre

de calculer les limites de reproductibilité de la méthode.
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La validation intra-laboratoire est une validation interne concernant I’ensemble
des méthodes analytiques développées par un laboratoire. Le sujet d’étude de ce mémoire

se limite exclusivement a ce type de validation.

L'objectif spécifique de la méthode d'analyse doit étre défini avant de commencer
toute validation. En effet, comme indiqué précédemment, une méthode doit étre adaptée
a un but donné (E. Rozet 2008, Feinberg, M. 2009-a, M. Feinberg , B. Boulanger , et
al. 2004).

L'étude de validation devrait inclure les sources de variabilité qui peuvent étre
couramment rencontrés lors de l'application de la méthode en routine et au moins
différents types d’équipement et différents analystes qui vont appliquer la méthode tous
les jours. Si l'analyse est effectuée toujours avec le méme équipement et par le méme
opérateur, d'autres équipements ou opérateurs ne devront donc pas étre pris en compte.
Enfin, avant que I'équipement ne soit utilisé pour I'étape de validation ainsi que pour des

analyses de routine, sa performance doit étre veérifiée (Rozet 2008).

En conclusion, les méthodes normalisées sont considérées comme valides
lorsqu’elles sont mises en ceuvre selon les dispositions prévues dans la norme. Le
laboratoire est uniquement tenu de démontrer son aptitude a appliquer correctement les
méthodes et de s'assurer qu'elles sont applicables a des substances médicamenteuses ou

produits spécifiques, cette validation peut étre appelée vérification.

Cependant, dans le cas ou une méthode normalisée est utilisée hors du champ
d'application de la norme, elle devra étre entierement validée (ISO 2010). Le laboratoire
est tenu de valider les méthodes développees en interne (1ISO 2010). Si la validation est

conforme, la méthode peut étre utilisée en routine au laboratoire (Feinberg, M. 2009-b).

La plupart des systemes d'analyse réelle contiennent des pieces mécaniques,
électriques et / ou optiques, dans lesquelles le facteur temps peut avoir une importance
déterminante : le vieillissement de la lampe du détecteur photométrique, une diminution
de la capacité de séparation de la colonne chromatographique, ... D'autres systéemes
danalyse peuvent étre affectés par des changements dans les conditions

environnementales, comme la température, I'numidite, ....
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Ces changements peuvent provoquer des dérives dans les résultats, c'est-a-dire

que des tendances systématiques des résultats sont fonction du temps.
2.2 Organisation de la validation de méthode analytique

Le procédé de validation d'une méthode analytiqgue peut étre découpé en
différentes phases. Une fois la méthode sélectionnée, optimisee et formalisée il faut définir les
criteres de validation c'est-a-dire déterminer les parameétres de performance et les critéres

d'acceptation. Les parameétres de performances dependront de l'usage attendu de la méthode.

Il n'est pas nécessaire de valider tous les paramétres de performance, mais il faut savoir
définir ceux qui doivent I'étre (ICH 2005-a), (Huber 2010) . L'ICH Q2(R1) présente un
tableau avec les criteres a valider en fonction du type d'analyse, (Tableau 1. 1) (ICH 2005-a).

Tableau 1. 1 : Caractéristiques de performance en fonction du type d'analyse, selon I'ICH

Q2(R1)

Recherche d'impuretés
Caractéristiques de

performance * |dentification Essai Essai - Dissolution
GUEN qualitatif | _ Teneur ou activité

Exactitude NON Ooul NON Ooul
Précision NON Ooul NON Oul
Répétabilite NON Oul NON Oul
Précision intermédiaire NON Ooul NON Oul
Spécificité Oul Oul Oul Oul
Limite de détection NON NON Oul NON
Limite de quantification NON Oul NON NON
Linéarité NON Oul NON Oul
Intervalle de mesure NON Oul NON Oul

*Caractéristiques définies ci-apres.

Les criteres d'acceptation dépendent également de l'usage attendu de la méthode
et des spécifications réglementaires (tirées des Guidelines ICH ou de la Pharmacopée
par exemple) et parfois des exigences du client, dans le cas de la sous-traitance
industrielle, notamment. Ils pourront étre réajustés si nécessaire lorsque le fabricant
disposera de plus d'informations lors de la fabrication du produit (Huber 2010). Il faut

ensuite définir les essais de validation, c'est-a-dire quels tests seront réalisés pour évaluer
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ces criteres, tous ces éléments doivent étre réunis dans un protocole de validation
(Pandita , et al. 2012).

L'étape suivante est I'exécution des essais de validation selon le protocole
prédéfini. Dans un premier temps, il convient de préparer ces essais et donc de s'assurer
davoir a disposition tous les réactifs et standards nécessaires, du matériel et des
équipements qualifiés, du personnel formé et une documentation structurée sous forme
de procedures. Les différentes Guidelines ne précisent pas l'ordre dans lequel les

parametres doivent étre validés, la séquence optimale dépendra de la méthode elle-méme.

Les résultats obtenus sont ensuite comparés aux critéres d'acceptation pour
conclure sur la conformité de la validation. Il est également important de développer des
essais qui permettront de s'assurer, lors des analyses de routine, que la méthode reste

appropriée (Huber 2010).

Une fois la méthode validée, un rapport de validation doit étre rédigé. Ce rapport
doit préciser les critéres de revalidation, c'est-a-dire dans quelles conditions la méthode
doit étre revalidée (Huber 2010). Ce rapport doit faire référence au protocole de
validation (ANSM. 2015) en rappelant:

les objectifs

- le domaine d'application
- les documents associés
- les responsabilités

- la description de I'équipement, procédé, systeme ou méthode ayant fait
I'objet de la validation

- laprocédure de test et les criteres d'acceptation

Il doit surtout présenter de facon synthétique les résultats obtenus lors de I'étude
de validation et les interpréter (ANSM. 2015). Si des écarts par rapport au protocole initial
ont été observés, ils doivent étre commentés et aboutir a des recommandations pour

remédier au probléme et fournir des pistes d'améliorations (ANSM. 2015).
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Enfin, l'objectif de la validation des méthodes analytiques est leur utilisation en
routine, des procédures adaptées a l'utilisation en routine et doivent donc étre rédigées
(Huber 2010).

2.3 Criteres de validation

Vu le but visé dans notre étude, nous allons se focaliser aux criteres de
performance des méthodes analytiques fournies dans des publications comme les
guidelines ICH, notamment le guideline ICH Q2 (R1) paru en 2005. Son but est de fournir
des recommandations sur la maniere d’appréhender les différentes caractéristiques de la
validation qui sont globalement résumés en une série de procédure physico-chimique pour
chaque méthode analytique. En outre, le document fournit une indication sur les données
qui devraient étre présentées dans un dossier d’enregistrement. Ces parametres bien

codifiée, validée par I’outil statistique sont présentés ci-dessous.

2.3.1 Spécificité / sélectivité
2.3.1.1 Concept & Definition

Le premier critere pour évaluer une méthode analytique consiste a verifier sa
capacité a établir de maniére univoque 1’existence de la substance a analyser (analyte) en
présence d’autres composants potentiellement présents (P. Hubert, et al. 2003). Cette
capacité de distinguer l'analyte des autres composants a été designée pendant plusieurs
années par le nom de "sélectivité" ou, selon les guidelines par "spécificité" d'une méthode
(Rozet, et al. 2007).

Seul le document ICH parle de la spécificité et la définit comme « la capacité de
la méthode a doser sans equivoque un analyte en présence d'autres composants que l'on
s'attend a trouver dans la préparation » (ICH 2005-a), alors que les autres documents
parlent bien de la sélectivite et EURACHEM utilise les deux termes pour définir la méme

chose.

Sur le plan d’expérience, Aucun document ne propose un plan expérimental

complet en terme de nombre exact d‘échantillons.
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2.3.1.2 Recommandations

Une distinction claire doit étre faite entre les deux termes "sélectivité" et

"spécificité" :

Exemple : "Une réaction spécifique est celle qui se produit seulement avec la
substance a analyser, tandis qu'une réaction sélective est celle qui peut se produire avec
d'autres substances, mais expose d’une maniere préférentielle la substance a analyser. Peu

de réactions sont spécifiques, mais plusieurs montrent une sélectivité".

Ceci est compatible avec le concept de la sélectivité qui désigne quelque chose
qui peut étre graduée tandis que la spécificité est une caractéristique absolue. Pour
plusieurs analystes, il est généralement admis que la spécificité est quelque chose
d'exceptionnel. En effet, peu de méthodes répondent a un analyte unique (Rozet, et al.
2007) . 1l parait donc plus opportun de maintenir le terme «sélectivité» dans le cas des
méthodes chromatographiques (P. Hubert, et al. 2003).

2.3.2 Exactitude

Correspond a « I'étroitesse de I'accord entre la valeur considérée comme vraie ou

la valeur de référence et la valeur obtenue » (ICH 2005-a).

L'exactitude d'une méthode doit étre établie dans son intervalle de mesure. Elle
s'exprime par le pourcentage derreur entre la valeur observée et la valeur réelle
(Chaloner-Larsson, et al. 1997).

Clest le reflet d'une erreur systématique, les résultats expérimentaux dévient
toujours dans le méme sens. Elle peut étre due a des erreurs instrumentales (appareil
déréglé, appareil non étalonné, appareil qui n'est pas utilisé dans les conditions
appropriées), a la méthode, aux produits (contenant des impuretés) ou a des erreurs
personnelles (manques de soin ou dattention, personnel non qualifié). Si elles sont

décelées suffisamment tét, elles peuvent étre évitées.

2.3.3 Fidelité

La fidélité ou précision correspond & « I'étroitesse de I'accord entre les valeurs
obtenues lors de la répétition d'une mesure, et ce dans des conditions spécifiees » (ICH

2005-a). Elle est déterminée par la répétition de la procédure d'analyse sur un nombre
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suffisant d'aliquotes d'un méme échantillon afin de calculer le coefficient de variation

(CV) exprimé en pourcentage (ICH 2005-a).

Néanmoins, trois types de fidélité sont généralement estimés, a savoir :

La répétabilité qui est une expression de la fidélité de la méthode lorsque
celle-ci est reprise dans les mémes conditions (méme échantillon, méme
laboratoire, par le méme analyste, avec les mémes équipements) de
réalisation, apres un court intervalle de temps. La répétabilité est aussi
désignée par fidélité intra-analyse (intra série) (ICH 2005-a)

La fidelité intermédiaire qui correspond aux variations survenant dans un
méme laboratoire : analyses effectuées dans des jours différents, par des
personnes différentes, au moyen d’appareils différents, etc. Elle exprime
la variabilité intra-laboratoire (ICH 2005-a).

La reproductibilité correspond a la concordance entre laboratoires (travaux
de collaboration visant géneralement la normalisation de la méthode), ou
les mesures sont réalisées sur le méme échantillon (Les lieux, opérateurs
et équipements sont différents). Les mesures sont réalisées sur un
intervalle de temps long. (ICH 2005-a). Elle exprime la variabilité inter-

laboratoire

2.3.4 Linéarité

La linéarité est « la capacité d'une méthode a donner des résultats directement

proportionnels a la concentration de I'analyte dans I'échantillon ». Elle est établie sur

I'intervalle de mesure (ICH 2005-a). Le coefficient de corrélation doit étre supérieur a

0,995 pour respecter le critére de la limite de linéarité.

Résultat

Linéarite requise Linéarité non requise
&
2
Concentrariomn Concentration
Linéaritée Fonction de réponse

Figure 1. 4: Courbe de linéarité
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2.3.5 Limite de détection

La limite de détection est « la plus faible quantité de substance a analyser que la

méthode peut détecter, sans fournir nécessairement la valeur exacte » (ICH 2005-a).

2.3.6 Limite de quantification

La limite de dosage est « la plus faible quantité de substance a analyser que la
méthode peut doser avec un degré acceptable d'exactitude et de précision » (ICH 2005-

a).

2.3.7 Domaine d'utilisation ou intervalle de mesure

Le domaine dutilisation ou d'intervalle de mesure est « l'intervalle entre la
concentration la plus faible et la concentration la plus élevée de la substance analysée
dont on a démontré qu'elles pourraient étre déterminées avec un degré acceptable
d'exactitude, de précision et de linéarité » (ICH 2005-a). Les intervalles de mesure

minimum a considerer sont :
- 80 a 120% de la concentration théorique pour le dosage des solutions a analyser
- 70 a 130% de la concentration d’essai pour une uniformité de teneur
- jusqu’a 120% de la limite spécifiée pour le dosage des impuretés

2.3.8 Robustesse

La robustesse d'une méthode est sa « capacité a supporter sans conséquence de
petites variations apportées delibérément aux parametres de la méthode » (ICH 2005-

a).

Elle donne une indication de la fiabilité de I'analyse dans les conditions normales

d'utilisation (Chaloner-Larsson , et al. 1997).

Dans le cas ou les conditions expérimentales ont une influence sur les résultats de
I'analyse, cela devra étre préciseé afin qu'elles puissent étre maitrisées et que le test soit

réalisé de fagcon appropriée (ICH 2005-a) .

Quelques exemples de paramétres qu'il est possible de faire varier : température

d'incubation, durée d'incubation, humidité relative...
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2.4 Les regles de décision

Puisque les documents réglementaires relatifs a la validation des méthodes sont a
caractéres global, ils laissent une place a l'interprétation dés les analystes qui pourront

alors choisir la regle de décision qui permettra de déclarer valide une méthode d'analyse.

Selon le processus de décision adopté, nous pouvons distinguer entre 3 approches
statistiques conventionnelles, se caractérisant toutes par le fait qu'ils comparent
séparément la justesse et la fidélite, c'est-a-dire respectivement les erreurs systématiques
et les erreurs aléatoires de la méthode. Nous distinguons aussi une quatrieme approche
qui s’intéresse a la combinaison des erreurs systématique et aléatoire dans le concept

d’erreur totale.

> L’approche descriptive : utilise seulement des estimations des parametres

Z1TeZ

» L’approche de différence : est basée sur les tests d’hypothéses comme le test de

Student (Dubois, et al. 2010, Hassonville, et al. 2004, Staes, et al. 2010).

» L’approche d’équivalence : differe des précédentes par le fait qu’au lieu de vérifier
si le biais relatif estimé ou le CVr estimé est inclus dans les limites d'acceptation, elle
vérifie si la vraie valeur de ces parametres est incluse dans leurs limites d'acceptation
respectives, cela pour chaque niveau de concentration des standards de validation
étudiées. Cela consiste a comparer des intervalles de confiance des parametres étudiés
aux limites d'acceptation (Dubois, et al. 2010, Staes, et al. 2010, Marini, et al. 2010,
Hubert, et al. 2010).

> L’approche erreur totale ou profil d’exactitude : A coté de ces approches
classiques, une approche originale, basée sur le profil d’exactitude en utilisant les
intervalles de tolérance statistique et I'erreur totale de mesure comme outil de décision
unique a été proposé (Rozet, et al. 2007, Bimazubute, et al. 2008, Cavalier, et al. 2010).
Face a la disponibilité de ces différentes approches, il est du devoir de I'analyste de choisir
I'approche la plus appropriée. Toutefois, cette derniére approche est une regle de décision,
a la fois pratique et visuelle. Elle repose sur l'intégration du profil d’exactitude dans des

limites d’acceptation (+A) (Rozet, et al. 2007), (Bimazubute, et al. 2008).



e
3

(- R S R R R

S B S G T S XS G T s X ST AR S XS G AR S XSS5 A 2



Synthése bibliographique Chromatographie liquide a haute performance

Plusieurs techniques sont utilisées en industrie pharmaceutique afin de doser les
différents composants d’un médicament. Dans de nombreux cas, on peut appliquer la
méme procédure pour le dosage de la nouvelle substance médicamenteuse et la
quantification des impuretés raison pour laquelle nous avons opté pour la

chromatographie liquide haute performance (HPLC).
1 Définition

La Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP ou HPLC) (Burgot et
Burgot 2011), (Rouessac , Rouessac et Cruché 2004) est une technique instrumentale
trés utilisée dans les laboratoires d’analyse. Elle permet de séparer les composants d’un
mélange non volatile, thermosensible, de polarités différentes afin de les identifier et les
quantifier. C’est une technique d'analyse a la fois qualitative et quantitative, tres utilisée
en chimie analytique puisqu'elle permet une étude précise et complete d'une espece
chimique. Elle met en ceuvre, selon la nature des interactions entre la phase stationnaire,

la phase mobile et 1’échantillon analysé, des phénomeénes de partage, d’adsorption,

d’échange d’ions ou d’exclusion.

2 Principe

11 s’agit d’'une méthode de migration différentielle des constituants d’un mélange,
par entrainement au moyen d’une phase mobile et passage sur une phase stationnaire qui
manifeste des affinités distinctes pour chacun des composés a séparer (Jean-Louis
2019).

Les composés chimique du mélange, ayant une affinité différente avec la silice,
sont plus ou moins retenus: par ce phénomeéne appelé rétention les composés sont séparés
et n'ont plus la méme vitesse de traversée de la colonne. Un détecteur ainsi qu'un
enregistreur détermine l'ordre et le temps de sortie de chaque espéce. Ainsi un
chromatogramme est obtenu. Chaque pic correspond a la présence d'un composé, ayant
préalablement effectué des chromatogrammes standards dans les mémes conditions, il est
possible de retrouver la nature chimique de chaque composé du mélange de départ grace

a son pic caractéristique.

L'aire du pic et donc son amplitude peuvent également permettre au calcul de la

concentration de l'espéce chimique dans la solution injectée puisqu'elle est
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proportionnelle a l'aire du pic.

Phase mobile

Réservoir
de solvant

‘ Interaction : Phase stat /Phase Mob ‘ M

Phase
stationnaire

Détecteur

Mise en mvt de la
Phase mobile Injecteur

Tr
Quantification

Purification

Introduction de I'échantillon

Figure 2. 1: Schéma de principe d’une chaine HPLC.

3 Parameétres chromatographiques

Le développement et I'optimisation d’une méthode d’analyse résulte d’un

compromis entre différents parametres chromatographiques (Burgot et Burgot 2011),

dans le but d’obtenir une séparation optimale des constituants d’un mélange (pics

gaussien : pics fins et symétriques, bien séparés, avec un temps d’analyse le plus court

possible). Parmi les parametres, il y a :

le temps de retention (tr), tr brut : temps écoulé depuis I’injection du
composé dans la colonne et le max du pic chromatographique (min ; sec ;
10°™ de sec ; 100°™ de sec.) ; to temps mort =temps que mettrait un
composé non retenu pour arriver au détecteur ; tg- temps de rétention

corrigé ou réduit

le facteur de rétention ou facteur de capacité (k”); K’= (tr(1) —to)/to=temps
de rétention réduit /to, il correspond au rapport molaire entre quantité de
soluté dans la phase stationnaire et dans la phase mobile ; c’est aussi le
temps passé par le soluté dans la phase stationnaire / temps dans phase

mobile.
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e le facteur de sélectivité (a), est le pouvoir de distinguer entre deux
composés, il est toujours supérieur a 1. C'est une condition nécessaire et
suffisante pour décrire une séparation. Elle est calculée a partir de la

relation suivante:

a = tp(b) — to/tr(a) — tg

to : le temps morte, tr(a): le temps de rétention de composé a, et tr(b) : le

temps de rétention de composé b

e la résolution (Rs); est une mesure de la qualité d’une séparation de point
de vue chevauchement de deux signaux consécutifs. Elle est exprimée a
partir des temps de rétention. La résolution est calculée a partir de la

(tr()-tr(2)
a)1/2(1)+w1/2(2))

relation suivante : Ry = 2<

o R <1 :mauvaise résolution
o 1<R<14:résolution acceptable

1,4 <R < 1,6 : résolution optimale

o

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

e ct I’efficacité d’une colonne (largeurs des pics) (Niw) : mesure de la
dispersion du pic. L’efficacit¢é d’une colonne analytique d’une chaine
HPLC peut s’exprimer par le nombre Ny de plateaux theoriques. Plus le

nombre des plateaux théoriques sont élevés, plus la colonne est efficace.
Nbre de plateaux théoriques :N;;, = 5.54 X (tR/wl/z);

Avec tr : temps de rétention et w2 : largeur du pic a mi-hauteur

4  Facteurs influencant I’optimisation

En ce qui concerne 1’optimisation en HPLC (Douglas , James Holler et Tiothy
2003), c’est la méme technique qui est conservée mais les éléments qui seront modifiés

par rapport a la méthode actuelle vont permettre d’obtenir :
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- une réduction dans le temps global de 1’analyse
- une reduction de la consommation de solvant

- et/ou une amélioration des parameétres chromatographiques (résolution,
limite de quantification, facteur de symétrie)

4.1 La colonne chromatographique

Au niveau des changements, on peut utiliser une nouvelle colonne

chromatographique donc modifier la phase stationnaire pour :

- avoir plusieurs analyses en une (exemple : dosage du principe actif et de

ses impuretés)
- diminuer le temps de I’analyse

- améliorer la sensibilité

En chromatographie de partage (correspondant au type majoritaire pour les
méthodes de contr6le des médicaments), la phase stationnaire est souvent composée de

particules de silice sur lesquelles des groupements organiques vont étre greffés.

Ces groupements de nature et composition différentes seront choisis en fonction
des propriétés compatibles avec les composés a séparer (Douglas , James Holler et
Tiothy 2003). De plus, dans le cas de la chromatographie de partage, deux genres sont a

distinguer :
- la chromatographie de partage a polarité de phases normale

- la chromatographie de partage a polarité de phases inversée (RP pour

"Reversed phase")

En effet, la séparation dépend des différences de solubilité des solutés dans la
phase mobile et des différentes interactions des solutés avec les groupements organiques
greffés sur la phase stationnaire (Douglas , James Holler et Tiothy 2003).

A 'inverse de la chromatographie de partage a polarité de phases normale, la RP-
HPLC met en jeu une phase stationnaire de type apolaire (généralement une structure

greffée par des groupements apolaires de type alkyle) et une phase mobile polaire
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(généralement un mélange eau/méthanol ou eau/acétonitrile) (Douglas , James Holler et
Tiothy 2003).

L’importance des phénomeénes de rétention dépend de la nature des solutés. En
effet, un composé apolaire sera surtout en interaction avec les chaines alkyles de la phase
stationnaire, alors qu’un composé polaire interagira plutot avec le solvant organique de

la phase mobile (Douglas , James Holler et Tiothy 2003).
4.2 La phase mobile et le solvant de mise en solution

La phase mobile et la préparation de I’échantillon peuvent aussi étre modifiées
afin qu’elles soient compatibles pour plusieurs analyses ce qui permet un gain dans le
temps de préparation et une diminution de la consommation de solvants (Douglas , James
Holler et Tiothy 2003).

En phase inverse, la phase mobile est généralement un mélange eau (ou tampon)

/ solvant organique tel que 1’acétonitrile, le méthanol, 1’éthanol ...

L’acétonitrile est un solvant aprotique. C’est un éluant fort qui posséde une faible
viscosité ce qui permet d’avoir une faible pression dans la colonne. 1l a également
I’avantage d’avoir une faible absorbance en UV et une limite basse d’absorption (cut-off)

de 190 nm. Ses deux principaux inconvénients sont son co(t et sa toxicité.

Le méthanol est un solvant moins cher, mais de viscosité plus élevée, ce qui peut
entrainer une augmentation de la pression dans la colonne. De plus, il peut réagir
chimiquement avec les composeés. 1l est également toxique (Douglas , James Holler et
Tiothy 2003).

Deux types d’élution sont possibles :

- le mode isocratique ou la composition de la phase mobile reste fixe tout

au long de I’analyse

- le gradient d’¢lution qui consiste a diminuer progressivement la polarité
de la phase mobile, en augmentant la concentration en solvant organique
et donc la force éluante de la phase mobile ; le gradient est souvent utilisé

pour la séparation de solutés de polarité trés différentes
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Le pH de la phase mobile est aussi un facteur important a contréler. En effet, celui-
ci va modifier 1’ionisation des composés ce qui a une forte influence sur la balance
hydrophile / hydrophobe et donc sur la durée de I’analyse en phases inverses. Le pH influe
également au niveau de la mise en solution sur la stabilité des produits car certains se

dégradent en fonction du pH de la solution dans laquelle ils sont.
4.3 Les conditions d’élution

En plus de la phase stationnaire et de la phase mobile, d’autres facteurs ont un
impact sur la rétention et la sélectivité : le débit, la température et la pente du gradient si

celui-ci est utilisé.

Le débit est un facteur lié a la pression. Il faut travailler a un débit de telle sorte
que la pression appliquée soit tolérée par la colonne et 1’appareillage utilisé. Selon la
courbe de Van Deemter, I’efficacité de la colonne est directement liée au débit de la phase
mobile. Afin de garantir un maximum d’efficacité, il est donc préférable de travailler a

un débit correspondant au minimum de la courbe.

La température appliquée a la colonne lors de 1’analyse permet aussi d’optimiser
la séparation. Son augmentation peut diminuer la rétention des composés, faciliter leur
séparation. Ceci est di au fait que I’augmentation de la température va diminuer la
viscosité de la phase mobile. Cependant une température trop élevée peut diminuer la
durée de vie des colonnes et dégrader les composeés qui sont thermosensibles. 1l est donc

nécessaire de controler ce paramétre.

La pente du gradient influence la rétention des composés. Une pente élevee va
permettre d’¢luer plus rapidement les composés mais en contrepartie va diminuer la
résolution entre ces derniers. Selon la séparation voulue, il est donc possible de jouer sur

ce parametre.

5 Etapes de optimisation

Les étapes a suivre avec les différents facteurs a modifier pour 1’optimisation
d’une méthode par HPLC sont résumées dans le logigramme suivant (Figure II. 2)

(Douglas , James Holler et Tiothy 2003).
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[ Méthode HPLC a optimiser ]

y

Caractéristique de la molécule
(Structure, Polarité, pKa, Solubilité)

\ 4

Etude des colonnes compatibles
(Phase stationnaire, dimensions)

Y a- t-il compatibilité avec la phase mobile?

Oui Non
Ajustement non nécessaires Ajustement du pH, de la nature
des composants, du gradient

Screening des colonnes et de
la phase mobile

Résultats non
satisfaisants

Tests
Résultats satisfaisants
Optimisation des facteurs
i (Gradient, Débit, T°, Volume d’injection)
Résultats non

satisfaisants

\ 4

Vérification des paramétres
(Sensibilité, Résolution, asymétrie, efficacité)

Résultats satisfaisants
\ 4

Etude de la spécificité

\ 4

Essais de robustesse
(Débit, pH, T°, phase mobile)

HPLC
optimisée

Figure 2. 2: Logigramme optimisation de I'HPLC
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1 Présentation de ’organisme d’accueil « LDM Groupe »

LABORATOIRES DE DIAGNOSTIC MAGHREBINS "LDM" est une
entreprise familiale de forme juridique: S.A.R.L a régime privé, fondée en 1997 par son
directeur général : Mohamed EL AMMOUCHI avec ses freres Ahmed et Mouloud.

Le siege social de I’entreprise se trouve dans la Zone industrielle Oued Hamimime
El Khroub 25100 Constantine ALGERIE. Son activité consiste a la production,

I’exportation, et I’importation de produits pharmaceutiques a usage humains.
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Figure 3. 1 : Site géographique de I'industrie pharmaceutique LDM (Google Map)

Dénomination

LDM groupe

LDM

GROUPE

Le groupe LDM assure la fabrication, le conditionnement et la commercialisation

des produits LDM dont la décision d’enregistrement est obtenue :

- La fabrication, le conditionnement et la commercialisation des produits
LDM;
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- La fabrication, le conditionnement et la commercialisation par contrat de
sous licence des produits GSK : Panadol 1G ; Extra et R&G aupres de
GSK « Irlande »;

- La fabrication et le conditionnement par contrat de sous-traitance avec
plusieurs laboratoires fabricants (PHARMETHIC, ABBOTT, SANOFI,
SERVIER, TABOUK) de plusieurs spécialités pharmaceutiques;

- DL’importation et distribution de produits pharmaceutiques et
parapharmaceutiques;

- Promotion médicale;
- Formulation et développement.

1.1 Différents classes thérapeutiques fabriquées par LDM

LDM produit différents formes médicamenteuse tels que les gélules, comprimés,
poudres pour suspension buvable « forme séche » et les gels, creme et pommades «forme
semi solide» qui appartiennent a des classes thérapeutiques différentes tel que, les
Antipsychotiques, les Antihypertenseurs, les Anti-inflammatoires Non Stéroidiens, les
Antiagrégant  plaquettaire, les  Antispasmodiques, les Antifongiques, les
Hypolipidémiants, les Antipyrétique, les Anti-angoreux et les Antiépileptique

Antalgiques.
1.2 Différents compartiments de I'industrie pharmaceutique LDM.

La répartition des espaces au niveau du «LDM groupe» est comme sulit :

— Unité de production.

Laboratoire de controle

Aire de stockage des matieres ! ° .
microbiologuique central

premieres et produits finis

Laboratoire de contréle physico-
chimique central

«LDM-groupe »
|

— Département de Contr6le Qualité

Laboratoire de controle IPC

— Station d’épuration d’eau

Logistique de contréle de la qualité

Figure 3. 2 : Organigramme de répartition des espaces du «LDM groupe»
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1 Matériel

Le présent travail entre dans le cadre d’une approche qui a pour objectif: la
validation de méthode de dosage de PHLOROGLUCINOL LDM® 80 mg/ 160 mg par
HPLC, I’étude a été réalisé au niveau du Laboratoire de controle qualité de I’unit¢ LDM
groupe —Z.1. Oued H’mimime — 25100 El Khroub — Constantine, laboratoire disposant de

tous les outils essentiels pour la validation.
1.1 PHLOROGLUCINOL LDM® 80 mg/ 160 mg

1.1.1 Produit fini (formule de médicament) (la spécialité LDM-groupe)

Le Phloroglucinol LDM® étudié est formulé avec des excipients décrits dans la
Ph. Eur. en vigueur. Tous les excipients utilisés dans le produit ont été démontrés
conformes a la Directive 2003/63/EC et a la note explicative « Réduction du risque de
transmission des agents des encéphalopathies spongiformes animales par les

médicaments a usage humain et vétérinaire (EMEA/410/01)» (afssaps 2007).

Le Phloroglucinol LDM® 80 mg / 160 mg est un médicament générique fabriqué
par le laboratoire pharmaceutique LDM groupe sous forme de comprimé orodispersible
a base de Phloroglucinol dihydraté (80 mg/comprimé et 160 mg/comprimé), est
conditionnée sous plaquettes thermoformées (PVC/PVDC/Aluminium) et I'emballage

extérieur : boite de 10 comprimés.

.o’
gk

ar
s;;mmu
-88

Figure 4. 1 : Emballage extérieur du Phloroglucinol LDM® 80 mg / 160 mg sous plaquettes
thermoformées (PVC/PVDC/Aluminium): boite de 10 comprimés.

1.1.2 Composition

La Phloroglucinol LDM ® 80 mg / 160mg est un comprimé orodispersible se
présente sous forme de comprimé orodispersible, contenant le principe actif

Phloroglucinol dihydraté (équivalent a 62.25mg du phloroglucinol anhydre) et les autres
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composants sont introduits comme excipients tel que : le Stéarate de magnésium, la
Cellulose microcristalline, le Lactose monohydraté, la Povidone K90, la Crospovidone et
I’ Aspartam (E951).

1.1.2.1 Principe actif

Le phloroglucinol également appelé benzene-1, 3,5-triol, figure 4. 2, est la matiere
premiere utilisée dans la synthése de produits pharmaceutiques et d'explosifs. C'est un
dérivé du phénol. Phloroglucinol a des propriétés antispasmodiques. Ainsi, il peut étre
utilisé comme réactif de laboratoire. Cet isomére du benzénetriol est particulierement
utilisé par l'industrie pharmaceutique pour ses propriétés antispasmodiques. 1l est connu
sous le nom de Spasfon®, c'est un antispasmodique entrant dans la composition de

médicaments génériques du méme nom (VIDAL 2019).

OH

HO OH

Figure 4. 2 : Structure chimique de phloroglucinol

1.1.2.1.1 Propriétes

Le phloroglucinol est un composé organique isolé a partir de I'écorce de certains
arbres fruitiers. Cet antispasmodique musculotrope de la famille des triphénols agit en
levant les spasmes des fibres musculaires, calmant ainsi la douleur. Sous la forme d'éther
de phloroglucinol, de phloroglucinol hydraté ou de phloroglucinol dihydraté, le

phloroglucinol entre dans la composition de nombreux médicaments.

Le phloroglucinol se comporte comme un triphénol (Ka; = 3,56.10°, Ka; =
1.32.10%) comme dans la réaction qui méthyle les trois groupes hydroxyle pour former
le 1, 3, 5-triméthoxybenzéne (Helmut , et al. 2005).

Le phloroglucinol anhydre de formule brute CsHsO3z est sous forme d’une poudre
cristalline blanche a beige clair de T° fusion = 218,5 °C, et de masse molaire 126,11
g/mol. 1l est assez soluble dans 1’eau, sa solubilité est de 110,6 g-1* & 20 °C. Il est soluble

aussi dans I'acétone, I'éthanol, I'éther et la pyridine (Helmut , et al. 2005).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Anhydre
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Dans I'eau, le phloroglucinol cristallise sous forme d'un dihydrate (CsHsO3, 2H20)
qui a une masse molaire de 162 g/mol, un point de fusion de 116-117 C (pKa (20°C) :
8,0 ; 9,2 et 14). Il se decompose a sa température d'ébullition mais il est possible de le
sublimer (Helmut , et al. 2005).

Le Phloroglucinol est commercialisé sous I'appellation Spasfon en France sous
diverses formes galéniques : comprimés, lyophilisat (Spasfon Lyoc), suppositoires, soluté
injectable. Ces différentes spécialités ne contiennent pas les mémes principes actifs dans
les mémes proportions. Le phloroglucinol y est associé avec son dérivé tri-méthylé,
insoluble dans I'eau, le 1,3, 5 triméthoxybenzéne. Ce dérivé triméthoxylé, probablement
actif, est absent du lyophilisat et en quantité 'imperceptible" dans I’injectable (afssaps
2007).

1.1.2.1.2 Utilisation

Le phloroglucinol est utilisé dans les médicaments visant a soulager les spasmes
douloureux (les contractions anormales et douloureuses de l'intestin), des voies biliaires

(coliques hépatiques), de la vessie et de l'utérus.

Il peut également aider a traiter les patients souffrant de coliques néphrétiques ou
hépatiques, mais aussi étre utilisé en traitement adjuvant gynécologique (régles
douloureuses et contractions de l'utérus pendant la grossesse) (afssaps 2007), (ANSM
2018).

1.1.2.2 Présentation des excipients
1.1.2.2.1 Stéarate de magnésium

Sa formule chimique est C3sH7oMgOa, C’est un mélange en proportions variées
de stéarate de magnésium, de palmitate et d’oléate. Il se présente sous forme de poudre
fine, blanche, visqueuse, avec une 1égere odeur et le gott d’acide stéarique. Pratiquement

insoluble dans I’eau, I’éthanol et 1’éther.

Son poids moléculaire pour une poudre pure est de 591.27 g/mol. Il est utilisé
comme lubrifiant de compression dans les formes orales (capsule et comprimé). Il est
également utilisé en cosmétologie et dans I’alimentation (Rowe, Sheskey et Weller
2003).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cristallisation_(chimie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrate
https://fr.wikipedia.org/wiki/Point_de_fusion
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89bullition
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sublimation_(physique)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Forme_gal%C3%A9nique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lyophilisation
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1.1.2.2.2 Cellulose microcristalline

La cellulose microcristalline se présente sous la forme d'une poudre blanche ou
sensiblement blanche, fine ou granuleuse, inodore, sans saveur. Sa formule brute est
(CeH100s). La cellulose microcristalline est souvent utilisé comme agent liant en
granulation humide, elle présente une perte a dessiccation faible (moins de 1,5%), ce qui
facilite la stabilité du principe actif (Parikh 1997).

1.1.2.2.3 Lactose monohydraté

Le lactose monohydraté est un excipient, de formule chimique C12H22011 H20,
largement utilisé comme diluant et agent de remplissage. 1l se présente sous forme de
poudre ou de cristaux blancs, inodores avec un gotit légérement sucré. C’est un
disaccharide de glucose et galactose, présent naturellement dans le lait & des proportions
de 5%. Le lactose utilisé pour la compression, il se présenter sous la forme a-lactose
monohydrate qui est un monocristal non hygroscopique et stable a 1’air, et se présente
aussi sous la forme d’agrégats sphériques avec un poids moléculaire de 360,31 g/mol

(Rowe, Sheskey et Weller 2003).

1.1.2.2.4 Polyvinylpyrrolidone soluble (Povidone K90)

La PVP est un excipient utilisé largement pour la préparation de formes solides.
Sa principale fonction est d'étre un liant dans la granulation humide. 1l est aussi utile pour
la préparation de tablettes effervescentes ou en compression directe. Beaucoup d'autres
utilisations incluant des applications non parentérales ont été décrites au cours de la
longue histoire de ce polymére (HARKE GROUP 2016).

C’est une poudre hygroscopique blanche ou jaune péale. Elle remplit toutes les
exigences des principales pharmacopées (USP, EP) et des produits nutraceutiques. Elle
résulte de la polymérisation de la vinylpyrrolidone. Différentes longueurs de chaine
produisent différentes viscosités. Traditionnellement le degré de polymérisation est
caractérisé par la valeur K qui est essentiellement fonction de la viscosité en solution

aqueuse.

La povidone est un excipient disponible dans plusieurs tailles moléculaires
différentes, de K-12 [bas poids moléculaire (PM), en moyenne PM ~ 2 000] a K-90 (PM

élevé, en moyenne PM 1 100 000). Elle est principalement utilisée dans les solutions
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orales (K-90) comme agent épaississant ou comme agent liant (par ex. K-25, K-30) dans

les comprimés.

1.1.2.2.5 Polyvinylpyrrolidone insoluble (Crospovidone)

La Crospovidone, aussi appelée polyvinylpolypyrrolidone (sigle PVPP) ou
polyvinylpyrrolidone insoluble, se présente sous forme d’une poudre blanche totalement

insoluble dans I’eau.

La Crospovidone .présente une forte affinité pour les polyphénols. Cette propriété
est utilisée pour le collage des boissons, car elle élimine en particulier les tanins, les acides
cinnamiques oxydables ou les quinones issues de leur oxydation, ce qui permet de traiter

les phénomeénes de brunissement, de rosissement, les excés de coloration ou d'amertume.

La Crospovidone est utilisée dans l'industrie pharmaceutique comme pansement
gastro-intestinal. Elle a une action protectrice sur la muqueuse intestinale grace a son
pouvoir couvrant et par la fixation des toxines microbiennes, elle absorbe les gaz
intestinaux et réduit ainsi le météorisme, elle agit enfin par son pouvoir hygroscopique
(rétention d'eau) et gonflant. Elle est aussi utilisée comme agent désintégrant dans les
formulations de comprimés et comme stabilisant pour les substances actives sensibles a

I'numidité (par exemple vitamines, enzymes).

1.1.2.2.6 Aspartam

L'aspartame (figure4. 3) est un dipeptide, dérivant de deux acides aminés, l'acide
L-aspartique et I'ester méthylique de la L-phénylalanine. Son nom chimique est donc L-
Aspartyl-L-phénylalanate de méthyle. Il posséde une base aminée et un groupement acide
lui conférant deux constantes d'acidité, 3,1 et 7,9 a (25 °C). L'aspartame de formule brute
C14H18N20s est un solide cristallin blanc, inodore et 1égérement hygroscopique. Il est
faiblement soluble dans I'eau (10 g/l eau a 20 °C) et I'éthanol (Rowe, Sheskey et Weller

2003). Il se solubilise plus vite dans les solutions acides.
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Figure 4. 3 : Structure chimique de 1’ Aspartam
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L'aspartame (E951) est un édulcorant qui possede un pouvoir sucrant 150 fois plus
élevé que celui du sucre. Il est parfois utilisé comme excipient (composant sans activité
thérapeutique) dans des medicaments. Il est déconseillé aux jeunes enfants et peut étre
mal supporté par certaines personnes. Il n'est pas toléré par les personnes souffrant de

phénylcétonurie, une maladie génétique.

1.1.3 Mode d’action de la Phloroglucinol LDM® 80 mg/160 mg

PHLOROGLUCINOL LDM® 80 mg/160 mg, contient de : I’aspartam (E951) qui
contient une source de phénylalanine. Peut étre dangereux pour les personnes atteintes de
phénylcétonurie (PCU), une maladie génétique rare caractérisée par 1’accumulation de
phénylalanine ne pouvant étre éliminée correctement ; et du lactose : si le médecin vous

a informé(e) d'une intolérance a certains sucres.
1.2 Propriétés pharmacologiques

1.2.1 Propriétés pharmacodynamiques

Comme ce produit fini est un médicament générique appartenant a la classe
pharmacothérapeutique des antispasmodique musculotrope, alors son Mécanisme
d’action consiste a avoir une activité spasmolytique sur les muscles lisses et un effet anti

-nociceptif viscéral, en particulier au décours d’épisodes de douleur aigué.

1.2.2 Propriétés pharmacocinétiques

- Absorption : Apres administration orale, le pic plasmatique est atteint entre
15 et 20 minutes (afssaps 2007).
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- Distribution : La distribution tissulaire du phloroglucinol est rapide et

importante (afssaps 2007).

- Biotransformation : Le phloroglucinol est métabolisé au niveau du foie par

glucuroconjugaison (afssaps 2007).

- Elimination : L’élimination s’effectue par voie urinaire sous forme
glucuroconjuguée et par voie biliaire sous forme libre et conjuguée. La

demi-vie d’¢élimination est de I’ordre de 1h 40 (afssaps 2007).

Alors, dans cette étude, et dans le cadre définit par le laboratoire d’accueil LDM -
groupe pour la validation du dosage de phloroglucinol dihydraté par HPLC, ont se basons
sur les conditions décrites par le référentiel ICH (Conférence Internationale
d’Harmonisation), nous nous sommes limités a 1’estimation des parameétres suivants :
specificité / sélectivité, linéarité, exactitude, et fidélité. Les données présentées sont

suffisantes pour confirmer la validite de cette méthode.

2 Plans d’expérience

» Pour cette validation, le nombre de séries de validation a été fixé a 3, en

considérant qu’une série est équivalente a un jour.

» Pour le plan d’expérience de validation, le nombre de répétitions a été fixe
a 3 et le nombre de niveaux de concentration est de 5 fois : 80%, 90%,
100%,110% et 120% de la teneur en PA de la spécialité pharmaceutique

utilisée pour effectuer la validation.
2.1 Produits chimiques et réactifs

Le Phloroglucinol dihydrate fourni auprés d’EQDM, et est déclaré a une pureté
supérieure a 99 %. Les solvants utilisés sont tous de qualité HPLC : L’ Acétonitrile grade
HPLC (VWR chemicals), le dihydrogénophosphate de potassium « KH2PO4 » (SIGMA-
ALDRICH), I’acide phosphorique (85 %) (VWR chemicals), Résorcinol extra pure
« CgHsO2 » 2 99.85% (Loba Chimie), Phloroglucide hydrate 95% (ACROS ORGANICS),
Pyrogallol « CsHeO3 »a 99.69 % (Biochem Chemopharma), I’eau purifiée (LDM-

groupe).
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Toute la verrerie utilisée est en borosilicates de classe A, et tous les équipements

sont qualifiés.
2.2 Instrumentation et conditions chromatographiques

Le dosage est effectué par chromatographie liquide, proposé par la monographie
Ph. Eur. 2.2.29.

2.2.1 Appareillage

Le dosage du marqueur dans le produit fini est réalisé a 1’aide d’une chaine HPLC
de marque WATERS, de type Alliance €2695 équipé d'un injecteur automatique d’une
boucle d’injection de 20 pL, d’un four a colonne avec fonction heater/cooler (4°C a
65°C), d’une pompe d’injection (systéme chromatographique). L’analyse quantitative du
marqueur est effectuée par un détecteur UV/Vis monochromatique provenant de la
maison de WATERS France, de longueurs d’onde 265 nm, couplé au systéme

chromatographique.

2.2.2 Optimisation de la méthode

L’objectif principal de cette etude est de valider une méthode de dosage simultané
de Phloroglucinol par HPLC sous sa forme pharmaceutique comprimé conformément aux

recommandations internationales de la conférence harmonisée (ICH).

Il est pour nous trés utile d’optimiser cette méthode de dosage avant de la voir
valider. Pour mettre au point, nous avons effectués une recherche bibliographique sur le

dosage du phloroglucinol, nous avons adoptés les paramétres suivants :
2.2.2.1 Choix de la phase stationnaire

Pour une bonne résolution et un gain en temps et réactifs nous avons choisi une
colonne MACHEREY-NAGEL C18 pyramid, 250 mm de longueur et 4 mm de diamétre

interne avec une granulométrie de 5 pm :
2.2.2.2 Choix de la phase mobile

La phase mobile choisie est un mélange isocratique de deux solvant souvent utilisé

dans ce genre d’analyse : I’acétonitrile - tampon phosphate (pH = 3 ; 10 mM).
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Le choix de la phase mobile a été testé sur quatre gammes de compositions
(volume a volume) : (90 : 10); (85 : 15); (88 : 12) et (92 : 8).
2.2.2.3 Choix du débit

Plusieurs études ont été réalisées sur le débit de la méthode de Iml/min a 2ml/min,
pour réduire au maximum le temps de rétention (moins de rejet et plus d’économie) tout

en gardant une bonne résolution, nous avons choisi un débit de 1ml/min.
2.2.2.4 Choix de la température

L’¢tude de la température de la colonne a été testée sur trois gammes de
températures 20°C, 25°C et 30°C on a constaté qu’il n’a pas de différence entre ces trois

températures.

Pour rendre la méthode plus simple nous avons choisi 25°C (température

ambiante).
2.2.2.5 Choix du volume d’injection

Pour une concentration de 0.24 mg/ml de Phloroglucinol, Le volume d’injection
choisi est de 20 pl et ce dans le but d’obtenir une bonne intégration des pics et avec moins

d’erreurs.
2.2.2.6 Choix de la longueur d’onde

Nous avons choisi 265 nm comme valeur de la longueur d’onde de la méthode qui
peut étre utilisée pour le dosage de Phloroglucinol car elle correspond aussi a la valeur du

maximum d’absorption de ce principe actif.
2.2.2.7 Choix du solvant de dilution

Comme le Phloroglucinol est assez solubles dans I’eau et pour rendre la méthode

plus simple et plus économique nous avons adopté eau comme solvant de dilution.
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3 Meéthode de dosage

Toutes les analyses ont eté effectuées a une température ambiante de 25°C dans

des conditions isocratiques dont la phase mobile est constituée d’acétonitrile - tampon

phosphate (pH = 3 ; 10 mM) (92:8 ; v/v).

La séparation chromatographique est réalisée en utilisant une colonne de type
MACHEREY-NAGEL C18 pyramid (250 mm x 4 mm de diamétre interne, taille des
particules de 5 um) et le volume d’injection est de 20 ul. La détection s’effectue a la
longueur d’onde fixe de 265 nm, correspondant a un maximum d’absorption du marqueur

PA), et I’¢élution se fait & un débit de 1.0 ml/min.

Le pH de la solution tampon a été mesuré avec un pH-metre (JENWAY 3510)
avec sonde de température et 03 points d'étalonnage. Nous utilisons des solutions étalons
de chez VWR chemicals (pH 4 ; 7 ; 9 et 10).

3.1 Préparation des solutions

3.1.1 Préparation de la solution tampon phosphate de pH 3

La solution tampon (10 mM) de pH = 3 est préparée par dissolution de 136,0 mg
du dihydrogénophosphate de potassium KH2PO4 dans 900 mL d’eau purifiée. Le pH a
été ajusté a 3 avec 1’acide phosphorique (HsPOs), puis avec le méme solvant nous

complétons le volume a 1 litre.

3.1.2 Préparation de diluant (le blanc)
Le blanc est préparé a titre de 1L, en mélangeant 100 mL de ’acétonitrile dans

900 mL d’eau purifiée.

Le diluant est préparé dans une erlenmeyer de 5L, en mélangeant 500 mL de
I’acétonitrile dans 4500 mL d’eau purifiée sous agitation magnétique afin d’avoir une
solution homogeéne. Avant I’injection, la solution est traitée a 1’ultrason pendant 15
minutes, afin de la dégazée.

3.1.3 Préparation de la phase mobile

La phase mobile constituée d’un mélange binaire de deux phases :

- une organique constituée de 80 mL de 1’acétonitrile
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- et ’autre aqueuse constituée de 920 mL de la solution tampon phosphate
KH2PO4 (10 mM) de pH 3.
3.1.4 Solution standard et forme pharmaceutique reconstituée

3.1.4.1 Calcule des concentrations

Pour en se faire, on a deux méthodes pour calculer les concentrations (PA)

®,

% Premiére méthode (régle de trois)

Pour en trouver les concentrations correspondantes a chaque concentration

effectuée, on se référe a la regle de trois, on fait comme suit :

Si la concentration 100% vaut 0.24 mg du PA, Alors ¢’elle de 80% par exemple
vaut X mg du PA, donc la valeur de cette concentration en mg/mL et de 0.192 (X=0.192
mg/mL) ; de méme on obtient les autres valeurs correspondantes aux % voulus (Tab. 4.
1).

Tableau 4. 1 : Calcule des concentrations du PA par la 1" méthode (régle de trois)

Concentration effectué en % | Concentration en mg/mL

80 0.192
90 0.216
100 0.240
110 0.264
120 0.288

Les prises d’essais : pour en trouver les masses a peser correspondante a chaque
concentration effectuée, on se référe a la régle de trois, notre démarche va étre comme

suit :

Si 60 mg du PA correspond a la concentration de 0.24 mg/ml en PA, alors une
masse Y (mg) va étre équivalente a la concentration de 0.192 mg/mL en PA ; et donc :
Y vaut 48 mg.

De méme, on peut calculer les masses correspondantes aux autres %, et les

résultats sont présentés dans le tableau 4. 2 qui suit :
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Tableau 4. 2 : Calcule des masses de prise d’essai du PA par la 1" méthode (régle de trois)

Concentration effectué en %  Masse correspondante en mg

80 48
90 54
100 60
110 66
120 72

++ Deuxiéme méthode (la régle de 20% plus ou moins )
Exemple (calculer les masses) :

Si: 60 mg — 100 %
L’intervalle de mesure est : (80%,90%,100%,110%,120%)
Exemple :
La concentration du standard :
60 mg — 250 ml
60mg/250ml = 0.24 mg/ml
La masse de la (FR) dans 80 % :

{60 — 100%

X — 200 ©X=20x60\100 = 12
0

60 — 12 = 48mg
Calculer la concentration dans 80% : 48mg/250m1=0.192mg/ml

3.1.5 Préparation de solution standard (PA)

On prépare dans des fioles jaugées de 250 mL, trois series (n=3) de cing

concentrations (k=5) allant de 80 % & 120 % sur le principe actif seul.

Les solutions standards du PA sont préparée par dissolution des prises d’essai
selon la concentration a effectué (Tab. 4. 3) de produit dans les quantités convenables de

diluant, et sont introduit dans 1’ultrason pendant 15 min afin de les homogéneises.
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Ensuite, et a I’aide d’une seringue, nous complétons le volume a préparer jusqu'a
le trait de jauge des fioles, puis a I’aide d’un filtre seringue, nous remplissons les vials et

les mettre dans la carroucel qui serons introduit dans 1’instrument HPLC.

Tableau 4. 3 : Prise d’essais du phloroglucinol (PA)

Echantillonnage

Concentrations (%) Pesée du phloroglucinol (mg)
48.3
80 49.4
48.2
54.0
90 54.4
54.2
60.3
100 60.5
60.6
66.6
110 66.9
66.3
72.1
120 72.8
72.9

3.1.6 Préparation de la forme pharmaceutique reconstituée (PA+PB)

La forme pharmaceutique reconstituée a été préparée selon la méme méthodologie

d’expérience des standards.

La série sera effectuée par la préparation des échantillons reconstitués du placebo
(PB) et de PA dans une gamme de concentrations égale a 80 - 120% de la teneur théorique
de P.A .pour chaque concentration, nous préparons trois essais qui seront réalisés selon

le tableau suivant :



Etude expérimentale Matériel et Méthodes

Tableau 4. 4: Prise d’essais de la forme pharmaceutique reconstituée (PA+PB)

Echantillonnage Forme reconstitué

Concentration % Masse introduites
47.4
80 47.0
47.9
54.1
90 54.3
54.0
60.0
100 59.8
59.6
66.0
110 66.1
65.8
72.3
120 72.9
72.2

3.1.7 Préparation du placebo

Le placebo (ou matrice) constitue une forme pharmaceutique reconstituée qui
comprend tous les composants présents dans la forme pharmaceutique a 1I’exception des

substances a analyser.

Le placebo est préparé par le mélange des excipients : Lactose monohydrate,
Cellulose microcristalline, Crospovidone, Povidone K-90, stéarate de magnésium,

Aspartame dans 100 mL d’eau purifiée.

3.1.8 Préparation de I'échantillon

Un lot de 10 comprimés de Phloroglucinol LDM® de 80/160 représente notre
échantillon.

Un équivalent de 60 mg de Phloroglucinol LDM® de 80/160 mg est pesé et placé
dans une fiole de 250 mL, puis un volume de diluant est ajouté. Avant I’injection, la
solution est traitée a ’ultrason pendant 20 minutes, puis filtrée sur un filtre seringue de

0,45 pm.
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3.1.8.1 Préparation des échantillons

X La prise d’essais: On va démontre les prises d’essais du principe

actif, placebo et les différents impuretés :

Tableau 4. 5 : Prise d’essais des échantillons

échantillon Pesée (mg)

10.1
Impureté A 6.2
Impureté B 5.9
Impureté D 6.00

PA 60.1
Placebo (PB) 159.3
Forme reconstitué | 60.4 (PA) + 161.4 (PB)

Pour le PA la valeur de 60 mg est imposée selon le protocole décrit par la Ph.

Eur. ; Par contre celle de placebo (PB) qui vaut 159 mg est calculée comme suit :

Si la Masse moyenne est de 292 mg, et la masse du comprimé est de 80 mg, donc

en peut calculer la masse d’excipient comme montré par la suite :
292 — 80 =212 mg (excipient)

{80—) 212

60 > 7 =7 = (212 x 60) /80 = 159 mg (Matrice pure)

Les solutions d’échantillons sont préparée par dissolution des prises d’essai selon
la concentration a effectué (Tab. 4. 6) de produit dans les quantités convenables de diluant

en agitant soigneusement.

Les solutions préparées ainsi sont traitées a 1’ultrason pendant 15 minutes afin de

les homogeénéiseés.

Ensuite, et a I’aide d’une seringue, nous complétons le volume a préparer jusqu'a

le trait de jauge des fioles, puis a I’aide d’un filtre seringue qui permet 1’élimination des
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microparticules, nous remplissons les vials et les mettre dans la carroucel qui serons

introduit dans 1’instrument HPLC pour commencer la séparation.
3.2 Validation de la méthode

La validation est fondée sur une analyse physico-chimique ou la mise en pratique
de la méthode a valider; basée sur un certain nombre de critéres tels que la spécificité /
sélectivité, la linéarité, la fidélité, I’exactitude, selon les directives du guideline Q2(R1)
de I’Internationale Conférence sur 1'Harmonisation (ICH) (ICH 2005-b, ICH 1996),

aboutissant a des méthodes analytiques permettant de donner des résultats fiables.

Le présent document présente aussi une démarche statistique de confirmation et
de conformité des résultats obtenus par la méthode, selon le guide SFSTP permettant de
minimiser les essais effectués et minimiser les deux risques: le risque d’accepter une
procédure qui ne serait pas suffisamment exact ou, au contraire, le risque de rejeter une

procédure qui serait capable (Bouklouze et Digua 2006).

Donc deux étapes sont communément admises et appliquées dans 1’industrie

pharmaceutique nationale (ICH et SFSTP) permet de validé la méthode étudiée.

3.2.1 Spécificité (ou sélectivité)

@ Objectif

La spécificité (ou sélectivité¢) d’'une méthode d’analyse consiste a montrer que le
pic mesuré ne provient que du composé a analyser, sans aucune interférence avec sa

matrice (excipients, produits de dégradation, impuretés,....).
@ Mode opératoire

Avant la réalisation des standards de validation il nous a tout d’abord semblé
indispensable de vérifier I’absence de toute interférence au niveau du temps de rétention
du Phloroglucinol dihydraté ainsi qu’au niveau de ceux des autres impuretés séparées par

la méthode de CLHP développée dans ce travail.

Pour cela, la sélectivité de la méthode a été vérifiée en injectant séparément le
blanc, le placebo (PB), le standard (STD) et la forme pharmaceutique reconstituée (FR et

FR-chargee) ainsi que la solution SST, puis en comparant les chromatogrammes typiques
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obtenus en analysant d’une part, une solution d’un blanc et du placebo, et d’autre part, les
solutions STD, SST, FR et FR-chargée.

@ Critéres d’acceptation
La méthode d’analyse est considérée spécifique et sélective si :

- Le témoin de PA et D’essai présentent le méme profil du

chromatogramme,

- le placebo ne présente aucun pic dans le temps de rétention de PA+
Absence d’interférences entre le PA et les substances apparentées

(Identification des pics (par comparaison du temps de rétention)),
- Absence d’interférences entre le PA et les substances apparentées.

Le test de la spécificité (ou sélectivité) se base sur la préparation de : diluant
(blanc), placebo (médicament sans principe actif), la solution standard (principe actif
seul), les solutions des impuretés, la solution de la forme pharmaceutique reconstitué
(principe active +placebo), la solution SST (PA + impuretés A, B, D), et de la solution de

la forme reconstituée chargés (PA + placebo + impuretés A, B, D).

3.2.2 Linéarité

@ Objectif

Le but de ce critere est d’apporter la preuve que les résultats obtenus dans
I’intervalle de mesure considéré sont directement proportionnels a la concentration
(quantité) et de définir si cette méthode est linéaire sur des domaines de dosage prédéfinit

selon ICH et confirmé par les tests statistiques adéquat selon le protocole SFSTP.
@ Opération
L’étude de ce caractére doit tre réalisée :
- sur le standard (PA seul) = gamme standard

- sur la forme pharmaceutique reconstituée (PA+PB) = gamme spécialité.
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En ce qui concerne le protocole d’étude de la linéarité, on se référe sur ICH qui
demande au minimum de travailler sur Cinq concentrations réparties sur 1’intervalle
d’étude (80% a 120%) seront préparées on effectue trois séries de mesures cing
concentrations (192 ug mL*, 216 pg mL?%, 240 ug mL?, 264 pg mL™?, et 288 ug mL?)

pendant trois jours consécutifs.

Chaque solution est injectée 3 fois avec un volume de 20 pL. La linéarité se

détermine donc sur au moins 15 résultats couvrant tout le domaine.

N.B : Avant l'injection des solutions, la colonne était équilibrée pendant au moins
20 min avec la phase mobile. Les aires des pics des substances ont éte tracées en fonction

des concentrations du Phloroglucinol dihydraté.

Les résultats doivent étre évalués au moyen de la méthode des moindres carrés
pour calculer les parameétres de régression (équations d'étalonnage et coefficients de

détermination).
@ Traitement des données :

A partir des valeurs expérimentales, on trace les droites de régression pour I’étalon

et la forme reconstituée et on cherche :

- les paramétres de régression : droite Y=a X + b / pente a / ordonnée a

I’origine b / coefficient détermination R2.
- le test de validité des droites
@ Critéres d’acceptation :

On doit s’assurer que la réponse obtenue est due a une régression linéaire. Pour

cela, des tests statistiques sont a réaliser sur les résultats expérimentaux obtenus :

- par les tests statistiques de validation de la régression linéaire doivent étre

concluants au risque 5%.

- Le calcul du coefficient de corrélation R? qui doit étre > 0.999: existence

d’une pente / ordonnée passe par 1’origine
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- Test de comparaison de I’ordonnée a 1’origine (b) avec zéro (test de
Student) (NS) : t caicuie < t (o, N-2) ; a: risque considére (5%), N : nombre

de valeurs

- Test d’homogénéité des variances (test de Cochran) (NS) : C caicuie < C (a,
k, N-1), a : risque considéré (5%), k : nombre de groupes, n : nombre de

valeurs par groupe

- Test d’existence d’une pente significative (test de Fisher) (S) : F caicuie > F

(o, 1, N-2), a : risque considéré (5%), N : nombre de valeurs

- Test de validité de I’ajustement (test de Fisher) (NS) : F caicue < F (a, k, N-

k) a : risque considéré (5%), k : nombre de groupes, N : nombre de valeurs

- Comparaison des ordonnées a 1’origine (b) principe actif seul (PA) et forme
pharmaceutique reconstituée (FPR) (test de Student) : t caicuis <t (o, N1+N2-4)
a : risque considéré (5%), N1 : nombre de valeurs PA, N2 : nombre de valeurs
FR.

- Comparaison des pentes (a) des droites du principe actif seul (PA) et de la
forme pharmaceutique reconstituée (FPR) (test de Student) : t caicue < t (a,
N1+N2-4), a : risque considéré (5%), N1 : nombre de valeurs PA, N2 : nombre

de valeurs FR.
3.2.3 Exactitude
@ Objectif
L’exactitude correspond au degré de concordance entre la valeur de la méthode
obtenue et la valeur de référence ou la valeur considérée comme véritable par convention.
Elle porte sur I’évaluation des résultats de la linéarité. Le principe de 1’exactitude est de

calculer les valeurs de recouvrements en % entre les quantités retrouvées et les quantités

introduites.
@ Opération

L’exactitude est déduite a partie des données de 1’¢tude de linéarité de la gamme

standard et de la gamme Spécialité, par le biais de tests statistique, pour chaque
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concentration trois mesures des variables dépendantes sont effectuées. Elle sera évaluée
dans une gamme de concentrations égale a 80, 90, 100,110 et 120% de la teneur théorique
de P.A.

@ Traitement des données

L’exactitude doit étre indiquée en termes de pourcentage de recouvrement d’une
quantité connue de substance ajoutée a 1’échantillon, ou en termes de différence entre la
moyenne obtenue et la valeur conventionnellement vraie, avec les intervalles de confiance
correspondants. Les valeurs obtenues pour chaque point (80, 90, 100,110 et 120%) de la
gamme FR sont projetées sur la gamme SDT.

On obtient ainsi la quantité recouvrée, a partir de laquelle on calcule le

pourcentage de recouvrement.

On évalue I'exactitude en comparant la valeur expérimentale a la valeur de
référence par un recouvrement, ou en montrant que la valeur théorique se trouve dans

I'intervalle de confiance de 95 % de la valeur expérimentale. On calculera :

3.2.3.1 Le recouvrement

On peut exprimer quantitativement 1’exactitude au moyen d’un biais qui exprime

la différence entre la moyenne mesurée et la valeur exacte.
Calcul de la quantité recouvrée : On dispose
o pour étalon : droite régression : aire étalon =aX + b
o pour spécialité : aire spécialité :

(aire pic spécialité - b)

quantité recouvrée =
a

o Pourcentage de recouvrement :

(quantité recouvrée x 100)

% recouvrement = —— ;
quantité introduite
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3.2.3.2 La moyenne

C’est le parametre de position le plus classique. Intuitivement, elle indique ou se
trouve le milieu des valeurs mais ne donne aucune information sur la répartition des
données. La moyenne arithmétique d’un ensemble de nombres est égale a la somme des

valeurs divisée par le nombre de valeurs.
@ Critéres d’acceptation

La méthode est considérée comme exacte, si tous les biais individuels et le biais
moyen (valeurs moyenne de recouvrement) sont compris dans 1’intervalle considéré (98

% a 102 %) (L’intervalle de confiance inclure la valeur 100%).
3.2.4 Fidelité (répétabilite, fidélité intermédiaire)
@ Objectif

La fidélité de la procédure d’analyse exprime 1’étroitesse de 1’accord entre une
série de mesures provenant de multiples prises d’un méme €échantillon homogeéne dans
des conditions prescrites. Elle s’exprime par la mesure de la répétabilité et de fidélité

intermédiaire.

Démonstration que la méthode est répétable et reproductible. Cette analyse permet
de prouver que le degré de dispersion entre une série de dosage provenant de multiples

prises d’un méme échantillon est acceptable
@ Opération

Effectuer au minimum 3 séries de 6 pesées de concentration théorique (100%) sur

la forme pharmaceutique reconstituée et ce a raison d’une série par jour :

La répétabilité se rapporte a des essais de la méme grandeur effectuée dans des
conditions aussi stables que possible. Le travail sera effectué sur 2 solutions de
concentration 100% dans le méme groupe (ICH 2005-b), par le méme opérateur et dans

les mémes conditions expérimentales. Chaque solution est injectée 6 fois.

La fidélité intermédiaire a été évaluée en étudiant deux groupes de résultats
obtenus en trois jours consécutifs. Chaque groupe comporte les résultats obtenus sur 2

solutions.
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En pratique, la fidélité du PA dans la solution témoin est étudiée pendant trois
jours successifs tout en conservant le méme opérateur et le méme appareil. La fidélité a
été déterminée par le calcul de recouvrement moyen et des coefficients de variation (CV)

sur les 6 injections de deux solutions de concentration 100 %.

3.2.4.1 Le coéficient de variation (CV)

Il est souvent utilisé pour mesurer la variabilité d’une série de données, le (CV)
est I’écartype exprimé comme un pourcentage de la moyenne, une faible valeur étant un

critere de fidélité (voir I’annexe 2) (Fleury 1987).

Vérifier I’accord des résultats d’essais effectuer sur les 3 jours (série) correspond

a un changement dans les conditions de travail (les analystes, les mateériel)
» Le premier jour
e préparation de la solution standard (principe actif seul)

La solution standard est préparée dans une fiole de 250 ml, en dissoudront 60 mg
de principe actif dans une quantité adéquate de diluant.

e préparation de forme pharmaceutique reconstituée (PA+PB)

La solution de forme reconstituée est préparée dans les 6 fioles jaugées de 250
mL, par dissolution de 159 mg de placebo puis 60 mg de principe actif dans une quantité
convenable de diluant en agitant soigneusement. Les solutions préparées ainsi sont

traitées a I’ultrason pendant 15 minutes.

Ensuite, et a I’aide d’une seringue, nous complétons le volume a préparer jusqu'a
le trait de jauge des fioles, puis a I’aide d’un filtre seringue qui permet 1’élimination des
microparticules, nous remplissons les vials et les mettre dans la carroucel qui serons

introduit dans 1’instrument HPLC pour commencer I’analyse.
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Tableau 4. 6: Prise d’essais du standard

Fidélité : SERIE 1 Fidélité : SERIE 2 Fidélité : SERIE 3

Masse introduite Masse introduite Masse introduite
(concentration) (concentration) (concentration)

1 60,0 1 60,0 1 60,2

2 60,2 2 60,1 2 60,0

3 60,1 3 60,0 3 60,4

4 60,1 4 60,1 4 62,3

5 60,4 5 60,1 5 63,4

6 60,1 6 60,0 6 60,2

> Le 2°™ jour : en a changée I’instrument (fidélité intermédiaire).
> Le 3*™ jour : changement de la main d’ceuvre (fidélité intermédiaire).
@ Traitement des données

Projection de chaque point de la spécialité sur la droite de régression de la
spécialité et Projection de chaque point étalon sur la droite de régression de la matiére

premiére.
@ Criteres d’acceptation

La fidélité est exprimée par I'écart-type (o), la variance (c%) ou le coefficient de
variation (CV). Elle mesure I'erreur aléatoire liée a une procédure analytique, c'est-a-dire
la dispersion des résultats autour de leur valeur moyenne.

La fidélité est généralement exprimée comme le pourcentage de coefficient de variation

(CV). La formule classique est :

Vo

Avec o : est I’estimation de variance et X : est la valeur de la moyenne estimée (voir
annexe 2)

La Fidélité est satisfaisante si :

- Le coefficient de variation répétabilité doit &tre inférieur a 2 %.

- Le coefficient de variation reproductibilité doit étre inférieur a 2 %.
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1 Développement de la méthode de dosage

L’objectif de cette étude est d’effectuer une validation compléte de la méthode de
HPLC / UV pour la détermination du Phloroglucinol dans la spécialité pharmaceutique
Phloroglucinol LDM® 80 mg /160 mg. Dans la pratique courante, avant 1’étape de la
validation, il devient de plus en plus évident et essentiel de démontrer au moyen
d’optimisation qu’une méthode optimisée correspond a 1’usage attendu tout en

fournissant, par ailleurs, des resultats fiables.

Pour cela, nous avons déterminé quelques paramétres optimaux permettant
I’analyse du Phloroglucinol par HPLC/UV avec une colonne de type MACHEREY-
NAGEL C18 pyramid (4*250 mm ; 5um) tel que, ’effet pourcentage en solvant
organique sur le temps de réetention du Phloroglucinol dihydraté et ces substances
apparentés ont été étudiés. Sachant que I’influence du débit, du pH et de la température
de la colonne sur le temps de rétention ont été aussi initiés, mais nous n’allons pas vous

montrés ses résultat.
1.1 Choix de la longueur d’onde de détection

L’analyse spectrale d’une solution aqueuse du Phloroglucinol dihydraté a une
concentration de 80 pg mL™, on utilisant un spectrophotométre UV de Type: UV-1800
Series, model UV-1800 (A11635507207), a montré la présence d’une bande d’absorption
maximale, a la longueur d’onde 265 nm. Par suite, la détection a été effectuée a longueur
d’onde fixe A =265 nm (Fig. 5. 1).
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3,000
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Figure 5. 1: Spectre UV de Phloroglucinol de concentration 80 pg mL™.
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1.2 Choix de la composition de la phase mobile acétonitrile-tampon

phosphate

La variation de la composition de la phase mobile acétonitrile-tampon phosphate
KH2PO; 10 mM de pH = 3.0 sur la rétention du Phloroglucinol dihydraté a donne les

Résultats et discussion

enregistrements chromatographiques représentés par la figure 5.2.

Les chromatogrammes de la figure 5. 2 illustrent 1’effet de la variation du

pourcentage du solvant organique (ACN) sur la rétention du Phloroglucinol dihydraté.

En effet, ’augmentation du pourcentage de ’ACN dans la phase mobile induit

une élution rapide du Phloroglucinol dihydraté.

Ceci est expliqué par la grande affinité du Phloroglucinol dihydraté vis a vis du

solvant organique.
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Figure 5. 2 : Effet de la variation de la composition de la phase mobile sur la rétention du

Phloroglucinol et ses substances apparentés : ACN/tampon de phosphate 10 mM de pH = 3;
débit =1 mL/min; T = 25 °C.
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On choisit donc une phase mobile constituée d’un mélange isocratique

d’acétonitrile-tampon phosphate 10 mM de composition (92:8; v/v) pour le dosage du

Phloroglucinol.

Pour I'effet de la composition de la phase mobile sur la rétention et la séparation

du Phloroglucinol dihydraté et ses substances apparentées, les limites d'acceptation

applicables a la conformité du systéeme sont :

O RSD% des six injections successives de la solution STD < 2.0%

O Résolution : au minimum 2.5 entre les pics dus a 'impureté A et le

Phloroglucinol

@ Résolution : au minimum 4.0 entre les pics dus a I’impureté D et B

Tableau 5. 1 : Répétabilité du systéme (Canal: W2489 ChA)

Nom de Inj Vial Imp_inc PA Imp_ A Imp_D
I'échantillon

1 STD 1 51 | 4.095 | 4782 | 5717 | 7.048 | 10.438
2 STD 2 51 | 4.095 | 4771 | 5717 | 7.048 | 10.438

| 3 STD 3 51 | 4.095 | 4.838 | 5717 | 7.048 | 10.438 |
4 STD 4 51 | 4.095 | 4.801 | 5717 | 7.048 | 10.438

| 5 STD 5 51 | 4.095 | 4738 | 5717 | 7.048 | 10.438 |
6 STD 6 51 | 4.095 | 4741 | 5717 | 7.048 | 10.438

| Moyenne 4095 | 4778 | 5717 | 7.048 | 10.438 |
Ecart type 0.000 | 0.038 | 0.000 | 0.000 | 0.000

| 9% RSD 0.0 0.8 0.0 0.0 0.0 |

Ce tableau présente aussi un résumé des composants pour des temps de rétention

du Phloroglucinol dihydraté et ses substances apparentées :

v

v

v

v

v

tr (Imp_inc) = 4.095 min,

tr (Phloroglucinol Dihydraté) = 4.778 min,
tr (IMp_A) =5.717 min,

tr (Imp_D) =7.048 min

tr (Imp_B) = 10.438 min
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2 Résultats de Validation de la méthode

2.1 Résultats de spécificité / sélectivité

Avant la réalisation des standards de validation il faut vérifier la sélectivité en

injectant séparément le blanc, le placebo, le standard et la forme reconstituée.

Les résultats obtenus sont représenté dans les figures 5. 3 -5. 11 suivantes:
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Figure 5. 3: Chromatogramme obtenu par HPLC du blanc; Phase mobile : ACN/tampon
phosphate 10 mM de pH = 3 (92:8; v/v); débit =1 mL mint; T = 25°C.
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Figure 5. 4: Chromatogrammes obtenus par HPLC du placebo ; Phase mobile : ACN/tampon
phosphate 10 mM de pH = 3 (92:8; v/v); débit =1 mL min; T = 25°C.
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Figure 5. 5: Chromatogramme obtenu par HPLC du STD ; Phase mobile : ACN/tampon
phosphate 10 mM de pH = 3 (92:8; v/v); débit = ImL min=; T = 25°C.
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Figure 5. 6: Chromatogramme obtenu par HPLC de la FR ; Phase mobile : ACN/tampon
phosphate 10 mM de pH = 3 (92:8; v/v); débit = 1 mL min? ; T = 25°C.
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Figure 5. 7: Chromatogramme obtenu par HPLC de I’impureté A ; Phase mobile : ACN/tampon

phosphate 10 mM de pH = 3 (92:8; v/v); débit = 1 mL min*; T = 25°C.
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Figure 5. 8: Chromatogramme obtenu par HPLC de I’impureté B ; Phase mobile : ACN/tampon
phosphate 10 mM de pH = 3 (92:8; v/v); débit = 1 mL min?; T = 25°C.
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Figure 5. 9: Chromatogramme obtenu par HPLC de I’impureté D ; Phase mobile : ACN/tampon
phosphate 10 mM de pH = 3 (92:8; v/v); débit = 1 mL min* ; T = 25°C.
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Figure 5. 10: Chromatogramme obtenu par HPLC de la FR-chargée ; Phase mobile :
ACN/tampon phosphate 10 mM de pH = 3 (92:8; v/v); débit = 1 mL min? ; T = 25°C.
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Figure 5. 11: Chromatogramme obtenu par HPLC de la SST ; Phase mobile : ACN/tampon
phosphate 10 mM de pH = 3 (92:8; v/v); débit = 1 mL min? ; T = 25°C.

Les chromatogrammes du blanc et du placebo ne présente aucun pic ni dans le
temps de rétention de PA ni dans celui des autres impuretés, c'est-a-dire 1’absence du
principe actif, par contre ceux du STD, la FR et la FR- chargée montrent la détection du
pic principale du au principe actif « Phloroglucinol dihydraté » dans les temps de rétention

tr développé dans le tableau 5.2 qui suit, sans présence d’interférences.

Le chromatogramme de la solution SST présentes une bonne sélectivité et

montrent la détection du pic correspond au PA mais sans présence d’interférences.

Quant aux chromatogrammes des impuretés A, B et D, ils ne montrent que la
détection des pics caractéristiques a leurs temps de rétention c'est-a-dire 1’absence du

principe actif avec absence totale d’interférences.

Tableau 5. 2 : Les temps de rétention du PA dans les différentes solutions, placebo, impureté et
la phase mobile.

blanc /
placebo (PB) /
SDT 4.83
FR 4.59
FR-chargée 4.708
SST 4.618

D’apreés la superposition (Fig. 5. 12) de ces chromatogrammes on remarque qu’il

n’y a pas d’interférence avec le principe actif.
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Figure 5. 12: Superposition des chromatogrammes

Nous pouvons conclure que chaque échantillon de produit analysé, ne montre
aucune interférence avec le pic correspondant au principe actif Phloroglucinol dihydraté,
par consequent la sélectivité de la méthode proposée est prouvée et donc la spécificité est

acceptable.
2.2 Résultats de Linéarité

La lin¢arité¢ de la méthode de dosage HPLC/ UV est vérifiée sur I’intervalle de
validation, en utilisant les données des premiéres répétitions de chaque niveau de
concentration, pour les trois séries de validation, que ce soit pour la solution standard

(PA) ou pour la forme pharmaceutique reconstituée (PA+PB).

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 5. 3, montrent que I’HPLC
donne des airs proportionnels aux concentrations, que ce soit pour la solution standard ou

pour la forme reconstituée.
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Tableau 5. 3 : Données brutes de ’étude de la linéarité.

ité sur gamme standard Linéarité sur gamme FPR
% Masse introduite | Air du % Masse introduite | Air du
théorique | (concentration) pic théorique (concentration) pic
48.3 599470 47.4 584752
80 49.4 611484 80 47.0 576672
48.2 598586 47.9 592715
54.0 674768 54.1 670846
90 54.4 677178 90 54.3 678314
54.2 680825 54.0 667376
60.3 751357 60.0 740829
100 60.5 754769 100 59.8 745024
60.6 752730 59.6 739472
66.6 832546 66.0 819232
110 66.9 829797 110 66.1 826731
66.3 826311 65.8 822300
72.1 897266 72.3 892535
120 72.8 907366 120 72.9 903646
72.9 912546 72.2 897566

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

pour les standards.

Effectivement les résultats de notre étude présente une courbe d'étalonnage du PA
linéaire sur toute la gamme de concentration. L'équation de la droite de régression est de

la forme :
Y=ax X+Db
Ou:
X : représente la concentration introduite (en mg/mL);
Y : représente la réponse analytique (en aire du pic);
a et b : représente respectivement la pente et 1’ordonnée a ’origine.

Pour toutes les séries de validation, une droite de régression a été ajustée sur les
concentrations calculées par rapport aux concentrations introduites en appliquant le

modele de régression linéaire on utilisant le logiciel « Excel », pour lequel le coefficient
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de détermination (R?), la pente et I’ordonnée a 1’origine sont présentés dans le tableau 5.

4.

Tableau 5. 4 : Paramétre de 1’équation de de régression de linéarité

Parametres étudies ~ dans la solution standard dans la forme FPR
Equation de la droite de _ Y=12553.6796 X-
régression (Y= a*X+ b) Y=12543.1507 X - 5060.6818 8851.2928
Pente de la droite (a) 12543.1507 12553.6796
Ordonnée a Porigine (b) -5060.6818 -8851.2928
Coefficient de corrélation (R?) 0.9994 0.9990

Les figures 5. 13 et 5. 14 représente les courbes de régression correspondant aux
phloroglucinol dans la solution témoin et dans la forme pharmaceutique reconstituée
(FR).

950000 -
900000 -
850000 -
800000 -
750000 -
700000 -
650000 -
600000 -
550000 -

500000 T T T T T T 1
40,0 45,0 50,0 55,0 60,0 65,0 70,0 75,0

y =12 543,1507x - 5 060,6818
R?=0,9994

Figure 5. 13: Courbes d'étalonnage du phloroglucinol dihydraté dans la solution témoin

250000°7 y =12 553,6796x - 8 851,2928
900000 - R? = 0,9990
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750000 -
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650000 -
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550000 -

500000 T T T T T T )
40,0 45,0 50,0 55,0 60,0 65,0 70,0 75,0

Figure 5. 14: Courbes d'étalonnage du phloroglucinol dihydraté dans la solution FR
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En effet, la superposition des deux courbes (Fig. 5. 15) montre bien que ces

derniére sont parfaitement paralléles et linéaire.

950000
Linéarité sur standard Y =12543,1507x-5060,6818
R2=0,9994
200000 12 553,6796x - 8 851,2928
Y, y = , X - ,
Linéarité sur FR R? = 0.9990
850000
800000
750000
700000
650000
600000 O Linéarité sur standard
0 O Linéarité sur Forme reconstituée
550000 —— Linéaire (Linéarité sur standard)
—— Linéaire (Linéarité sur standard)
500000
40,0 45,0 50,0 55,0 60,0 65,0 70,0 75,0

Figure 5. 15: Superposition des deux courbes d'étalonnage du phloroglycinol dihydraté

Les coefficients de corrélations R?, doit étre situé dans I’intervalle [0.97 - 1], des
droites de régression correspondant aux PA dans la solution témoin et dans la forme

pharmaceutique reconstituée sont supérieurs a 0.999.

Ces valeurs sont satisfaisant et nous permet, dans un premier temps, de pouvoir
affirmer qu’il existe bien une liaison hautement significative « de type croissante» entre

I’aire et la concentration.

Par conséquant, la méthode d’analyse présente ainsi un profil linéaire.
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Tableau 5. 5 : Résultats de répétabilité du systéme

Phloroglucinol Dihydraté

1 768291

2 768664

3 767711

4 769259

5 771192

6 771796
Moyenne 769485,5
Ecart type 1646,35339

% RSD 0,2%

Reste a dire que méme si la technique présente un comportement linéaire, et donne
des « signaux » directement proportionnels a la quantité mesurée ; elle peut ne pas suivre
exactement 1’équation de la droite théorique dont on a calculé 1’équation (droite de

régression).

On peut donc conclure, que la méthode de dosage de la Phloroglucinol par

HPLC/UV est linéaire pour I’intervalle de validation.

2.2.1 Traitement statistique de la linéarité

Afin de s’assure que 1’équation de la droite obtenue par la méthode des moindres
carré, il est judicieux de Vérifier la significative de la pente (Test Student), et I’ajustement
du modele (la vérification de I’ajustement est effectuée par la comparaison des pentes

(méthode specifique).
2.2.1.1.1 Comparaison de la pente a 1

L'objectif de ce test est de vérifier si la pente est équivalente a 1. Si la valeur de t
calculé €St supérieur ou égal a la valeur critique t° tbuie (0.05 ; N-2) lue dans la table au
risque 5 %, il est possible de conclure que la pente n'est pas différente a 1 et que la

méthode est specifique.

La comparaison de la pente avec «1» se fait selon les formules données en Annexe
2, et les résultats obtenus que soit pour la solution témoin et la forme pharmaceutique

reconstituée sont regroupeés dans le tableau 5. 6 qui suit.
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Nos résultats de comparaison présente un intervalle de confiance (risque 5%) :

{Pour STD : t cajcuts = 149,898
Pour FR: tegeue = 113,124

Avec :
- tarcuie : représente la valeur calculé par la formule (voir I’annexe 2)

- t°oue: représente la valeur de référence tirée de la table statistique au

risque o= 5%.
Le coefficient calculé pour les deux cas est dans les fourchettes d’acceptabilité :
t catcuts >t° tabuts (0,05 ; 13)=2,160

Donc la pente est comparable a 1 au risque 5% aussi bien pour STD que pour la
FR.

Tableau 5. 6 : Résultats du traitement statistique de la linéarité pour la gamme STD et FR.

t calculé 149,898
) t° tapute (0,05, 13) 2,160
Comparaison de la pente a1 avec 0 el t catoute > ° tabule
Résultat VRAI
Linéarité sur gamme forme reconstituée
t calculé 113,124
: t° tabute (0,05, 13 2,160
Comparaison de la pente a2 avec 0 tag;n(diti o ) t catoute > ° tabule
Résultat VRAI

2.2.1.1.2 Comparaison des pentes a1 et a2: Méthode spécifique

Le Tableau 5. 7 qui suit, présente la comparaison des pentes selon le test de
Student présente toujours des résultats satisfaisante, car la valeur du t caicuie qui vaut 0.076
et inférieur a la valeur du t° (0.05, 26) dont la valeur est de 2.056 au risque de 5%. Ce qui

nous permet de dire que la méthode et spécifique.
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Tableau 5. 7 : Comparaison des pentes a; et a,

Comparaison des pentes a: et a2: METHODE SPECIFIQUE

T calculé t° (0.05, 26) Condition Résultat
0.076 2.056 t catcuts < t° (0.05, 26) VRAI

Les résultats du test de Student comparés pour les deux types de préparations
pourraient signifier que la linéarité de cette méthode serait meilleure pour la gamme des
standards que pour la FR. Mais ¢a reste a prouver et a elle ne remet pas en cause

I’adéquation de la technique pour les deux types de préparation.

Sur la base des résultats obtenus et les analyses statistiques réalisés sur les droites
de régressions, nous pouvons dire que la linéarité de la technique est une droite de
coefficient de régression supérieur a 0.999 confirmée par les résultats de comparaison des

données a 1’origine avec z€ro et les résultats du test d’homogénéité des variances.

Tous les tests statistiques ont donnés des valeurs toujours comprises dans les

limites d’acceptation :
- un coefficient de détermination acceptable de 0,999 ;
- la pente est comparable a 1 au risque 5% ;

Nos gammes sont donc conformes en termes de linéarité car 1’erreur de mod¢le
est négligeable et la méthode de dosage de la Phloroglucinol par HPLC/UV présente ainsi

un profil linéaire valide pour I’intervalle de validation.
2.3 Résultats de I’exactitude

Selon I’ICH D’exactitude a été étudiée sur 5 concentrations couvrant le 100%

(80%- 90%- 100%- 110%- 120%).

Les résultats obtenus lors de 1’é¢tude de I’exactitude relatifs aux Phloroglucinol

sont rassemblés dans le Tableau 5. 8 ci-apres :

La vérification de I’exactitude de la méthode est faite par rapport a un écart
maximal pour I’intervalle de dosage ou il est compris dans les limites d’acceptation fixées

a priori 5%.
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Le pourcentage de recouvrement moyen (pour un nombre total d’essais de N=15)
est de 99,56% avec un intervalle de confiance (risque) = 5%, d’ou intervalle du

pourcentage de recouvrement moyen de la méthode de [99,13-100,05]%

Cette valeur est trés satisfaisant sur I’intervalle de 80% a 120% de la concentration

de standard et FR, c'est-a-dire que les valeurs sont exactes et précises.

Tableau 5. 8 : Résultats du traitement statistique de 1’exactitude pour la gamme STD et FR.

Linéarité sur gamme standard Linéarité sur FR

théorique (Concentration) (absorbance) (Concentration) (absorbance) (xi) recouvrement
48,3 599470 474 584752 47,0 99,2
80 49,4 611484 47,0 576672 46,4 98,7
48,2 598586 479 592715 47,7 99,5
54,0 674768 54,1 670846 53,9 99,6
90 54,4 677178 54,3 678314 54,5 100,3
54,2 680825 54,0 667376 53,6 99,3
60,3 751357 60,0 740829 59,5 99,1
100 60,5 754769 59,8 745024 59,8 100,0
60,6 752730 59,6 739472 59,4 99,6
66,6 832546 66,0 819232 65,7 99,6
110 66,9 829797 66,1 826731 66,3 100,3
66,3 826311 65,8 822300 66,0 100,2
72,1 897266 72,3 892535 71,6 99,0
120 72,8 907366 72,9 903646 72,4 99,4
72,9 912546 72,2 897566 72,0 99,7
Pente 12543,15066 Moyenne 99,56
Ordonnée -5060,681817 Ecart type 0,49
Limite inférieur de I'Intervalle de Confiance 99,29
Limite supérieur de I'Intervalle de Confiance 99,84

2.3.1 Limites de quantification (LQ)

Les limites de quantification sont obtenues en calculant la plus petite et la plus
grande concentration pour lesquelles les limites d’exactitude, c’est a dire les limites de
I’intervalle de tolérance attendu tolérance sont incluses dans la limite d’acceptabilité fixée
a £ 5%. L’intervalle de dosage est ’intervalle compris entre les limites inférieure et

supérieure de quantification ou la procédure analytique atteint 1’exactitude souhaitée.
- Limite inférieure de quantification (LQ i) (mg/ml) =99.29

- Limite supérieure de quantification (LQ sup) (mg/ml) = 99.84
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Les limites de quantification supérieure et inférieure sont définis ce qui montre
que la méthode est validé. En effet, ’exactitude est validée dans les limites d’acceptation

fixée a 5%, en conséquence nous pourrons conclure que la methode est validée.

Le coefficient de variation relatif au Phloroglucinol dihydraté étant inférieur a 2
%, et I’intervalle de confiance (IC) du recouvrement moyen : IC = 100,009 % + 0,311

comprend le 100 %, donc la méthode est exacte.
2.4 Résultats de Fidélite

La fidélité fournit une indication sur les erreurs dues au hasard. Elle a été estimée
en calculant la répétabilité et la fidélité intermeédiaire a chaque niveau de concentration

utilisé en utilisé en standards de validation.

2.4.1 Donneées brutes recueillies

Apres réalisation des injections sur HPLC, la fidélité de la méthode est évaluee
sur chaque série de validation, en utilisant les données obtenues pour les trois séries
réaliser dans des jours différents afin d’obtenir les réponses analytique sous forme des

aires des pics.

Les recouvrements entre les concentrations introduites et les concentrations
retrouvées sont calculés pour les trois séries, puis une analyse statistique est effectuée sur
ces résultats. Les résultats obtenus sont représentés dans le Tableau 5. 9, et les résultats

de I’étude statistique sont donnés dans le Tableau 5. 10 :

Tableau 5.9 : Les données brutes de 1’étude de la fidélité pour STD

STD S1 STD S2 STD S3

1 733231 739107 780021

2 734950 738322 778409

3 733614 739321 778779

4 735984 737652 778641

5 734986 738107 778482

6 734329 738204 777986
Moyenne 734515,6667 | 738452,1667 | 778719,6667
Ecart type | 1006,387334 | 635,863953 | 692,0178225

RSD% 0,1% 0,1% 0,1%
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Les résultats présentés dans ce tableau (Tab. 5. 9), montre que les réponses
analytiques sous forme des aires des pics obtenus par HPLC sont proportionnelles aux

concentrations introduites.

Ainsi la valeur du RSD % (0.1% dans toutes les séries réalisées pour le STD)

affirme la conformité du systéme.

Tableau 5. 10 : Les données brutes de 1’étude de la fidélité pour FR

N° Masse (concentration) standard 60.1
Air standard 734516
Masse introduite Air du pic %de recouvrement
(concentration)
1 60.0 734820 100.2
2 60.2 724139 98.4
3 60.1 735750 100.2
4 60.1 730583 99.5
5 60.4 726258 98.4
6 60.1 735217 100.1
délité - série
N° Masse (concentration) standard 60.1
Air standard 738452
Masse introduite Air du pic %de recouvrement
(concentration)
1 60.0 734997 99.7
2 60.1 739743 100.2
3 60.0 737495 100.0
4 60.1 735829 99.6
5 60.1 744521 100.8
6 60.0 737404 100.0
délité - série
N° Masse (concentration) standard 60.2
Air standard 778720
Masse introduite Air du pic %de recouvrement
(concentration)
1 60.2 782848 100.5
2 60.0 767796 98.9
3 60.4 788307 100.9
4 60.3 809927 100.5
5 60.4 825498 100.7
6 60.2 785442 100.9

Comme montré dans ce tableau 5.10, les réponses analytiques sous forme des
aires des pics obtenus par HPLC sont proportionnelles aux concentrations introduites.
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Le tableau 5. 11 regroupe les différents critéres qui vont nous permettre le calcul

de la répétabilité et la fidélité intermédiaire afin de pouvoir juger la fidélité de la méthode.
Tableau 5. 11 : Etude statistique de la fidélité du STD.
__rourcentagesde
EOUESTRRED O Nombre de groupes K
recouvrement
Nombre de mesure / groupe 6

1 100,2 99,7 100,5 T1 = Snjm; 1805,899
= Srm2:
9 98.4 100,2 98.9 T2 = Snjm?; 1811;34,40
3 100,2 | 100,0 100,9 T3 = SS? 1,464
4 99,5 99,6 100,5 T4 =S (mj-m") k-1 0,227
5 98.4 100,8 100,7 Variance de I?_e?)p/tla(tablllte 1S = 0,488
6 1001 = 100,0 1009 Variance inte;grr/%upe S2g =T3- 0,145
Variance du groupe 0,739 | 0,180 0,545 Variance i“tefsgrr /(;upe Sg=T3 0,145
C caleulé 0,505 Variance de figfgllité S?R= S + 0,633
C° (0,05, 3, 5) 0,707 CV Répétabilité 100 Sr/m' 0,7
Variances homogénes? VRAI CV de fidélité 100 Sr/m’ 0,8
99,45 | 100,06 | 100,39
Moyenne du groupe
7 7 6
Variance intra groupe 0,488
Variance inter groupe 1,360
F calculé 2,786
F° (0,05, 2, 15) 3,682
Validité des moyennes VRAI

2.4.1.1 Les coefficients de variation de répétabilité et la fidélité intermédiaire :

D’aprés le tableau des résultats de fidélité de STD, on voit que le coefficient de

variation:
o  CV rspstabitite = 0.7%
o CV fidslité intermédiaire = 0.8%

On parlera de fidélité de la méthode lorsque les coefficients de variété sont
inférieur ou égaux a 2% (CV < ou = 2,0 %) (< 2% valeur fixée par les normes

pharmaceutiques).

- La répétabilité : Elle est évaluée par le calcul du coefficient de variation.

Compte tenu de la valeur du CV repatavilie = 0.7% (< 2% valeur fixée par
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les normes pharmaceutiques), la répétabilité de la méthode est jugée trées

satisfaisante.

- La fidélité intermédiaire : Le calcul du CVr = 0.8 %, cette valeur est
inférieure a 2%, la fidélité intermédiaire de la méthode est jugée

satisfaisante.

En conclusion, les coefficients de variation de répétabilité qui refletent la fidelité

intra-jour pour chaque niveau de concentration ne dépassent pas 0.7%.

Z1te Lt

variation ne dépassent pas 0.8%, ces coefficients de variation que soit de la répétabilité
ou de fidélité intermédiaire obtenus pour le Phloroglucinol dans la solution standard
(témoin) sont inférieurs a 2%, valeur exigé par les normes, ce qui démontre I’excellence

de la fidélité de la méthode de dosage par HPLC developpée.

De ce fait les résultats conferent a la méthode une bonne fidélité, ¢’est-a-dire que
I’homogénéité des mesures de dosage faites par deux opérateurs distincts est conforme et

le dosage reste indépendant de 1I’opérateur.
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Conclusions & " Lerspectives

1 Synthése des résultats

On s’est intéressé dans la présente étude a I’analyse et a la validation d’une
méthode de dosage d’un produit fini par Chromatographie Liquide Haute Performance a

polarité de phases inversée couplée a un détecteur UV monochromatique.

Dans la premiére partie, nous avons déterminé quelques parametres optimaux
permettant I’analyse du Phloroglucinol par HPLC/UV en utilisant une colonne de type de
type MACHEREY-NAGEL C18 pyramid (4*250 mm ; Sum), a A= 265 nm, une phase
mobile constituée d’un mélange binaire acétonitrile-tampon phosphate KH.PO4 10 mM
de pH 3 (92:8 ; v/v), a débit 1 mL min* et & une température de 25°C.

La speécificité/ sélectivité, la linéarité, 1’exactitude et la fidélité de la méthode de
dosage du marqueur analytique (PA) dans le produit fini sont démontrées sur les

intervalles :
- 0,10 a4 0,24 mg/comprimé de marqueur analytique dans le produit fini.
Ces intervalles sont cohérents avec les criteéres d’acceptation :
- >0,14 mg/ comprimé de marqueur dans le produit fini ;

La méthode analytique est validée pour les limites d’acceptation définies, et sur
les intervalles décrits. Nous avons pu montrer que la méthode de dosage adoptée du
marqueur analytique dans le produit fini par chromatographie liquide est validée en
termes de spécificité / sélectivité, linéarité, exactitude et fidélité entre 192 ug mL™ et 288

pg mLL,

La limite de détection de 0.003660 mg/ml, et les limites de quantification
inférieure et supérieure du Phloroglucinol sont respectivement : 99.29 mg/ml et 99.84

mg/ml.

Cette méthode validée est appliquée pour le dosage d’une forme pharmaceutique

le «Phloroglucinol LDM® 80 et 160 mg» avec un excellent taux de recouvrement.
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2 Commentaires sur le protocole de validation établi

Le protocole de validation développé a partir le guide de validation analytique
ICH Q2(R1) est bien applicable aux validations analytiques des méthodes de dosage des

médicaments.

Cette représentation va pouvoir aider 1’analyste a justifier que les critéres
d’acceptation établis sont adéquats, adaptés a la méthode analytique et au produit auquel

elle est appliquée.

L’exactitude obtenue a partir des résultats de validation peut permettre de soutenir
la justification d’un écart de teneur en substance active supérieur a £5% dans le cas des
méthodes de dosage ou la variabilité est relativement importante, du fait de ’erreur

analytique et/ou du produit considére.

Il est en effet plus aisé de commenter une représentation visuelle des résultats
obtenus, plutdt qu’une liste de performances diverses de la méthode, dont il peut étre

difficile de voir I’impact sur les résultats.

3 Perspectives

Ce protocole de validation a été approuvé par le responsable du laboratoire CQ de
LDM- groupe et est désormais utilisé pour les validations analytiques au sein du
laboratoire de LDM- groupe. Il n’est cependant pas figé et doit étre adapté au produit et

a la méthode d’analyse a valider.

La mise en place des critéres choisis comme outil de décision pour les validations
analytique est une avancée majeure consécutive & 1’adaptation de ce protocole de

validation.

Ce protocole pourra par exemple servir de base au développement d’une
procédure plus adaptée aux méthodes analytiques permettant de doser de faibles quantités
de marqueurs, en utilisant par exemple la méthode des ajouts dosés.

Le profil d’exactitude pourra cependant étre conservé comme outil de décision,

en raison des multiples avantages qu’il offre.
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Conclusions générale

La validation des procédures analytiques est aujourd’hui un principe accepté et

utilisé dans tous les domaines d’activité générateurs de résultats de mesures.

Cependant, bien que ce principe soit reconnu comme indispensable a la gestion
de la Qualité dans 1’industrie pharmaceutique, son application pratique n’est pas toujours

aisée.

En effet, bien qu’il existe de nombreux documents officiels décrivant les critéres
de validation a tester, les sources proposant des solutions pratiques en termes de

protocoles expérimentaux sont rares.

De plus, le protocole expérimental de validation devant étre adapté au produit
étudié, ces quelques guides ne peuvent pas offrir une solution exhaustive applicable sans

adaptation a tous les produits possibles.

Les médicaments génériques représentent 1’un de ces cas particuliers dont les
guides de validation, ainsi que les guidelines actuellement en vigueur, ne tiennent pas
compte. L’adaptation de ces textes est donc nécessaire afin de mener a bien les validations
analytiques pour ce type de produits, nécessitant une réflexion importante et une bonne

connaissance a la fois de la validation analytique, et des spécificités de ces produits.
C’est dans ce cadre que ce travail a trouvé toute sa justification.

Une proposition de protocole de validation s’appuyant sur le guide de validation
ICH Q2 (RI) a été testée en conditions réelles, pour la validation d’'un médicament
génerique. Cet essai S’est révélé concluant, et a permis de démontrer que les outils
statistiques proposeés par le guide de validation ICH Q2 (R1) pouvaient étre appliqués a

la validation analytique des médicaments.

Ce travail représente une porte entrouverte sur ce qui peut étre fait dans le domaine
de la validation analytique des médicaments, et propose une solution exploitable

permettant de satisfaire aux exigences réglementaires en vigueur.
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Amneze |

Les équipements utilisés pour cette etude

La colonne MACHEREY-NAGEL C18
pyramid : Gel de silice octadécylsilylé
pour chromatographie, a groupements
polaires intercalés, postgreffé

Bain ultrason Fisherbrand®
FB15066
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Amneze 2

Formules de calcul statistique

Sur un logiciel "Microsoft Excel", programmé par LDM, nous avons introduit nos

valeurs expérimentales, les formules de calcul suivantes :

1. Estimation des droites de régression linéaire :
¢+ Une partie du modéle est déterministe et peut s’écrire y = f(x).

[ L’équation de la droite : L’équation de la droite de régression est calculée par
la méthode des moindres carrés.

Y=ax+b

[ Calcul de la moyenne empirique de (X) :

N A
15

O Calcul de la moyenne empirique de (Y) :

- Ion
SO
N i=0Y1

N : représente le nombre de solutions étalons.
% Calcul de la pente (a) :

O Les valeurs de (a) et (b) sont déterminés par les relations suivantes :

=i =i —¥)
iz (%) — %)?

b=y—ax
Avec :

a : La pente ; b : Ordonnée a I’origine ; X; : Concentration ; Yi : la réponse
instrumentale mesurée ; ¥ : La moyenne des surfaces ; f: la fonction de réponse de
I’instrument.

[ formule de coéficient de corrélation est donné par la relation suivante:

RZ. — YiLixi =)@y — )
OG- 0D) s i — 9D
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X: : La moyenne des concentrations Xi;

Y: : La moyenne des réponses instrumental mesurée yi;

[ SCE : Somme des Carrés des Ecarts & la moyenne : SCE x = YL ,(X; — X)? ;

O SPE : Somme des Produits des Ecarts aux moyennes :

n

SPE xy = Z(Xi - Xy —9)

i=0
1.1. Test de Student (t) :

®,

¢+ Pour Vérifier si la pente de la droite d’ajout globale est égale a 1, on va effectuer un test
en calculant le critere tea qui suit une loi de Student a N — 2 degrés de liberté.

— Si tea st inférieur ou égal a la valeur critique lue dans la table de Student au
risque 1-o /2 avec N — 2 degrés de liberté, il est possible de conclure a I’absence
d’interférences et que la spécialité est acceptable.

— Si tear est supérieur a la valeur critique, la méthode n’est pas spécifique.

On a 2 hypotheses :
Ho: absence d’une pente significative (Ho: u= 0 contre)

H1: existence d’une pente significative (H1: ul# 0 au risque d’erreurs o)
O La formule de calcul:

|b

calculé
b

Avec : b : I’ordonné & I’origine ; et g}, : Ecartype de la variable de I’ordonné a I’origine

[ Comparaison des pentes des droites de régression des deux pentes : Cette
comparaison s’effectue par le biais de test Student suivant :

tca = |a; —az|/y/0%a; + o%a,
Avec : 6%a = S?r/SCEXx
D1 : Droite de régression du principe actif seul.
D2 : Droite de régression de la forme pharmaceutique reconstituée.
a1 : la pente de la droite D1.
a. : la pente de la droite D2.

o%a4: Variance de la pente de la droite D1.
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a%a,: Variance de la pente de la droite D2.

O Comparaison des ordonnées a l’origine des droites de régression des deux
pentes : Cette comparaison s’effectue par le biais du test Student suivant :

tcar = |by — by|//0%by + 02b,
Avec c%= S?r [1/N + ((X ij) 2 /S%j (N-1)]
bl : la pente de la droite D1.
b2 : la pente de la droite D2.
a%b, : Variance de la pente de la droite D1.
a%b,: Variance de la pente de la droite D2.
2. Estimation de Fidélité :

< Il est aussi possible de fournir un estimateur de la variance résiduelle o2, noté s2
et calculé a partir de la formule suivante :

2 _ 2 _ O(X —X)Z—aZ o(X X)(Yl %)
7T e T N-2

[ formule de calcul du coéficient de variation est donné par la relation suivante :

Vo? o
CV(%) =100 X?= 100 Xi

Avec : o : Lavariance, et X : Moyenne des groupes.

3. Estimation de I’exactitude :
O Le recouvrement:
surface essai X prise d'essai du témoin

surface témoin X prise d’essai de I'essai



Annexes

Table de la Loi de Student
Cette table donne les fractiles de la loi de Student a N-2 degrés de liberté : valeur t ayant la probabilité
a d'étre dépassée en valeur absolue :P (-t < T<t)=1-a. Ou:P(T<-t)=a/2=P (T >1)

B o bilatéral 1-0/2 (unilatéral) [ N-2 (degré de liberté)

0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4 0,3 0,2 01 0,05 0,02 0,01 0,005 0,001

0,55 0,6 0,65 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95 0,975 0,99 0,995  0.997  0.999
5 5

0.158 0.324 0509 0.726 1 1376 1962 3.077 6313 1270 3182 63.65 1273 636.5
0.142 0288 0444 0617 0816 1.060 1386  1.885 2,92 4302 6964 9925  14.08 31,6
0.136 0276 0424 0584 0.764 0.978 1249 1637 2353 3182 4540 5840 7453 1292
0133 0270 0414 0568 0.740 0941 1189 1533 2131 2776 3.746 4.604 5597 8.610
0.132 0267 0408 0559 0.726 0919 1155 1475 2,015 2570 3.364 4.032 4773 6.868
0.131 0264 0404 0553 0.717 0.905 1134 1439 1943 2446 3142 3707 4316  5.958
0.130 0263 0401 0549 0.711 0,89 1119 1414 1894 2364 2997 3499 4029 5.408
0129 0261 0399 0545 0.706 0.888 1108 139  1.859 2,306 2.896 3.355 3.832 5.041
0129 0261 0397 0543 0.702 0.883 1.099 1,383 1.833 2262 2821 3249 3.689 4.780
0.128 0260 0396 0541 0.699 0.879 1.093 1372 1812 2228 2763 3169 3581  4.586
0128 0259 0395 0539 0.697 0.875 1.087 1363 1795 2,201 2718 3105 3.496 4.436
0128 0259 0394 0538 0.695 0872 1.083 135 1782 2178 2,681 3.054 3428 4317
0.128 0258 0,394 0537 0.693 0870 1.079 135 1770 2160 2.650 3.012 3372 4.220
0,128 0258 0.393 0536 0.692 0.868 1.076 1,345 1761 2144 2,624 2976 3325 4.140
0.127 0257 0392 0535 0.691 0866 1.073 1340 1.753 2131 2602 2946 3,286 4.072
0.127 0257 0392 0535 0.690 0864 1071 1336 1745 2119 2583 2920 3,252 4.014
0,127 0257 0391 0534 068 0863 1069 1333 1,739 2,109 2566 2,898 3,222 3,965
0.127 0257  0.391 0.5433 0.688 0,862  1.067 l.§30 1.734 2.2?00 2.552 2.:78 3.]‘.196 3.;21
0.127 025 0391 0533 0.687 0861 1.065 1327 1729 2,093 2539 2860 3.173 3.883
0.127 0256  0.390 0.532 0,687 0,86 1,064 1325 1724 2,086 2,528 2845 3153  3.849
0127 0256 039 0532 0.686 0.859 1.062 1323 1720 2079 2517 2.831 3135 3.819
0.127 025 039 0532 0.68 0858 1.061 1321 1717 2073 2508 2818 3.118 3.792
0.127 025 039 0531 0.685 0.857 1.060 1319 1713 2.068 2499 2807 3,104 3.767
0,127 0,256 0,39 0531 0684 0.856 1.059 1317 1710 2063 2492 2,797 3.090 3.745
0126 0256 0.389 0531 0.684 0.85 1.058 1316 1708 2.059 2485 2787 3.078 3.725
0126 025 0389 0530 0684 0855 1.057 1315 1705 = 2.055 2478 2778 3.066 3.706
0126 0255 0389 0530 0.683 0.855 1.056 1313 1.703 2.051 2472 2770 3.056 3.689
0126 0255 0.389 0530 0.683 0.854 1,056 1312 1701 2.048 2467 2763 3,047 3.673
0126 0255 0389 0530 0,683 0.854 1.055 1311 1699 2.045 2462 2,756 3,038  3.659
0.126  0.255 0,389 0,53 0682 0853 1054 1310 1.697 2042 2457 2,75 3.029 3,646
0126 0255 0.388 0529 0.682 0.853 1.054 1309 1695 2.039 2452 2,744 3.022 3.633

0126 0255 0.388 0529 0.682 0,853 1.053 1308 1.693 2.036 2448 2738 3.014 3.621
7 5 8 7 2 5 6 9 9 7 5 9 8
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0.126
6
0.126
6
0.126
6
0.126
6
0.126
5
0.126
5
0.126
5
0.126
5
0.126
4
0,126
4
0.126
4
0.126

0.126
4
0.126
4
0.126
3
0.126
3
0.126
3
0.126
3
0.126
2
0.126
1
0.126
1
0,126

0,126
0,126

0.125
9
0.125
9
0.125
9

0.125
7

0.255
0.255
0.255
0.255
0.255
0.255
0.255
0,255
0,255
0,255
0.254
0.254
0.254
0.254
0.254
0.254
0.254
0.254
0.254
0.254
0.254
0.254
0,254
0,254
0.253
0.253
0.253

0.253
3

0.388
0.388
0.388
0.388
0.388
0.388
0.388
0.388
0,388
0,388
0.387
0.387
0.387
0.387
0.387
0.387
0.387
0.387
0.387
0.386
0.386
0.386
0.386
0.386
0.386
0.386
0.386

0.385
3

0.529
0.529
0.529
0.529
0.528
0.528
0.528
0.528
0.528
0,528
0.528
0.528
0.528
0.528
0,528
0.527
0.527
0.527
0.527
0.526
0.526
0.526
0.526
0.525
0.525
0.525
0.525

0.524
4

0,682
0.681
0.681
0.681
0.681
0,681
0.680
0.680
0.680
0,680
0.680
0.680
0,68

0.679
0.679
0.679
0.679
0.679
0.678
0,678
0.677
0.677
0,677
0.676
0.676
0.676
0.676

0.674
4

0,852
0.852
0,852
0.851
0.851
0.851
0.850
0.850
0.850
0,850
0.850
0.849
0.849
0.849
0.849
0.849
0,849
0.848
0.847
0.846
0.846
0.845
0.845
0.844
0.844
0.844
0.844

0.841
6

1,053
1.052
1,052
1.051
1.051
1.050
1.050
1,05

1.049
1,049
1.049
1.048
1.048
1.048
1,048
1.047
1.047
1.047
1.045
1.044
1.043
1.042
1.041
1.041
1.040
1.040
1.040

1.036
4

1.307
1,307
1.306
1.305
1.304
1.304
1.303
1.303
1.302
1,302
1.301
1.301
1.300
1.300
1.299
1.299
1.299
1.298
1.295
1.293
1.292
1,291
1.290
1.289
1.288
1.288
1.287

1.281
6

1.692
1.690
1.689
1.688
1.687
1,686
1.684
1.683
1.682
1,682
1.681
1.680
1.679
1.678
1.677
1.677
1.676
1.675
1.670
1.666
1.664
1,662
1.660
1.658
1.657
1.656
1.655

1.644
9

2.034
2.032
2.030
2.028
2.026
2.024
2.022
2.021
2.019
2,018
2.016
2.015
2.014
2.012
2.011
2.010
2.009
2.008
2.000
1.994
1.990
1.986
1,984
1.981
1.979
1.978

1.977

1,96

2.444
2.441
2.437
2.434
2.431
2.428
2.425
2.423
2.420
2,418
2.416
2.414
2.412
2.410
2.408
2.406
2.404
2.403
2.390
2.380
2.373
2.368
2.364
2.360
2.357
2.355