I COOPER

Master Sciences et Techniques CAC Agiq

Chimiométrie et Analyse Chimique :Application a la gestion industrielle
de la qualité

MEMOIRE DE FIN D’ETUDES
Pour I'Obtention du Dipldme de Master Scienceseasthihiques

Validation analytique et Calcul d’incertitude selonl’'approche GUM
d’'une méthode chromatographique de dosage de Métapazine
dans une forme pharmaceutique

Présenté par:

HasnHAIDARA

Encadré par:

Mr M. ELGUEZZAR (COOPER PHARMA)
Pr B. IHSSANE (FST Fés)

Soutenu le 19 Juin 2013 devant le jury composé de:

Pr B. IHSSANE

Pr E. M. EL HADRAMI
Pr F. KHALIL

Mr M. ELGUEZZAR

Stage effectué a : A=

Page 1 Hasnaa HAIDARA Master CACAGIQ




I COOPER

Wi,
ittty

e g

Master ST CAC Agiq

Mémoire de fin d’études pour I'obtention du Dipldmede Master Sciences et Techniques

Nom et prénom: HAIDARA Hasnhaa

Année Universitaire : 2012/2013

Titre: Validation analytique et Calcul d’incertitude seldiapproche GUM d'une méthode
chromatographique de dosage de Métopimazine dam$arme pharmaceutique.

Résumé

La validation est I'étape ultime du développemenhd méthode analytique capable de fournir de
résultats qui soient valablement interprétés etcdatilisés a bon escient. Afin que ces résultal
soient fiables, il est préférable que leur inced# soit connue. A cet effet, une méthode
chromatographique de dosage déligtopimazine dans une forme pharmaceutique a été sujette [de
la validation analytique en respectant les norniegscontextes réglementaires. Dans ce méme
contexte, nous avons calculé l'incertitude de ta diéthode associée a la teneur en Métopimazine

et ceci en appliquant I'approche de GUM.

L’étude statistique a permis de montrer que la oughdu dosage de Métopimazine est validée
dans l'intervalle de concentration étudié [0,12280) et la valeur de I'incertitude calculée se t®u
incluse dans la limite d’'acceptation + 5%. Ce giwéle que la méthode analytique peut étre

utilisée comme méthode de routine au sein de lélioeaCOOPER-PHARMA.

Mots clés: validation analytique, calcul d’incertitude, HPLK3étopimazine, Approche de GUM.
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Introduction :

L’industrie pharmaceutique marocaine estntie par son efficience et sa performance daps
I’économie nationale, I'industrie du médicament pdenquelques 38 laboratoires pharmaceutiques
avec 4.6 milliards de dirhams de chiffre d’affagre 2003 (équivalent a 1 milliard ‘euros). Le Marog

—

avec I'Afrique du sud sont les deux seuls paysairaine industrie pharmaceutique au point €

d’'un certain niveau.

Le contexte industriel actuel impose a dmikeuses entreprises de démontrer que I'ensemble
des procédés et des méthodes utilisées dans la@alu d’'un produit manufacturé conduisen
effectivement au résultat recherchés; l'industharmaceutique n’échappe pas a cette regle et |es
laboratoires sont tenus de prouver que les méthddealyse employées sont parfaitement valides

et fiables.

A cet égard, la validation des procéduredyaigues quantitatives est largement répondue dans
ce domaine d'activité ou des mesures sont réalideeschamp d’application de la validation
analytique s’étend a toute procédure d’analysésééldans le contrble de la matiére premiéere, |e
contrle en cours de fabrication, le controle dexdpits intermédiaires et finis et les essais de
stabilité de tous les produits pharmaceutiqgues. $rigence est avant tout une pratique

réglementaire.

Dans ce contexte, ce stage réalisé audeelaboratoire COOPER-PHARMA vise a valide

une méthode analytique pour le dosage de la M@ggine dans une solution injectable et

S

calculer I'incertitude de la dite méthode par laghre de GUM.
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Le présent travail sera subdivisé en dmrties, la premiére est consacrée a une présentatj

générale du laboratoire pharmaceutique COOPER-PHARMIIS a un apercu sur la validation
analytique; ces critéres et ces approches. Finalerg rappel sur le concept de I'incertitude et le

approches utilisées pour sa mesure est donné.

La deuxieme partie s’attache, tout d’abardérifier les critéres pour valider la méthode

chromatographique de dosage du principe actif «TPIEIMAZINE » dans une solution injectable
en utilisant une approche classique de la validatfmissant par la présentation du calcul d
I'incertitude de la méthode de dosage du Métopimazelon la méthode de GUM

|. Présentation de laboratoire COOPER-PHARMA:
1. Historique de COOPER-PHARMA:

Cooper-Pharma, au départ filiale de Codpelun France, a été creée B983sous le nom de
Cooper Maroc pour vocation initiale la distributiau Maroc de médicaments importés d
différents laboratoires internationaux. Par laesuits partenaires ont demandé a Cooper-Pharma
fabriquer des spécialités pharmaceutiques pourcieupte.

Des les année$96Q Cooper Pharma est devenu fabricant et distrilbutieumeédicaments et a
acquis une expertise dans la production pharmapeutiux cétés des leaders mondiaux du secteu
En198Q il y'a eu création d’'une nouvelle unité de fabtion a Tit Mellil.

Deés le début des anné&89Q le savoir faire et les capacités de productiorfCdeper-Pharma lui
ont permis de démarrer les exportations vers lgs yaisins, a savoir I'Algérie et la Libye.
En1999ils ont obtenus la certification ISO 9002 du sieeproduction et une activité quésendra,
deés les annéeX)0Q a I'Europe et a I'Afrique déduest.

En2010: Cooper Maroc devient Cooper Pharma.

2. Présentation des services de production :

Le site industriel a Tit Mellil s’étend sur unerface de 20000 m2 dont 12500 m?2 couvert

extensibles avec une maitrise totale du traiterdeniair et de I'eau en conformité avec les BPF

européennes, 1500 m2 pour le département quali® 8@ pour la production et 5000 m2 pour leg
magasins.

Secteur | :

Forme solide : poudre, comprimés simples et pédiget gélules.
Forme pateux : pommades, creme et suppositoires.

Secteur Il :
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Forme liquide : solution, sirops, suspensions gi@ites buvables.

Forme injectables : ampoule une pointe, solutidresps aqueuses et huileuses.
Laboratoire de contrGle :

Laboratoire physico-chimique.

Laboratoire de microbiologie.

ll. Généralités sur La méthode analytique
1. Définition de la méthode analytique
La méthode d’analyse consiste a décrirewia de ses étapes, indissociables les unes
autres, en précisant pour chacune d’elles les tpesaélémentaires gu'il faut réalis§t]
La description de méthode soumise doit compreredr@dints suivants :
» La définition de I'analyte
* L’'appareillage
» Les réactifs (y compris la pureté ainsi que tosigtails sur la pureté des étalons).
» La procédure analytique y compris le traitementé@td®ntillons, la purification...
» La procédure pour le calcul des résultats a paesrdonnées brutgg].
2. Choix de la méthode analytique :

Le choix d’'une méthode d’analyse constitue @mt gue tel un Probleme analytique qu'il vé

falloir résoudre en empruntant la démarche de Kata, ce qui veut dire bien poser le probleme au

départ et le traduire en termes d’analyse(s) daritira réaliser|1]

[IPrise en compte de I'échantillon & analyser

 Nature de I'échantillon (liquide, solide...).

* Homogene, hétérogéne.

* Quantité d’échantillons disponible (analyse degtve ou non).

» Eventualité d’effets matrice du a I'échantillat & la technigue choisie).

] Prise en compte des molécules recherchées et dgualité du résultat attendu
* Notion de limite de détection (espéce cible mtgoe ou minoritaire)

* Niveau de présence (traces en mg, ...)
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* Précision et exactitude du résultat

1 Prise en compte de la notion du cout de la méthode
 Analyse ponctuel ou systématique

» Temps d’analyse (délais a respecter)

» Cout (temps personnel, consommables, appares){dje

3. Cycle de vie de la méthode analytique :
Afin de comprendre le role et la place de Hidation dans la vie d’'une méthode
d’analyse, il est intéressant de décrire son cgleleie depuis le moment ou elle est choisie

jusqu’au moment ou on I'abandoni4]

—
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Figure 1 : Cycle de vie d’'une méthode analytiqdg

4.1.Sélection d'une méthode :
L’étape de la sélection est critique pouanalyste. En effet, étant le point de départ
d’'une méthode, c’est d’elle que dépendent les sudtapes et plus particulierement les décisions

qui seront prises. De ce fait, elle nécessite @n lmerner la problématique en vue de défin

clairement les objectifs pour proposer des sahgti@ppropriées, matérialisées en termes
conditions opératoires, et pour éviter la pertetataps, de réactifs et d’argent, d’'ou la nécessilé
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d’'une bonne expertise de I'analyste qui devra sigppsur un maximum d’priori, d’informa{tions
pertinentes [5]
3.2. Développement analytique :

La réalisation de cette phase peut se fairenoyen ou non d’'un plan d’expériences selon |a
problématique définie lors de I'étape de la sébecti
3.2.1. Méthodologie des plans d’expériences :

Les plans d’expériences font partie deHamiométrie. L'objectif poursuivi est de fournir a
I'analyste, moyennant un nombre d’expériences egdgtrun maximum d’informations pertinente
pouvant expliquer certains effets, informations cepsibles de ne pas étre obtenues par |a
méthodologie classique univariée.

Puisque dans la méthodologie des plans d'expé&sendous les facteurs sont étudié

U7

simultanément, la stratégie consiste a réaliseexegriences de maniére programmeée et raisonnée
en faisant varier les niveaux de tous les factauasfois toute en utilisant des outils mathématgu
combinés aux outils statistiques pour expliqusmpleénomenes obsenjés.
3.2.2. Modélisation :

Sans une modélisation, les plans d’expéeigmdont aucune valeur informative ni exploitable
La modélisation permet d’exprimer la relation entfeine part, la répons&) qui le plus souvent,
est un paramétre de performance de la méthodetigu\et, d’autre part, les facteurs a étudier, (X
Xa, X3...Xp). Le choix du modele (premier ou second dedépendra des objectifs poursuivis, du
nombre de facteurs considérés ainsi que du nongbnévdaux a tester par facteurs.

"

L’équation ci-dessous est un exemple de modeléicagpsur la base d’'une régression linéair

multiple pourp facteursi5]
Y=Bo+X0 B1 X1 +X]_ 3k B X;X +€ ;€ étantlerreur résiduelle.
3.2.3. Optimisation : [5]

L'une des applications des plans d’expeéés correspond au criblage dans un domaine

expérimental fixé, de tous les facteurs potentiediet influents, y compris ceux qui ne semblent ne

jouer qu’'un réle mineur. Les plans expérimentaugrapriés dans ce cas sont des plans factorigls

complets ou fractionnaires a deux niveaux. Lesfastayant une influence réellement significativ

11%

étant identifiés, leur optimisation peut ensuite &nvisagée. Elle consiste en la sélection pami
multiplicité de solutions potentielles, de la maiite solution par rapport & des criteres bien w&fin

3.3 La validation d’'une méthode :
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Dans la pratique courante, apres I'étdpgptinisation, il devient de plus en plus évident e
essentiel de démontrer au moyen de la validatiahyigue gqu’'une méthode optimisée correspon

a l'usage attendu tout en fournissant, par ailledes résultats fiables et exaf&@k.

3.4 Utilisation en routine :

Enfin, lors de l'utilisation en routirde la méthode, il faudra mettre en ceuvre des aiils
contrdle de la qualité. On sait qu'un grand priecipéthodologique du contréle de qualité est |
MSP. Il conduit a I'établissement de cartes derébaiet concerne la fidélité Mais, il existe aussi
une autre technique pour maitriser la justesseansiste, pour le laboratoire, a participer a @ te
d’aptitude aussi appelé essai d’aptitude ou testatapétence. Cette méthode sera évoquée
propos des différentes analyses inter-laboratdués.

lll. Geénéralités sur la validation analytique :
1. Définition de la validation d’'une méthode d’analys :

Selon la norme ISO/IEC 17025 La validation se définit comme la « confirmatioar I'examen
et I'apport de preuves objectives du fait que lessgriptions particulieres en vue de I'utilisation

prévue déterminée sont remplieg4y.

2. Objectif de la validation analytique :
L’objectif de la validation est de :

- donner des garanties quant a I'aptitude de la @déthanalytique a quantifier le plus exactemer
possible chacune des quantités inconnues qubdeal@ire aura a quantifier a I'avenib] [
- s'assurer qu'une meéthode analytique donnée dandes résultats suffisamment fiables €
reproductibles, compte tenu du but de l'analysdadt donc définir correctement a la fois les
conditions dans lesquelles la méthode sera utiiséebut dans lequel elle sera employék.

3. Critéres de la validation analytique:

Les criteres de validation sont ceux couramtmailisés dans les procédures analytiques.
s'agit de la sélectivité, de la justesse, de |&IRil (répétabilité et fidélité intermédiaire) et th
linéarité.[5]

3.1 Sélectivité :

Cette caractéristique est étudiée en prergar En effet, elle permet de vérifier que le signg

mesuré correspond bien a I'analyte recherché.

A cet égard, la sélectivité d’'une méthode désigmesdjuelle mesure cette méthode permet de do

un (des analyte(s) particulier(s) dans un mélammgeptexe sans qu'il y ait d’'interférence avec le$

autres composants présents dans le mél@nge.
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3.2 Linéarité :
La linéarité d’'une méthode d’analyse est g@mciéé de donner des résultats qui sont directement

(a I'intérieur de certaines limites) proportionnalta concentration de la substance analysée aans u
échantillon.[7]
3.3 Justesse :
La justesse correspond au degré de conomedamre la valeur de la méthode obtenue et |la

valeur de référence ou la valeur considérée coméniéaklle par convention. La justesse doit étr

D

vérifiée dans le domaine d’utilisation de la méthadanalyse[7]

3.4 Fidélité :
La fidélité d’'une méthode correspond au defmécord entre les résultats des mesures obtenues
par I'analyse individuelle de plusieurs préleversedtun méme échantillon homogene, prélevés
dans des conditions prescrites. La fidélité peéxvauer a trois niveaux :
Répétabilité
Fidélité intermédiaire
Reproductibilité
La fidélité est généralement exprimée par la vaearécart-type ou le coefficient de variation
d’'un ensemble de mesurgy.
- Répétabilité :
La répétabilité est une expression de laifiélée I'analyse lorsque celle-ci est reprise dass

mémes conditions de reéalisations, apres un cotetvialle de temps. La répétabilité est auss
désignée fidélité intra- analyq&]

Condition de répétabilité condition de mesurage dans un ensemble de camsligjioi comprennent
la méme procédure de mesure, le mémes opérataméne lieu, ainsi que les mesurages répétgs
sur le méme objet ou des objets similaires penala@icourte période de tempsg|
- Fidélité intermédiaire :

La fidélité intermédiaire correspond aux viias survenant dans un méme laboratoire|:
analyses effectuées pendant des jours différgras, des personnes différentes, au moyen
d’appareils difféerents, et§7]

- Reproductibilité :
La reproductibilitéorrespond a la concordance entre laboratoires.
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condition de reproductibilité condition de mesurage dans un ensemble de tnmrf;:jitqui
comprennent des lieux, des opérateurs et des syst@enmesure différents, ainsi que des mesurage
répétés sur le méme objet ou des objets similfBies.
4. Différents Approches de la validation analytique :
Quatre approches statistiques conventionnellissegit pour évaluer les criteres de la validation:
4.1 Approche descriptive :

L’approche descriptive utilise seulement éstimations des parameétres statistiques :
Le biais et la fidélité intermédiaire.
Les valeurs estimées de chaque critere sont éaks@l chaque niveau de concentration
des standards de validation et sont comparéesraiigd d'acceptation fixées a priori.
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Les limites d'acceptation rencontrées dans l'idipharmaceutique pour des méthodeé ae dosages
de principes actifs dans des produits finis sont:
s £2 % pour le biais relatif
s 3% pour le CV,
Cela signifie que si le biais estimé est inclussdantervalle de [[2 %, +2 %], la justesse de la
méthode pour le niveau de concentration étudiaasptée.

Pour le critére de fidélité, si le GMest plus petit que 3%, la fidélité de la méthoderp
le niveau de concentration étudié est accepde

4.2 Approche de différence :

L’'approche de différence est basée sur le dds/pothése. Ce test est composé de deux
hypothéses a savoir I'hypothése nullgdil 'hypothese alternativeH
Le critere de justesse (ou le biais de la méthedegvalué en utilisant un test bilatéral de studen
dont les hypothéses nulles et alternatives som@esci-dessous. Ceci peut étre veérifie en comparan

I'intervalle de confiance a 95 % du biais globdiras a la valeur 0% de biais relatif.
Hypothese nulle :

Ho : biais = 0 ou biais relatif =0 % ou recoument = 100 %
Hypothése alternative

Hi: biais£20 ou biais relati£ 0 % ou recouvremet100 %

Avec :biais = Xi — ut , biais relatif = (Xi:t”t) * 100 etle recouvrement = (%) * 100

Si cet intervalle contient 0 % de biais, la juseede méthode est acceptée. Sinon, elle devrat €
rejetée comme illustré dans la Figure 2.

—

(a) (b)

~ . T™ T

-~
oy +5 %

= E = E @
> _§ 0 2 —% < 0%
@ L s -
O [aa]
[aa]

i =X 59

1 2 3 4 s 1 2 3 4 5

Figure 2: Les régles de décisions de validité des méthodagtaques pour 5 situations
Différentes (1a 5) selon le biais relatif de la htle ; (a) I'approche de différence du biais relati

(b) 'approche d’équivalence du biais relatif aves limites de décision fixées a +5%.
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4.3 Approche d’équivalence :

L'approche d'équivalence differe des préctadepar le fait qu’au lieu de vérifier si le Isiai
relatif estimé ou le C) estimé est inclus dans les limites d'acceptaétha vérifie si la vrai valeur
de ces parameétres est incluse dans leurs limigeseptation respectives, cela pour chaque niveau
de concentration des standards de validationé&tgdiomme le montre la Figure n°2
Cela consistea comparer des intervalles de confiance des paresnétudiés aux limites
d’acceptations.

Pour le critére de justesse, l'intervalle de comtiaa 95 % du biais relatif est calculé pour chaque
niveau de concentration et comparé par exemplédirmites d'acceptation de +2 %.
L'hypothese statistique de ce test est maintenant :

Ho: : Biais relatif< 1 A vs  Hj : biais relatif > A et

Hoz : Biais relatif> A  vs H,: biais relatif <A
OuA(%) est la limite de décision, a savoir la diffesemaximale tolérée pour le biais relatif de la
méthode (par exemple 2%).
Comme illustré par les deux lignes horizontalesésgntant les limites de décision de + 5% au
niveau de la Figure n°2, la regle de décisionangk. Avec cette nouvelle régle, les procédures |4
et 5sont rejetées, alors que la procéduest2maintenant considérée comme valide.

Pour le critére de Fidélité, c'est la limite supére de l'intervalle de confiance a 95% du-CV
qui est comparé par exemple, a la limite de 3%uetlqit étre plus petite que cette valeur maximalg

[9]

4.4  Approche de I'erreur totale ou du profil d’exactitude :

U

A cOté de ces approches classiques, une @ppariginale, basée sur le profil d’exactitude en
utilisant les intervalles de tolérance statistigtiberreur totale de mesure comme outil de détisio
unique a été proposeée. Face a la disponibiliteedalidférentes approches, il est dudevoir de
I'analyste de choisir I'approche la plus appropriée
Toutefois, cette derniére approche, basée sumistieation du profil d’exactitude, est une regle
de décision, a la fois pratique et visuelle. Efipase sur l'intégration des limites de tolérances

dans des limites d’acceptatiorijt

1%

Le profil d'exactitude, construit a partir deteivalles de tolérance permet donc, comme illustr
dans la Figure n° 3, de décider de la capacitéooudiune procédure a fournir des résultats dans

les limites d’acceptation. La zone en grisé noiiintervalle de dosage dans lequel la procédure
est capable de quantifier avec une exactitudawmet un risque fixé par I'analyste.
C'est ainsi que dans ces conditions, si l'arakyst prét a assumer par exemple un risque de 5%,
il pourra au terme de la validation de sa pracédjarantir que 95 fois sur 100 les futures
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mesures fournies par celbeseront comprises dans les limites d'acceptdixées en fonction des
contraintes de son secteur d’activité (ex: 192%usur les matiéres premiéres, 5% sur les

spécialités pharmaceutiques, 15% en bioanadysg@onnement, etc).

Erreur relative (%)

F 3
- =
+ A
— i
___._.—-""I"""-h,____ = »
o —— Concentration
/ \H
—h - e
C 2 C G
L - 4 pl
LQ1I INTERVALLE Los
DE DOSAGE

Figure 3: lllustration du profil d'exactitude comme outil décision.

Comme les vraies valeurs de biais et de fi@élé la procédure sont inconnues, le profil
d’exactitude par niveau de concentration, (G, ...) s’obtient en calculant I'intervalle de trdéce
qui permet d’évaluer la probabilité d’obtenir désultats futurs dans des limites d’acceptation
et ce, a partir des estimations disponibles disb&ide la fidélité de la procédure apres laghas
de validation au niveau de concentration en quesfianoter que les estimations du biais etde

la variance sont des éléments essentiels pourleales intervalles de tolérance, mais la déaisi

n'est pas faite sur la base de ces estimatioh&eet de variancé9]

Page 16 Hasnaa HAIDARA Master CACAGIQ




I COOPER

VI. Incertitude de mesure :
1. Concept d’incertitude :

Le but d’'une mesure analytique est dlaigr une valeur au mesurande, le mesurande dans
le vocabulaire de métrologie étant la grandeurlquecherche a mesurer.
Les aléas de tout processus de mesure nous comdaise estimer » les mesurandes et a leur
attribuer la valeur en laquelle nous avons le pardiance[10]

Si 'on admet cela, alors la définition tdume incertitude seraun Parametre qui caractérise
la dispersion des valeurs qui pourrait raisonnabégrmétre attribuées a la grandeur mesuié4]

2. Les differentes approches de mesure de l'incertitual:

Le laboratoire d’analyse face a la questienalvalidation des méthodes et a I'estimation de
l'incertitude des résultats se trouve face a deiiatons possibles: soit I'approche intra-
laboratoire avec une démarche analytique qui ltmped’évaluer I'incertitude du résultat de
mesure en combinant toutes les sources d'incegtitsmit une approche collective inter-laboratoire},
si la méthode de mesure est aussi pratiquée patreacollegues
2.1. Approche de GUM (Bottom-up)

L’'approche de GUM consiste a lidentificati@t la quantification des sources importantes

d'incertitude.On rappelle que la procédure décrite dans la nd8a dénommée « Guide pour
I'expression de l'incertitude (GUM) » comporte 4@s principales :
-Identification des facteurs d’influence qui omteuaction sur le résultat de I'analyse et prise ¢n
compte de ces facteurs pour la construction de laadathématique.
-Evaluation de l'incertitude des différentes gramded’entrée du modéle a l'aide de méthodes de
type A et de méthodes de type B.
- Application de la loi de propagation de l'incarte pour évaluer I'incertitude sur le résultat en
fonction de l'incertitude de différentes grandedientrée du modele.
- Evaluation d’une incertitude élargid2]

2.2 Approche Inter-laboratoires (Top-Down) :

Dans les approches collectives, on utilise leslt@sud’essais inter-laboratoires. En fait il egist
plusieurs types d’essais inter-laboratoires : gsmis qui contribuent a I'évaluation d’un laboradoi
(essais d'aptitude), et les essais qui serventermdiner les performances d’'une méthosigon la
norme ISO 572513]
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L’approche inter-laboratoire se subdivise aussi edeux approches :

- Approche « performance de la méthode »

Il s’agit d'utiliser les valeurs de fidélité (répilité / reproductibilité) d’'une méthode publiées
I'issue d’'une comparaison inter-laboratoire, oustdes laboratoires mettent en ceuvre la mén
méthode.
Elle est utilisée dans le cas ou des méthodesnsontalisées et qu’elle contient des résultats d’ur|
comparaison inter-laboratoire. Dans ce cas-lagheratoire déterminera l'incertitude de sa méthog
en comparant ses résultats a ceux publiés damsrzen
- Approche « essais d’aptitude »

Cette approche consiste a utiliser les résultatées-comparaisons pour déterminer la performanc
d’'un laboratoire.

Ce dernier doit réaliser une mesure avec un édloandie référence.

Un organisme se charge de toute la logistique gaarla comparaison inter-laboratoire se dérou

dans les mémes conditions pour les différents &boes.[14]

2.3 Approche basée sur les données de la validation :

En considérant la nouvelle stratégie derddation basée sur le profil d’exactitude, le$

données issues de la validation peuvent servir pdestimation de lincertitude de mesure.

L’incertitude dérivée a partir de la variance s#éke pour construire les limites de l'intervalle de

tolérance est calculée comme suit :

; | 1 - [ -1 e
Gy =| 1 +—— G, avee B =] ——— . o ——
! [1&' pnB- MJ Vd +1 G

Le terme & %y est la variance totale estimée ou la fidélité im&diaire, 62 g la variance inter-série

ty 12

=N

ete” w la variance intra-séri@ le nombre de répétitions pie nombre de sérieEeinberg et coll
ont démontré ques % est égal a l'incertitude des mesurés.
3. Démarche de la méthode de GUM :

3.1 Composantes de lincertitude :

* L'incertitude de type A :

On suppose dans ce cas que la grandlest estimée a partir d’'une série statistique.
On notera(xy Xz.... %) un n-échantillon de la grandedt, ou X; représente la valeur de la variable
aléatoire associée aild™ mesure de la grandeXr

Le nombre S?(X) = ﬁ x (3 (xi — x)* est la « meilleure » estimation de la variancX detée

o 2(X).
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L’écart-type expérimental de la moyenng: est utilisé comme estimation de lincertitude de |
moyenne Xnoté incertitude-typd15]
» L'incertitude de type B :

Lorsque 'estimation d’une grandeXine peut étre obtenue a partir des observationséepda
Variance estimée? (xX) ou I'incertitude-typau(x) sont évaluées par un jugement fondé sur des lo
de probabilité supposées a priori.

Des exemples de lois utilisées dans les calcuisettitude ainsi que les incertitudes-types

correspondantes sont présentés si dessous :

Distribution rectangulaire Distribution triangulaire Distribution normale

| ~

Figure 4 : Différentes types de fonctions de distribution

-La Distribution rectangulaire est utilisée quand :

- Un certificat ou autre spécification donne desti@misans spécifier le niveau de confiance (par
exemple 25 ml £ 0.05ml).

- Une estimation est faite sous la forme d’un inthevanaximum (xa) sans connaitre la forme de g

a

distribution. L’incertitude dans ce cas est égali(X) = N
-la Distribution triangulaire est Utilisée quand :

-Les informations disponibles sur x sont moins téag que pour une distribution rectangulaire. De
valeurs proches de X sont plus probables que siéllées prés des bornes.

-Une estimation est établie sous la forme d’unrirstée maximum (xa) décrit a I'aide d’une

distribution symétrique.

L'incertitude dans ce cas est égal a(X) = 2

7= [19]

La Distribution normale :
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A utiliser quand Incertitude
une estimation est faite a partir des observatiépétées d’'un uX)=S5
processus variant de maniére aléatoire

uX) =S5

une incertitude est donnée sous la forme d’'un dgpet S, d’'un écart ) = S

type relatif S/x ou d’'un écart type % CV sans dfgrcia wa)=x (f)
distribution ¥ CV%

u) = ( 100)

C
_ _ i _ _ u(X) = = (pour IC a95%)
une incertitude est donnée sous la forme d'unvatkr de confiance 2

a 95% ou autre (£c) sans spécification sur laidigtion. w(X) = = (pour IC 299.7%)

Tableau 1: différentes cas de la distribution normale

3.2 Spécification du Mesurande :

Dans le contexte de l'estimation de lincedié la « spécification du mesurande exige
d’établir clairement et sans ambiglité ce qui vee @nhesuré et de donner une expressid
quantitative reliant la valeur du mesurande auam@tres dont il dépend.

Dans les mesures analytiques, il est pari@rhent important de distinguer les mesures q
vont produire des résultats indépendants de lagdéthtilisée.

Des résultats qui dépendent de la méthode sontesbusbservés lorsque les mesures so
effectuées par des méthodes conventionngigs.
3.3 Identification des sources d’incertitude :

A cette étape le but principal est d’avoir wigon parfaitement claire de toutes les saiqpé
doivent étre pris en compte.

Afin de constituer la liste requise des sourd@scertitude il est habituellement pratique de
calculer le mesurande a partir des valeurs inteiairéd en établissant le modéle de calcule. Dat
ce modele, tous les parameétres peuvent avoirngegtitude associee a leur valeur. De plus il pe
exister d’autres parametres qui n'apparaissestep@licitement dans I'expression utilisée pou
calculer la valeur du mesurande mais qui ceperaffattent les résultats de la mesure.

Le diagramme des causes et des effets est une fi@gopratique de dresser la liste des sourc
d’incertitude, de montrer leur parenté et d’étabdar influence sur lincertitude du résultat. Il

permet également d’éviter de compter deux foigriémes sources.
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I PROCESSUS DE MESURE mocfssus AVAL

Expression Méthode Matiére Mllleu
des besoins \ \
DEMANDE DE e T 1 s > Résultat EXPLOITATION
MESURE / DU RESULTAT
Moyen Main cl oceuvre

Figure 5: Diagramme d’Ishikawa présentant les sources d'itizate

Une fois la liste des sources d’incertitude titunse, leurs effets sur le résultat peuvent en
principe étre représentés a l'aide d’'un modéle &me mesure dans lequel chaque effet est associé
a un parametre ou variable dans une équation. htému forme alors un modele complet du
processus de mesure qui incorpore tous les factedividuels qui affectent la mesufé]

3.4 Quantification de l'incertitude :

Une fois les sources d’incertitudes idengi§igl’étape suivante consiste a quantifier I'intedte
générée par ces sources .on 'y parvient en :
- Evaluant I'incertitude générée par chaque sourdwitiuelle et en suite en les combinant.

- En déterminant directement la contribution combi@éé&incertitude du résultat a partir de

guelques-unes ou de toutes les sources en utilisamdonnées issues des performances de
méthode]7]
3.5 Incertitude type :

a

-Avant d’étre composeées, toutes les contributiohiméertitudes doivent etre exprimées sous form

(1%

d’incertitude types. C'est-a-dire sous forme édgpss.
-Lorsque la composante de l'incertitude a été @akexpérimentalement a partir de la dispersign
de mesures répétées, elle peut etre exprimeéerfamiesous forme d’un écart type.
Pour ce qui concerne la contribution & l'incertdude mesures uniques. L'incertitude type est
simplement
I'écart-type observé ;pour les résultats soumisalcul de la moyenne on utilise I'ecart type ae |
moyenne|7]
3.6 Incertitude composée :

Apres avoir estimé les composantes individuebles groupées de l'incertitude et les avoi
exprimées sous forme d'incertitudes. Dans |'étapwasite, il faut calculer lincertitude type

composeée .

-Soit M = f(xq,x,,...x;), la relation générale entre l'incertitude type paséeu.(M)de la

grandeur M et l'incertitude des paramétres indépats X ,X; ....x; dont elle dépend sera égale a
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u () = [3 (%) xwxi) 17

3.7 Incertitude élargie :
Le stade final consiste a multiplier I'indgartle type composée par le facteur d’élargisserkent
choisi de maniére a obtenir une incertitude élargie

U=k.u

dans la plus part des cas, il est recommandé deléixvaleur de k a 2 (pour un niveau de confinage
a 95%). Cependant cette valeur de k peut etrefiganfe lorsque l'incertitude composée est fondée
sur des observations statistique dont le nombreddgeés de liberté est assez faible le choix de|k
dépend alors de nombre effectif de degrés de ébert
Lorsque l'incertitude type composée est dominéeupa contribution unique avec des degrés de

liberté inférieurs a 6, il est recommandé que k o a un niveau égal a la valeur bilatérale d'ut

—

test t de student pour le nombre de degré de ditzeysociés a cette contribution et pour le niviEau

confiance requis (95%). [7]
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|. Protocole de validation analytque de la méthode du dosage (Métopimazine
dans une solution injectable

1. Présentation de PrincipeActif sujet de dosage:

Le principe actif de laolutioninjectable est leviétopimazingMPZ) qui est un dérivé des
phénothiazines utilisé dans la prévention nausées durant les traitements en chimiothé. Elle
posséde des propriétés pharmacologiques antiéragtajuneuroleptiqu.

La Métopimazineest une poudre cristalline jaune pale, se colaela lumiere vive, inodore
pratiguement insoluble dans I'e peu soluble dans le chloroforme, tpeu soluble dans I'alcoc
dans le méthanol et dans I'acétone pratiquementubke dans’éther. Son point de fusion est de
186 °C a 190 °C18]

o]
I

(I:H2~—CH2—CH2—N C—NHZ
@CND/ 802 ;
)

Figure 6 représentation en perspective dram de Métopimazine CooHo7 N3 O3 S, »

La formule chimigue 1-[3-[2-(Methylsulfonyl) phenothiazin-10-yl] propylpiperidine-4 carboxamide.

2. Matériels

2.1. Réactifs et solvants

Tous les solvants et réactifs utilisés dans I'asmlgiromatographique sont (grade chromato-
graphique :

» Eau ultra pure MilliQ (bidistillée ;

» Métopimazinesubstance de référer ;
» Acétonitrile (ACN) ;

» Potassiumdihydrogénophosphe ;

» Di-potassiumhydrogenophosphe ; [16]
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2.2 Appareillage :
Les analyses par HPLC ont été réalisées sur umaiographe liquide de marqDéONEX
appareil entierement automatisé et muni des élénseimants :
- Une pompe UltiMate 3000,
-Un injecteur automatique couplé a un passeuthdiéillons a plateau de 200 places,
- Un compartiment pour thermostatisation de la wo&
-Un détecteur a barrette de diodes,
L’ensemble du systeme chromatographique est pip@é un ordinateur muni d’un logiciel

Chromeleon version 6.8.

La qualification de I'appareil HPLC est réaliséaigdes six mois et aprés chaque intervention

technique sur l'apparelll6]

3. Méthodes :
Dans cette partie, on s’intéresse a la préparaes solutions, de la phase mobile ainsi gse |
méthodes utilisées pour mener a bien cette étude.
3.1 Conditions chromatographiques :

- Phase mobile :

La phase mobile est un mélange dégazé de 65%ld@orotampon et 35% d’Acétonitrile. La
solution tampon est préparée par la méthode s@vant

Dans une fiole jaugée de llitre, on pése 2.72 godessium dihydrogénophosphate et 3.48 g de
potassium hydrogenophosphate. On fait dissoudrs Izau purifiée puis on le complete a 1000m
par le méme solvanitl 6]

- Phase stationnaire :

La phase stationnaire eshe Colonnede 15 cm de longueur et de 3.9 mm de diametre inter
remplie d’une suspension de gel de silice octylsipour chromatographie R C8 (5um).

- Température de la colonneAmbiante.
- Débit de la phase mobilel ml miri.

- Longueur d’onde de détection240 nm.
- Volume injecté: 10 ul.[16]

Page 24 Hasnaa HAIDARA Master CACAGIQ

D

di




L

I COOPER

3.2 Préparation des solutions :

Toutes les solutions préparées sont filtrées ke fiapide de 0,45m.

+ La solution & examiner (Forme Reconstituée) :
Dans un tube a essai, on fait vider 5 ampoules gelltion injectable (Soluté), on introduit 2 rel d
cette solution dans une fiole de 100 ml et on cetepdu trait de jaugavec la phase mobile.

«* La Solution du Placebo :

Dans une fiole jaugée de 100 ml, on introduit Zmblacebo, et on compléte trait de jaugavec
la phase mobile

% La solution Témoin (Sa)

Dans une fiole jaugée de 100 ml, on introduit gonantité exactement pesée de 100 mg de
Métopimazine (substance de référence), on ajoutal7fe la phase mobile, on sonifie pendant
min. on compléeteau trait de jaugavec la phase mobile. Puis on fait diluer 1 mtette solution a
5ml et on compléete au volume avec la phase mdhi.

3.3 Conformité du systeme :

L’essai de conformité du systéme est un tfstté afin de s’assurer que la méthode analytiqu

satisfait aux critéres d’acceptation fixés lorslaevalidation de la méthode. Cet essai est réali$

avant de mettre en route la méthode analytiquieest répété régulierement, autant que nécessai
pendant toute la procédure analytique pour vérgier la performance du systéme est satisfaisar
au cours de l'analys¢l19]

On injecte 6 fois 10ul de la solution témoin.

1-Temps de rétention approximatif de la Métopimazivoisin de 4 min
2 — Facteur de symétriel,2
3 - Nombre de plateaux2500
4 - Le CV des airedes 6 injections de la solution de référence doati@férieur a 2.0%.
5- Le CV des temps rétention des 6 injectionsadsolution de référence doit étre inférieur a 1.0%
4. Méthode de validation du dosage de la Métopimazingans une solution injectable
a- Sélectivité :

Il consiste a effectuer des essais sur le blanplaeebo et la forme reconstitué et montre
gu’ils n’interferent pas avec une solution de dtad de Métopimazine dans les mémes conditiol
expérimentaleq17]

Critére d’acceptation :
Absence des pics interférant au temps de rétentimespondant au Métopimazine.
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b-Linéarité et Justesse :
A partir de la solution témoin et la solution Bacebo dopée de Métopimazine, on prépare

séries de 5 concentrations séparées a raison siuigepar jour selon les tableaux ci-dessous :
[7  Principe Actif Seul (PAS) :

Niveau de Volume de la solution (Sa) Volume de dilution Concentration
concentration % (ml) (ml) (mg/ml)
60 3 25 0,12
80 4 25 0,16
100 5 25 0,20
120 6 25 0,24
140 7 25 0,28

Tableau 2:Préparation des essais de Linéarité et de justéRasS).

[7 Forme Reconstituée(FR) :

Niveau de Volume duplacebo | V de la solution (Sa)| Volume de Concentration
concentration en % injectable (ml) (ml) dilution (ml) (mg/ml)
60 0,5 3 25 0,12
80 0,5 4 25 0,16
100 0,5 5 25 0,20
120 0,5 6 25 0,24
140 0,5 7 25 0,28

Tableau 3:Préparation des essais de Linéarité et de justg§$e).

Criteres d’acceptation :

Critéres d’acceptation
L Métopimazine seule/
Etude statistique Métopimazine dans la Forme
reconstituée
Coefficient de détermination Rz > 0,999
Test d’existence des pentes significatives (Tedtidcher) F>4,67
Test de comparaison des ordonnées avec 0 (T&tdent) t<2,16
Test d’homogénéité des variances (Test de Cochran) C<0,68
Test de comparaison des ordonnées a I'origine @&Student) t< 2,056
Test de comparaison des pentes des droites d'ajestgTest de Student) t< 2,056

Tableau 4 :Critéres d’acceptation de la linéarité
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c-Fidélité de dosage du PA:
On Effectue au minimum 3 séries de 6 pes@eta concentration théorique (100%) sur I

S+

forme pharmaceutique reconstituée et ce a raisamedérie par joufl7]

Niveau de Volume de la Volume du Placebo Volume Concentration en
Concentration (%) Solution (Sa) (ml) (ml) (ml) (mg/ml)
100 5 0,5 25 0,20

Tableau 5 :Préparation des essais de Fidélité.

Criteres d’acceptation
- Les variances des différents groupes (test dé@ag doivent étre homogénes au risque de 5%:

(Ccalculéf Cthéoriqua
C theoriquecorrespond a C (0,05 ; 3 ; 5) = 0,7071

-Les coefficients de variation de répétabilité effidélité intermédiaire doivent étre2.0%.
5. Bilan de la validation analytique de la méthode dulosage de Métopimazine

Avant de présenter les résultats de validationadcule d’abord la précision de systeme.

La vérification de la conformité de systeme dfgotuée au débit de chaque analyse , les résultats

de la derniére vérification sont mentionnés dartalbleau ci-dessous:

temps de rétention de L'aire de pic Nombre des plateaux Coefficient de symétrie
Métopimazine de Métopimazine théoriques
Xor cv(%) % cv(%) 6801 1,57
3,808 0,1 0,015 0,1 ’

Tableau 6: Résultats de la vérification de la conformitésystéme lors de l'utilisation de la méthode
chromatographique

Les CV des aires des pics et des temps de rétedgitanMétopimazine des 6 injections sont
respectivement de 0,1.
La précision du systeme de la méthode de dosalgeMétopimazine par HPLC est donc vérifiée
a- Selectivité ;

Avant d’effectuer 'ensemble des critéres) aoprocéde a la vérification de I'absence de toufe
interférence au niveau de I'absorbance due awpexds utilisés comme matrice et la solution du

blanc-réactifs.
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Figure 8 : Chromatogrammes superposés du blanc, pladeb& et FPR

D’apres les chromatogrammes des essais detigiée il n’y a aucune interférence entre le pig
du principe actif seul, les pics du placebo, les pie FPR et le pic de la phase mobile au temps|d
rétention correspondant au Métopimazine, Alors peuat considérer notre méthode comme ure
méthode sélective.
b- Linéarité :

La démarche de l'analyse statistique est dendémontrer statistiquement que la méthode est
linéaire dans lintervalle de concentration chgsur le principe actif seul, et pour la forme
pharmaceutique reconstituée, puis de démontrerlepueeux droites ne sont pas statistiguemeft

différentes.

Page 28 Hasnaa HAIDARA Master CACAGIQ




I CcooFeR

AR

110 ~
100 -
90 -
80 -
70 A
60 -
50 +
40 T . T !

0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Concentration en mg/ml

Surface

y =332,14x + 3,7476
R?=0,9994

Figure 9 : Droite d’étalonnage RAS)

110 ~
100 A
90 A
80 A
70 -
60 -
50 A
40 . T T )

0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Surface

y = 325,85x + 4,7528
R?=0,999

Concentration en mg/ml

Figure 10 :Droite d’étalonnage HA dans FR)

110 ~
100 -

Surface

90 -
80 -

60 -
50 A

40 T T T 1

0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
=@ pas - FPR
—— Linéaire (pas) ——Linéaire (FPR)

Concentration en mg/ml

Figurell: superposition des deux droites d’'étalonnage (RASFR)

Calculs statistiques élémentaires :
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PAS FR
La pente 332,14 | 325,85
L'ordonnée a l'origine 3,75 4,75
Ecart type de la pente 2,29 2,84

Ecart type de I'ordonnée a l'origine| 0,48 0,59
Coefficient de détermination R2 0,999 | 0,999
Ecart type résiduelle Sr 0,50 0,62

Tableau parameétres des deux droites (D1) et (D2)
- Tests de comparaisons :
Ces tests consistent a démontrer que les pentes @tdonnées a I'origine des droites (D1) et (D2
sont statistiquement identiques.

-Comparaison des droites D1 et D2 :

—— e o

Afin d’effectuer une comparaison des pentes, oouballa valeur de student selon la formule surant

t = lai—a;|
/s§1+s§2
t calculs t (95%,26)
Test de student 1.73 2 06

Tableau8 :comparaison des pentes de (D1) et (D2)

Puisque dicus< tincorique  ON conclut que les pentes ne sont pas sighiferaent différentes au
risque de 5%. Donc it'ya pas d'effet de matricedans la méthode de dosage de Métopimazine.

- - i

Afin d’effectuer une comparaison des ordonnéesrigine, on calcule le coefficient de student sdéon

_ |by1=by|

formule suivante t = —=—
/5§1+5§2
tealcule t (95%,26)
Test de student 133 206

Tableau 9 :comparaison des ordonnées a l'origine de (D1) t)(D
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Puisque << theorique, ON coNclut que les ordonnées a l'origine ne sag pignificativement
différentes au risque de 5%. Alayg'il n'ya pas d'effet systématiquedans la méthode de dosage

de Métopimazine.

Afin d’effectuer une comparaison des ordonnée®wgine avec zéro, on calcule les valeurs d

student selon les deux formules suivantes :

ty = b1/sp, ; ta = b2/sp,
Sp t calculé t (5%,13)
PAS 0,476 7,87 2,16
Test student
PFR 0,590 8,05 2,16

Tableau 10: Comparaison des ordonnées a l'origine (b1) &)(lavec zéro

Dans les deux cas, on observe qugcuit > tmeoriqe- AlOrs, les ordonnée a l'origine de la droite
étudiée (B) et (D,) sont significativement différents de zéro auilsda probabilitée 5% .Par

conséquent, la calibration sera effectuée paganeme de 3 point au minimum.

-Tests statistiques :

-Test d’homogénéité des variances:

Le tableau de Cochran présenté ci-dessus montr€gugs < Cineorique (5%,3, 5) donc I'ensemble

Smax )y 32 Ccalcul( C (5% 13 ’5)
PAS 0,482 0,968 0,497 0,684
PFR 0,439 1,148 0,382 0,684

Tableaull :itest de Cochran pour PAS et FR.

des variances du PAS et PFR sont homogénes aulséafb.

-Test de I'existence d’'une pente significative paest F de Fisher (ANOVA):

. F Probabilité
Source de variation SCE ddl CM observée
PA résiduelle 3,28 13 0,25
régression (linéaire) 5295,37 1 5295,37 21019,60 0,0000
totale 5298,64 14 378,47
résiduelle 5,03 13 0,39
FR régression (linéaire) 5096,49 1 5096,49 13176,70 0,0000
totale 5101,52 14 364,39

Tableaul2 Vérification de I'existence d’'une pente signifisatdu Métopimazine par test de Fisher

Page 31

Hasnaa HAIDARA

Master CACAGIQ




I COOPER

Comme la valeur de larobabilité observée est de I'ordre de zéro, daférieur a 5% Alors, nous

pouvons conclure I'existence d’'une pente signifi@apour la droit (D,) et (D).

-L’allure des résidus :

0,8

0.6

0,2 A

0,2

0,4

0,6 -

0,8

Résidus

00
¢

>

*

>

P Surface

Graphique des résidus de PAS

Figure 12: graphique des résidus de PAS

Puisque la distribution des résidus est aléattérenodele linéaire simple sera adopté comm:

modeéle de calibration.

c- Justesse :

Le tableau cdessous présente les valeurs de la concentratraainite, les concentratiol

retrouvée ainsi les regerements pour chaque niveau de concentration @érgsiLe recouvreme

Quantité retrouvée

est calculé par la formule suiva : R= — ,
Quantité introduite

niveau Q introduite Q retrouvée R%
0,12 0,119 9937

1 0,12 0,119 98,75

0,12 0,117 97,%
0,16 0,161 10068
2 0,16 0,162 10137
0,16 0,163 0189
0,20 0,200 10005

3 0,20 0,200 9979
0,20 0,202 10081

0,24 0,240 9981
4 0,24 0,240 10009
0,24 0,241 10028
0,28 0,280 10001

5 0,28 0,279 9982
0,28 0,278 9926

Tableaul3:donnée brutes pour étude de la justesse pour Métopim

-Test d’homogénéité des moyenne
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Ce test est effectué envie de vérifier ’lhomogéndis moyennes des recouvrements pour chag

niveau de concentration

r7 7

Source de variation SCE ddl CM F Probabilité obserée
Entre groupe 12,55 4 3,14

A lintérieur des groupes 3,98 10 0,4 7,892 0.004

totale 16,52 14

Tableaul4 :Etude d’homogénéité des moyennes des moyennesodenement de Métopimazine
Comme la valeur de la probabilité observée 0.4%néstieur a 5%, I'’hypothése d’homogénéité de
moyennes est rejetée au risque de 5% de se tremper.

L’absence d’homogénéité est causéee par I'existediwge point aberrent. Pour cette raison, il s’es

avéré nécessaire de détecter ce point a l'aide ttagé de la boite a moustache présentée ¢

dessous :

Boxplot of C1

102

101 4

1004

ci

99 ‘

98

*

2F9 {Outlier symbol, Row 3: C1 = 97,30—————
Figure 13 : Boite a moustaches des valeurs de recouvremeitys (R

D’aprés le tracé de la figure n° 12, il apparaitdémt que I'absence de I'homogénéité de |
distribution des valeurs de recouvrement est capaéda valeur 97.3 % qui Se situe au niveau ¢
la concentration 60%.

Pour cette raison, I'estimation de l'intervalle@mfiance se fait en deux parties.

-Estimation du recouvrement moyen et de son interdke de confiance pour Métopimazine :

N R% Sk t (5%,11) IRM
min max
12 100,32 0,74 2,201
99,85 100,79
R% Sr t (5%,2) IRM
3 98,48 1,06 4,303 min max
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95,83 101,12

Tableau 15 :Estimation du recouvrement moyen et de son inflerda confiance de Métopimazine

Puisque la valeur 100% est incluse dans les detexvadles de recouvrement calculés, donc |

méthode peut étre considérée comjuste.

d- Eidélité :
La répétabilité (fidélité intra-jour) et la &tité intermédiaire (Fidélité inter-jour) sont obg&es a
une concentration de 0,2 mg/ml (niveau 100%).

Le tableau suivant résume I'ensemble des résutassais de la fidélité.

Séries Concentration| Concentration R %
introduite retrouvée
0,2 0,202 100,88
0,2 0,202 101,03
1 0,2 0,198 98,90
0,2 0,198 99,14
0,2 0,198 98,89
0,2 0,202 101,15
0,2 0,199 99,53
0,2 0,200 100,10
2 0,2 0,198 99,20
0,2 0,200 100,11
0,2 0,202 101,09
0,2 0,202 100,75
0,2 0,202 100,80
0,2 0,202 100,94
3 0,2 0,202 101,03
0,2 0,202 101,14
0,2 0,202 101,00
0,2 0,202 100,95

Tableaul6 :Données utilisés pour évaluer la fidélité de lamoée analyse de Métopimazine.

-Vérification de I'hnomogénéité des moyennes des iaux (test de GRUBBS)
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Ce test permet de rechercher les moyennes etalesirs suspectes afin de s’assurer de le

homogénéité au seuil de probabilité de 5%.

Test des moyennes Galcule G (5%,3)
MAX [y i moy] 100,98 072 1 15
MIN [y i moy] 100,00 0.43 ’
Test de Grubbs Test des valeurs suspectes Gacalculé
Série incriminée : 3 G (5%, 6)
MAX [y ] 101,14 1,44 189
MIN [y ] 100,8 1,58 ’

Tableaul7Moyens aberrants des données de fidélité poupM#gtazine par test de GRUBBS

Les valeurs Gtrouvées sont inférieures a la valeur lue sur idet&RUBBS, alors les moyennes
testées sont considérées comme correctes au sqaribblabilité de 5%.
Les valeurs Gtrouvées sont inférieures a la valeur sur la tdBl&&RUBBS avec un risque de 5%
alors les résultats de deux séries incriminéestsambgenes.
Apres avoir montré : - l'absence deyemmes aberrantes.

- homogéédles variances.

On calculdes coefficients de variation de répétabilité efidigité intermédiaire.

-Estimation de la répétabilité et la Fidélité intemédiaire :

-Répétabilité :

Sr t (95%, 15) Seuil de répétabilité (r) CV,
répétabilité 0.0015 2,131 0,0047 0,77

Tableau 18alcul du coefficient de répétabilité pour Métopiime

On remarque que le coefficient de variation detapilité est de I'ordre de 0,77% qui est inférieu
a 2%, ce qui montre que la méthode est répétable.

-Fidélité intermédiaire :

n Sy S S CVr
Fidélité 6 0,003 0,0008 0,0018
intermédiaire t (95%,15) Seuil de fidélité intermédiaire 0,88
2,131 0,0053

Tableaul9 :Calcul du coefficient de fidélité intermédiaire pddétopimazine
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Nous observons bien que le coefficient de variatlerfidélité intermédiaire est égal a 0.88 il es

inférieur a 2%, ce qui montre aussi que la métresddidele.

6- Conclusion :

Les résultats d’évaluation des criteres de valitatiouvés montrent que la dite méthode est

linéaire, juste et fidéle dans l'intervalle de centration [0,12 ; 0,28] mg/ml.
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lI. Calcul de I'incertitude de la teneur en Métopimazine selon la méthode de
GUM :

Afin que les résultats fournis soient valaldeminterprétés et donc utilisés a bon escieffauil
gu’ils soient fiables c’est-a-dire que leur incerdie soit connue. De plus. En absence de
I'incertitude de mesure, la déclaration d’'un résulinalytique ne peut étre considérée compléte
.C’est pourquoi, la norme ISO 17025 impose depQ&12aux laboratoires d’essai et notamment ja

tous les prestataires de services dans le domairia santé humaine d’appliquer des procédurs

14
(7]

pour I'estimation de lincertitude de mesure poeurk résultats d’'essais et de mesure et le gas
échéant, de rapporter cette incertitUé¢ .
1. Spécification du Mesurande :

L’objectif de la premiere étape est de dédarprocédure de mesure .cette description congistg

U

établir une liste des étapes de la mesure et dedame formulation mathématique du mesurande et
des paramétres dont il dépend.
Procédure :

Le calcul de la teneur (%) en Métopimazine p@ssdes etapes suivantes :

Pesage de 100 mg de ) _
principe actif [ Figure 14:L’organigramme d’'une analyse par HPLC ]
l Prélévement de 2 ml de

la solution injectable

Dilution dans 100 n (Une ampoule

Dilution de $ ml de cette l

solution & 25 ml Dilution dans 100 n

'

Filtration A
Injectionde 10 p

v
Injection de 10 |
¢ A

Ch t hie et
Chromatographie et romatographie

L . intégration
Intégration \ |

Calcul de la concentration de la solutign
injectable par prédiction inverse

A

Calcul de la teneur (%) en Métopimazine
dans la solution injectable
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Le mesurande est la teneur de Métopimazine exprenéfo) dans une ampoule de la solutio
injectable, il dépend de la masse du principd,ai®i sa pureté, de la réponse analytique, airesi g

la surface de la solution & examiner et le voldmeilution de ces deux solutions :

To) = (3) % (5) x (7o) % (565)  (eze) x 100

l . . p . . . L i , T
Ae : Aire du pic de Métopimazine dans la solutiorxareiner corrigé par I'ordonnée a l'origide — a,.

A't : Aire du pic de la Métopimazine dans la solutiémoin corrigé par I'ordonnée a l'originkg — a,.
P; : Prise témoin en mg.

P, : Prise d’essai en ml.

fd; : Facteur de dilution de témoin en "l

fd, : Facteur de dilution de la solution & examinerreit

P : Pureté de la Métopimazine de référence en %.
a,: L’ordonnée a I'origine de I'équation de la coudiétalonnage.

Vm . . P . .
Dose - Rapport entre le volume moyenne de la solutigttable et la quantité en Métopimazine quickiirespond.

Ce rapport vaut 1ml/10 mg.
1 p

1
Avec: d, = —*— . d. =—
fd. vty Vi, ’ fde v,

Alors : T(%) = (‘:—:,z) X (VP—;) X (VV—Z) X (Z—Z) X (%) X (D‘Z’:e) x 100

Vt; : Volume de dilution de la solution mére de témoin

Vp : Volume prélevé de la solution mére de témoin.
Vt, : Volume de dilution de volume prélevé de la soltinére.

V., : Volume de la solution & examiner.
2. ldentification et analyses des sources de l'incettide :
L’objectif de cette seconde étape est de drdadiste de toutes les sources d’incertitudaes po

chacun des parametres qui affectent la valeur diuraede.

A ce stade, I'objectif serait donc d’établin diagramme d’Ishikawa reprenant toutes les sources

possibles d’'incertitude.
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A

Aire de pic de la Concentration Dilution de la solution a Concentration de la
solution a examiner prédite Examiner solution Témoi Masse ]
<« Poids l
.y Pipette , B>
Répétabilité = Purete :
— Concentration de
Volume vy < la solution mére
Répétabilité e T T
GEllEE . ' Fiole Jaugé e m—
d’étalonnage Fiole Jaugé —
—— Dilution y >
Précision de I'appareil .
Pipette
Résultats
d’incertitude
de mesure
Précision de I'appareil Etalonnage l Etalonnage ]
Répétabilité ——» Linéarité¢ —» < Linéarité

< Sensibilite
v <—— Précision
T Masse global l
T Répétabilité
Répétabilité
Volume Masse de P Injection

Figurel5 : Diagramme d’Ishikawa présentant les causes et Iffste y compris les sources
d’incertitude pour la procédure d’analvse en HPL

Etalonnage Sensibilite |

Répétabilité

Température ——»- Masse tarée

Aire de pic de la
solution témoin
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A

Pureté

I’échantillon

Répétabilité Concentration prédit Dilution de la solution & Examir Concentratio de la solution Témo
Masse
Pipette —
Inlectlon <« Poids }
Volume de ] .

Concentration de

_’l

v

Masst¢
A 4 0 =
Concentration prédit Courbe Fiole Jauge o Jauge T la solution mere
d etalonnage

Aire de pic de Ia Volume

solution témoin Dilution - T
Aire de pic de la Pipette
solution & examiner Résultats

d’incertitude
Etalonnage
Précision Lingarité
Température m————
P s 5 .I .|. Ve |
Etalonnage —
Masse tarée

de mesure
Aire de pic de la solution Volume Masse de P
a examiner et témoin

Etalonnage
| Linéarité
Sensibilité

Masse globali ]

Figure 16: Diagramme d’Ishikawa présentant les causes et Iffete y compris les sources d’incertitude pour leopédure
d’analyse en HPLC (Répétabilité combinées)
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NB : Si la pesée est effectuée a la méme échelle etirsdaible intervalle de poids alors la
contribution de la sensibilité peut étre négligee.
- Pureté :

La pureté de principe actif est notée danddssier interne de I'analyse de la matiere premi
(Métopimazine) comme étant égale a 99.99 + 0.01 %.
La pureté est par conséquent égale a 0.9999 +1.000
- Masse m:

La seconde étape de la préparation supposesge [pe principe actif afin de préparer la solutio
témoin.
La masse utile de principe actif est déterminéauparpesée tarée, donnant =rh00 mg.
La documentation du fabricant identifie trois sasrd’incertitude pour la pesée tarée :
la répétabilité ; la lecture (résolution numeérigde)l’échelle de la balance et la contribution due
I'incertitude sur la fonction d’étalonnage de I'étle cette fonction d’étalonnage a deux sources
potentielles d’incertitude, identifiées comme étardensibilité de la balance et sa linéarité.
- Volume V_:

Le volume de la solution contenue dans la fepetla fiole volumétrique est soumis a trois
sources majeures d’incertitude :
-I'incertitude sur le volume interne certifié defiale et de la pipette.
-variation dans le remplissage de la fiole et {#efie jusqu’a la marque.
-la température de la fiole et la pipette etalsdlution sont différentes de la température a
laquelle le volume de la fiole et de la pipette é@é étalonné.

- Aire des pics de la solution d’essai et témoin :
Aire du pic(4;) corrigé par 'ordonnée a 'origine peut étre erpée selon la formule suivante :

A= A; —a,

Puisque @est unes constante, alors I'incertitude d’airgpmu(4;) corrigé par I'ordonnée a

I'origine est égale a u(4;) = Ju(4;)?

u(4;) = sp; sp: C'est I'écart-type de la moyenne de la précisiersgsteme calculé en repétant six
fois I'injection de PA

Donc : u(4;) =s,

- Concentration prédite :

Avant de calculer le taux en Métopimazine, lacamration de ce dernier est prédite en exploita
I'équation de la courbe d’étalonnage : A; =ay + a;.¢,
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(At_aO) Sres 1 1 (CX_E)Z
C, = L) Dou(Cy) =s=mx Aplp
X aq ’ ( x) aq p + n + SCE,

a, : Pente de la courbe d’'étalonnage

p: Nombre de mesure pour détermir&r

n: Nombre de mesure nécessaire a I'étalonnage
C, : Concentration prédite

C : Valeur moyenne de la concentration de différétagons pour étalonnage
ay: Ordonnée a l'origine de la courbe d’étalonnage

SCE,: Somme de carrés des écarts de la variable coatientr
3. Quantification des composantes de l'incertitude :

Dans I'étape 3, il faut quantifier I'incertitudie chaque source identifiée dans I'étape 2 etitensu
la convertir en une incertitude type.
-Pureté :

La pureté de Métopimazine est donnée sur Isielod’analyse de la matiere premiere de la
Métopimazine comme étant égale a 0.9999 + 0.000& 2amesure ou on ne dispose pas

d’informations supplémentaires sur la valeur deckirtitude, on suppose que la distribution est

rectangulaire. Pour obtenir I'incertitude typg il faut diviser la valeur de 0.0001 paf3 .

_0.0001
Up =~ 53

= 0.000058

-Masse :

L'incertitude associée a la masse de princgbié est estimée , a I'aide des données tirées du
certificat d’étalonnage comme étant égale a 0.0Zetig estimation prend en compte les trois
contributions identifiées précedemment .

-La concentration prédite :

L’analyse de la solution injectable par la noglih sujette de la validation est effectuée six fois
La concentration moyenn® prédite en utilisant la courbe d’étalonnage est 0,2000

L’incertitude de cette concentratiariC, ) est calculée par la formule suivante :

u(Cy) =

u(c,) = 0.0007 mg/ml

0.502 1 1 (0.2005-0.2)2
332.145 6 15 0.048

-Volume :

Le volume a trois influences majeures : étalonnegmetabiliteé et effets de la température.

« Etalonnage :
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Le fabricant indique :

- pour la fiole un volume 100 ml £ 0,2ml mesungng température de 20°C.

- pour la fiole un volume 25 ml + 0,04 ml mesarégne température de 20°C.

-pour la pipette jaugée un volume 5 ml + 0.015mésuré a une température de 20°C.

-pour la pipette jaugée un volume 2 ml + 0.0lmésuré a une température de 20°C.

La valeur de I'incertitude est donnée sans infdimnasur le niveau de confiance ni sur la
distribution, aussi une supposition s’avere nédesdai, on calcul I'incertitude des pipettes defs

fioles en supposant que la distribution est reqpiéare :

u(Vigo) = (55) = 0.057ml ;  u(Vas) = (55) = 0.023 ml;
0.015 0.01
u(Vy) = (2525) = 0.009ml ;  u(V) = (2%) = 0.006 ml

* La répétabilité :

Toutes les expériences comprennent toujouts mains la répétabilité du volume et la

répétabilité de l'opération de pesée .par consdqileest raisonnable de combiner toutes le

UJ

contribution pour 'ensemble de I'expérience @ititiser les valeurs tirées de la validation de Ig

—

méthode pour quantifier sa dimension .

« Température :

D’apres le fabricant , la fiole et la pietont été étalonnée a une température de 20R(Cs, a
que la température du laboratoire varie entrditedes de +4°C. L’incertitude résultant de cetl
effet peut etre calculé a partir de I'estimatenl’chtervalle des températures et le coefficietd
dilatation du volume. La dilatation du volume dguiide est nettement plus importante que celle de

la fiole et la pipette. Aussi faut-il seulemenbnsidérer la premiére. Le coefficient de dilatatiof

—

d’un volume d’eau est de 2:410* °C ce qui conduit & une variation du volume. Lesriules
suivantes présentent l'incertitude due a la vanate la température de la fiole de 100ml, fiole de
25ml, pipette de 5ml et de pipette de 2ml respentent :

(100 x 4 x 2,1 x 10™%) = 0.084 ml

(25 x4 x2,1%x10"% =0.021ml

(5%x4x%x21x10™%) =0.0042ml

(2%x4x%x21x10"%) =0.0017 ml
On calcule I'incertitude-type en supposant quéiséribution pour la variation de température est

rectangulaire c'est-a-dire:

0.084 _ . 0021 _ . 0.0042 _ . 0.0017
Y 0.048 ; = 0.012 ; N 0.0024 N

= 0.0009
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Les trois contributions sont cmbinées pour donivesdrtitude type u(V) de volume V de chaque

instrument de mesure

u(Vt1)=y0.0572 + 0.048% = 0.0745 ml
w(Vt2) =+/0.023 2 + 0.012% = 0.0259 ml
u(Vp) = v0.009% + 0.0024 2 = 0.0093 ml
u(Pe) = 1/0.006% + 0.00092 = 0.0061 ml

u(Ve) = v0.0572 + 0.048% = 0.0745 ml
-Aire des pics de la solution d’essai et témoin

D’apreés les résultats de vérification de la comité de systéeme de I'appareil HPLC, I'écart-type
de la moyenne de la variation des aires ast= 0.015
L’incertitude de I'effet de la précision de I'appdrest :
u(4,) = u(4,) =s, = 0,015

Symbole  Description Valeur | Incertitude Incer.titude type
X type u(X) | relative u(X)/X
6, Répétabilité 1 0,0015 0,0015
Co Concentration prédite par étalonnage 0,2000 0,0007 0,0035
Ae Aire du pic de Métopimazine dans la solution ansixer. 66,19 0,015 0,000227
At Aire du pic de la Métopimazine dans la solutiondém 66,58 0,015 0,000225
Pt Prise témoin en mg 100 0,02 0,0002
Vt1l | volume de la solution mére de témoin en mi 100 0,0745 0,0007
Vt2 |volume de dilution de volume prélevé de la solutigme en ml o5 0,0259 0,0010
Vp |volume préleve de la solution mere de témoin en ml 5 0,0093 0,0018
Ve |volume de la solution & examiner en ml 100 0,0745 0,0007
Pe |Prise d'essai en ml 2 0,0061 0,0030
P Pureté de la Métopimazine en %. 0,9999 0,000058 0,00006

Tableau 20tableau récapitulatif des valeurs et d’'incerties de chaque composante de la formule de lateneu

4. Calcul de l'incertitude composé :

Aprés avoir calculer I'incertitude type assagiéhaque composante de la formule de la teneur(?

en passe au calcule de l'incertitude type composé
T% est donnée par :

T = (3) % () x (7)< () % (555)  (5ezz) 100
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I'estimation de la répétabilité est traitée commeetfet relatif ; I'égaution complete de modéld es

par conséquent :

3 ) )< (7)< ()« (35) * ()
0 = — - P -
T(%) <A’t>x<Vt1)x<Vt2 *\2.) *\100) * \Dose) > & x 100

A l'aide des valeurs regroupées dans le table&2Dria valeur de la teneur en % égal a :
T(%¥F 99.41%

Les incertitudes associées a chaque composante@opbsées selon :
D~ (sl (s (0 () () (s (0 (0 (D (s ()

T (A (s (0 () (e (O (e (0 (] (s ()

6rep

A l'aide des valeurs regroupées dans le table&2Dria valeur de la teneur (%) en Métopimazine
égale a: u(T)= 0.55 %

Pe
Ve
Vp
Vt2
vtl
Pt
At
Ae
co
or

0 0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025 0,003 0,0035 0,004

Figut€ : contributions a I'incertitude dans le dosage déMétopimazine

D’apres la figure n°17, il apparait claire que ¢tatibution de I'effet de I'étalonnage pour calaule
la concentration prédite et I'effet de la prisegbai est importante dans le calcule de I'incelitu
globale.
5. Calcul de l'incertitude élargie et présentatia du résultat :

L'incertitude élargid/(T) est calculée en multipliant I'incertitude type quusée par un facteur

d’élargissement égale a 2 qui correspond a un anideaonfiance * 95%, alors :
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UT)=2xu; Dou U(T)=110%

Alors, la valeur de l'incertitude calculée se treumcluse dans la limite d’acceptation + 5%
spécifique pour les produits pharmaceutiques.

Finalement, le résultat en (%) de dosage de lapmaazine dans une solution injectable par la
méthode chromatographique est:

T(%)= (99,41 +1,10) %
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Conclusion générale :

La validation des méthodes d’analyse de doskgsubstances médicamenteuses est, en effet,
plus ou moins explicitement imposée dans les diffigs pharmacopées, elle figure parmi les
mesures universellement reconnues, comme faisaessgirement partie d’'un systeme exhaustif
d’assurance qualité. A cet effet, une méthode chtographique de dosage deMg&topimazine
dans une forme pharmaceutique a été sujette ddithatron analytique en respectant les normes et
les contextes réglementaires a savoir ICH et ldejime SFSTP 1992.

Les résultats de la validation obtenus mantogie les différents critéres de validation ot ét
évalués en appliquant le modéle de régressionilaméanple. Par conséquence la dite méthode st
trouvée juste, linéaire et fidéle dans l'intervalke concentration étudié [0,12 ; 0,28].

Dans le méme contexte, nous avons calcuiédititude de la dite méthode associée a la teneur
en Métopimazine et ceci en appliquant I'appeodie GUM. La valeur de I'incertitude calculée
se trouve incluse dans la limite d’acceptation *. 2@ qui nous permet de déclarer que cetle

méthode peut étre utilisée dans le contréle datguig routine.
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Annexe :

Chromatogrammes de Dosage de la Métopimazine daressolution injectable
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