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Résume

Les médicaments représentent un enjeu a la fois régnentaire, économique et de santée
publique, leur qualité est donc plus que pour toutiutre bien de consommation-impérative

Afin de garantir cette qualité, le recours a la vablation analytique, étape ultime de tout cycle
de vie d’'une méthode d’analyse, et garant universele la fiabilité des résultats est nécessaire,
d’autant plus gu’a la base de ces derniers des démns critiques, mettant en jeu la santé
publique, sont prises.

La validation analytique est donc d’'une importancancontestable au sein d’'un laboratoire
pharmaceutique. Elle repose sur un certain nombre & critére et requiert une certaine
méthodologie afin de prouver que la méthode anahdue en question convient pour l'usage
auquel elle est destinée. Ce rapport passera dong evue tous ces criteres tout en illustrant
ce concept par exemple pratique.

Mots clés: Médicament, Qualité, Méthode analytiqueyalidation analytique

INTRODUCTION
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La question qui se pose : existe —t-il un bien piéxieux que la santé ? La réponse a cette qoestio
gue I'on a depuis toujours posée est a I'évidergmtive. La santé est un bien supérieur, et un droi
inaliénable pour tout un chacun, que I'on se deipteserver. Cette préservation ne serait possible
gue par le biais de soins efficaces et exemptsadgeals, en d’autres termes, des soins de qualité.

La qualité des soins dépend de la qualité des méuaiots. Pour assurer cette derniéere, toute
entreprise pharmaceutique doit mettre une politdpienanagement de la qualité.

Dans le cadre de cette politique et afin de mattiis qualité , I'entreprise pharmaceutique doit
concevoir et mettre en application un systeme diasge qualité , point cardinal de la pratique de
la pharmacie dont le principal objectif est laSaittion des exigences de Qualité-Sécurite-
Efficacité du médicament dans I'intérét da la sgmtélique ainsi que dans le but de I'octroi de
I’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM).

Pour pouvoir contréler la qualité des médicamgmgadant les différentes étapes de fabrication,
l'utilisation de méthodes analytiques, s’avere séa@e. Ainsi, la fiabilité des résultats issucee

meéthodes d’analyse, qui doivent entre autre étr@ceard avec les besoins des utilisateurs, est

fondamentale voire impérative, d’ou I'importancelaealidation des méthodes analytiques.

En effet cet élément capital du cycle de vie dmpbrte quelle méthode analytique permet de
garantir la crédibilité et donne la confiance aut t@sultat fournit lors des analyses. De plus , la
validation des méthodes d’analyses est une exigéggg®onnes pratique de fabrication (B.P.F.)
ainsi qu’un impératif en vue de la conformité alescréglementations et législations aussi bien
nationales qu’internationales .

La validation analytique est donc indispensablke gelstion de cet équilibre difficile crée par leunj
a la fois réglementaire, économique et de santbquébque représente les médicaments.

C’est dans ce contexte que se situe ce projetage ste fin d’étude intitulé « la validation
analytique et I'enjeu qualité dans le domaine plzeentique»
Le présent rapport se décline en deux grands axes :

e Dans un premier temps, une revue de littératuréaposur I'industrie pharmaceutique et

I'enjeu qualité, ainsi que la validation analyticgexa présentée.
« Dans un deuxiéme temps, une partie expérimentale ldguelle une description détaillée de
ma mission de stage, ainsi que des résultats abtera exposée.

La mission de stage en question consiste a mettpéaee un protocole de validation analytique de
la technique de dissolution de la Paroxétine atilida spectrophotométrie
UV-Visible.
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|-Présentation de I'entreprise d’accueil:

ZENITH Pharma est le premier laboratoire pharmageatdans toute la région du sud, crée en 2002,
cette jeune firme innovante et audacieuse a comgnesrame une entreprise commerciale (importation
des médicaments dans le but de les revendre)'@msg009 ou elle a démarré ses activités techsique
(production des médicaments) tout en continuanastgté d’'importation, avec un effectif actuel

d’environ 180 personnes.

Groupe ZENITH
pharma

Grossissteries
(SOREMED, GPM)

Laboratoire Zenith
pharma

stdndamdstinternationaux grace
le domain

atQIfEPAIAG IR S EOD
drtenariats avedatbesgtolf

FaBERHISS
la conclusi DI
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Gilbert

Merck MF
Olivital
OmegaPharma
Technimede.
Vifor

GSK
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[I-Activités :
ZENITH Pharma fabrique des produits pharmaceatous licence de plusieurs laboratoires et
importe d’autres sous la forme fini ou semi-cormuatitiés.
Ce laboratoire s’adonne a quatre domaines digetNférents :

X La pharmacie

o La parapharmacie
X La cosmétique

X La diététique

A ce jour, elle a mis sur le marché plus de 20@pits entre produits importés et produits
fabriqués.

Les objectifs du laboratoire ZENITH Pharma s’arécau tour de trois axes :
* Répondre aux attentes des médecins prescriptagghéirmaciens  dispensateurs et

des patients bénéficiaires.
* Permettre I'acces aux médicaments par les citoyens.
» Favoriser I'épanouissement, la créativité et I'exgsion des hommes et des femmes

qui composent I'entreprise.

I1I-Fiche signalétique de ZENITH pharma :

Tableau 1:fiche signalétique de la société ZENITtaina

Siege social Usine 96, Zone Industrielle Tassila, Inzegane
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Direction générale et marketing

Les Alizés, la colline 2n° 33, sidi maarouf 202

70

CASABLANCA

Forme juridique

Société Anonyme S.A

Capital

12 000 000, 00 DHS

Dénomination sociale

ZENITH Pharma

Activité

Fabrication et importation des produits

pharmaceutiques

Nombres d’employés 180
Identification fiscale 6949982
Patente 49706788
Tél 05288383 74
Fax 05288379 25
Site web www.Zenithpharma.ma
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LI h—dl qul II\4I Al A>3 MO LI NT 1T 1T 11 LIL}
Président
Directeur Général
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Figure 1: Organigramme de ZENITH Pharma

V-Présentation du laboratoire de contrdle :

Le laboratoire de contréle a pour but de contri@ejualité des produits fabriqués suivant
les recommandations des bonnes pratiques de fabn¢BPF),des bonnes pratiques de
laboratoires (BPL) et des procédures organisatitemafin d’assurer la conformité (aux norme
européennes) et la qualité des matieres premigeesarticles de conditionnement réceptionnées et
des produit fabriqués.

Au laboratoire de ZENITH Pharma, le contrdle dgualité est effectué selon les
techniques établies par le commettant, c'est-aleligeoupe Tecnimede, mais également selon les
normes de I&harmacopée EuropéenneTheUnited States Pharmacopei@SP) et theBrithish
Pharmacopeia (BP).

Le laboratoire de contréle a un rdle majeur et pritral dans I'obtention de ’TAMM
précisément dans la phase de validation (validatilytique et validation du procédé de
fabrication), de plus il travaille conjointementa le service qualité de I'entreprise.

1-Création d’une

nouvelle fiche de . B-Autorisation de
fabrication Libération de la mise en stock
production par le ;
\ ol |
2-Modification des Drinalisation

fiches de fabrication . h de la ~.
validées ) \ Production
K._. 3-Appr0bation des

---------- fiches de fabrication e
Sciencgs et Techniques - Fés
2 — Rolte d’'Imouzzer — FES
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4—Producti0n |

Figure 3 : Le r6le du laboratoire de contrdle quéldans la fa nt

Le contrdle et assurance qualité dans I'industrie parmaceutique
I-Quelques notions sur le systéme qualité des pradphiarmaceutique

Aujourd’hui le mot ‘médicament’ admet une définitianique. Selon l'article 1 de la loi N° 17-04 -
{on entend par médicament toute substance ou catiggoprésentée comme possédant des
propriétés curatives ou préventives a I'égard daladies humaines ou animales , ainsi que tout
produit pouvant étre administré a I’hnomme ou aittaad , en vue d’établir un diagnostic meédical ou
de restaurer , corriger ou modifier leurs fonctionganiques }.

Les médicaments associent principe actif (substpassédant des propriétés pharmacologiques a
la base de I'effet thérapeutique) et excipient ggupa la matiére active sans action
pharmacologique, nécessaires a la fabricationpliastration ou la conservation des
médicaments).

Selon I'organisme Mondiale de la santé (OMS), lediement de la stratégie thérapeutique est la
qualité, la sécurité et I'efficacité des médicamsesdt un principe cardinal dans la pratique de la
pharmacie .Un des éléments clés de I'assurancéeajues Bonnes Pratiques de Fabrication, qui
comprennent entre autres, le contréle Qualité.

De plus, le domaine de la qualité foisonne d’owtlsle méthodes et parmi les mesures pratiques de
'assurance qualité du médicament, la qualificagbta validation.

1-Notion d’assurance et contrdle qualité du produipharmaceutique :
1.1-La qualité :

La qualité des médicaments est évidemmerda gus haute importance du point de vue de la
santé publique. Lorsqu’on crée un médicament nayvktaut commencer par en établir la qualité
(les études toxicologiques et cliniques n'auragrun sens si le produit ne présentait pas une
gualité adéquate et uniforme et si I'on n’avait [gagarantie que celle-ci ne pourrait éventuelleimen
varier que d’'un lot a I'autre et dans le temps rdaiss des limites bien précises). Par ailleurs, le
contr6le de la qualité d’'un médicament constitugriamier indicateur, relativement facile a établir,
gue les caractéristiques du produit peuvent awalu@ de maniére a en avoir peut-étre altéré aussi
l'innocuité et I'efficacité.

Le Comité OMS d’experts des spécificationstreds aux préparations pharmaceutiques a défini
la “qualité” comme suit:
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Il dépend de deux groupes de deux facteursnguédicament convienne a I'usage auquel on le
destine:

a) son efficacité et son innocuité 1 celle-ci kiamt celle-la | qui doivent correspondre aux
indications de I'étiquette de la campagne de lamrgrau de la publicité;

b) sa conformité aux spécifications: identitéj\aigt, pureté et autres caractéristiques.

1.2 —Notion de I'assurance qualité :

L’assurance de la qualité est une vaste notissgp’elle couvre tous les éléments qui,
individuellement ou collectivement, influencengaalité d’un produit. Elle concerne I'ensemble
des dispositions prises pour garantir que la qudkis produits pharmaceutiques correspond a
'usage auquel ils sont destinés. Il s’agit d’'ustéye d’organisation et de surveillance du
processus tout entier, depuis I'acquisition d’unlessance pharmaceutique jusqu’a sa
transformation en un produit fini mis a la dispositdu consommateur. Son but est d’assurer a
'usager un produit qui satisfait a 'ensemble dpécifications et des normes établies tout au long
de sa durée de conservation et a toutes les éagd&gpprovisionnement, et qui est sans danger,
efficace et de bonne qualité.

1-3-Les bonnes Pratiques de la fabrication (BPF)

Les bonnes Pratiques de la Fabrication desaagdints constituent un des éléments de
'assurance de la qualité qui garantit que le pitsdeont fabriqués et contrdlés de fagon
Selon les normes de qualité adaptées a leur eny@l®iBPF s’articulent autour des [5M]
(Matériels, Méthodes, Main-d’ceuvre, Matiere, Milieu

Le but des bonnes pratiques de fabricationeségir la fabrication des produits
pharmaceutiques, mais certains de leurs élémeunteptétre appliqués par les distributeurs et les
grossistes. Elles sont donc a la base des inspsdaitectuées par 'organe de réglementation
pharmaceutique.

1.4-Champ d’application des systemes d’assurance tequalité des produits
pharmaceutiques :

lls doivent couvrir la conception et le dévelepgent des médicaments, ’'homologation,
I'acquisition des matieres premieres, I'importatairia fabrication industrielle des produits
pharmaceutiques, leur préparation dans les phagsatioutes les formes de distribution, y
compris la vente de gros et de détail.

1.5-Notion de contréle qualité :
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Le contrdle de la qualité fait partie des bempratiques de fabrication ; il concerne
I'échantillonnage , les spécifications, le contro&nsi que les procédures d’organisation de
documentation et de libération qui garantissentlgsi@nalyses nécessaires et appropriées ont
réellement été effectuées eu que les matieres @resi les articles de conditionnement et les
produits ne sont pas libérés pour I'utilisation yente ou I'approvisionnement sans que leur
guantité n’ait été jugée satisfaisante.

C’est donc I'ensemble des mesures visant aexslsuproduction des produits conformes aux
spécifications et les exigences des clients.

1.6- Bonnes pratiques de fabrication et contr6le dix qualité des produits pharmaceutique :

L’assurance de la qualité appliquée a la fabricaties médicaments et garantissant notamment la
bonne organisation des activités de productioreatomtréle est essentielle pour que le
consommateur recoive des meédicaments satisfaisamames. C’est a la Vingt-huitieme
Assemblée mondiale de la Santé, en 1975, qu’adéigté le texte original des “bonnes pratiques de
fabrication et de contrdle de la qualité des maderats”. Un texte révisé a été approuve par le
Comité OMS d’experts des Spécifications relatiues Rréparations pharmaceutiques sous le titre
“Bonnes pratiques de fabrication des produits plasutiques”. Il se compose de trois parties:
 Gestion de la qualité dans I'industrie pharmaiggmgt principes et éléments essentiels;

» Bonnes pratiques de production et de contrbliea dealité;

* Directives complémentaires (comportant des sestsur les produits pharmaceutiques stériles et
les bonnes pratiques de fabrication des principefsh

LA VALIDATION ANALYTIQUE

La validation des procédures analytiques quantéatest, aujourd’hui largement, répondu dans
tous les domaines d’activité ou des mesures saliséés. Le champ d’application de la validation
analytique s’étend a toute procédure d’analyses@éldans le contrdle de la matiere premiere, le
développement galénique, le contréle en cours lokgcktion, le contrdle des produits
intermédiaires et finis et les essais de stahiktéous les produits pharmaceutiques.

De plus pour tout laboratoire, la validation aniglye est une nécessité universellement reconnue,
en vue de la garantie d’'un systeme d’assurancé@gamplet. C’'est une composante de mesure
gue tout laboratoire devrait utiliser pour assagrgil produit des résultats précis et sdrs, la gé@al
des résultats étant extrémement liée a la vatidanalytique.

Dans le domaine pharmaceutique, I'exigence delldatan est avant tout une pratique
réglementaire. Au Maroc, selon la derniere cirgelaiu ministere de la santé N°49DMP/00 du 16
juillet 2003, toute méthode analytique décrite dardossier d’AMM doit étre accompagnée d’'une
validation compléte. [1]

|. DEFINITION :

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
8 212 (0) 35602953 Fax:212(0) 35608214



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah = '
Faculté des Sciences et Techniques 3 Q '

www.fst-usmba.ac.ma FST FES

La validation d’'une méthode d’analyse se définihote « la confirmation par examen et I'apport

de preuves objectives, du fait que les prescrigtigarticuliéres en vue d’une utilisation prévue

déterminée sont remplieg?2]

2 Valider, c’est démontrer qu’elles correspondetuitdlisation pour laquelle elles sont proposées

et permettent de minimiser les essais effectugsremiser les deux risques de prengedeuxieme

especes c’est a dire le risque d’accepter une guoedjui ne serait pas suffisamment exact ou, au

contraire, de rejeter une procédure qui seraitdiab

II. HISTORIQUE DE LA VALADITION ANALYTIQUE

A la suite de rencontres entre I'industrie pharrmaéigeie américaine et les états unis d’Amériques
(USP) en 1985, Les premiéres publications sur lidation analytique firent surface.

En 1986, un premier texte officiel intitulé : «oemt concept for the validation of compendial
assays» est publié dans le pharmacopoeial foruamni€e suivante, 1987, une note explicative
europeenne sur la validation analytique (CEE W4/87) est publiée. Cette note sera adoptée en
aolt 1989. Toujours en 1989, 'USP publie, dans®EBhsupplément, « validation of compendial
methods, 1225 », texte officialisé dans cette mghamacopée le ler janvier 1990.

En 1992 la société francaise des sciences et tpogmpharmaceutiques (SFSTP) publie, dans STP
pharma pratiques, un guide pour la validation aitalg. Cette proposition a connu un succes
beaucoup plus vaste puisqu’il a servi de suppaut fdéveloppement du logiciel AVA (Qualilab,
Orléans). Le sujet est ensuite repris par L'Inteamal Conférence on Harmonisation (ICH) qui
publie en 1994 un premier document sur les dédimgtj «Validation of analytical procedure :
Terminology and definitions (Q2A)». Cette publicatiest complétée en 1996 par une seconde
publication (Q2B) expliqguant comment on peut corglune validation analytique « Validation of
analytical procedure : Methodology ».[3]

La division « centre for Drug Evaluation and resbas de la FDA a entre temps son guide :

« Validation of chromatography methods — Reviewedagnce » en 1994.

En 2000, la FDA publie son draft le CDER Drafttul& « Analytical procedure and method
validation ». En 2002, une directive de la comnois®uropéenne a été émise la « Directive
2002/657/EC (SANCO) » en complément a la direc®@R3/EC au sujet des performances des
méthodes analytiques et a l'interprétation desltgsu Une mise a jour de celle-ci a été émise en
2006.

La SFSTP Pharma a également publié en 2003, unehaation des démarches comportant des
généralités quant a la validation des procéduralytiques quantitatives, suivie d’'une publication
en 2006, comportant des recommandations quantacolg statistiques a effectuer. [4 ; 5]
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lIl. TEXTE DE REFERENCE POUR LA VALIDATION ANALYTIQUE

La validation analytique est régie par des texégtementaires ou des référentiel tels ceux de I'lCH
qui représentent la référence internationale de basnatiére de validation analytique pour
l'industrie pharmaceutiqUé], La FDA, 'TEURACHEM, I'European Medicines Agen¢EMEA),
I'International Union of Pure and Applied chemis(iy PAC), I’Association of Official Analytical
Chemists (AOAC). Toutes ces références décrivedé®nissent les criteres de validation a prendre
en considération pour toute validation analyticgass pour autant en donner une méthodologie
expérimentale. En effet toutes ces référencesrselit a des concepts généraux. C’est pour ces
raisons que des guidelines pratiques ont été midaee afin de faciliter la tAche aux analystes
désireux de la réalisation de la validation dedguocédures d’analyse.

IV. OBJECTIF DE LA VALIDATION ANALYTIQUE

L’objectif de la validation des méthodes d’analgsede démontrer qu’elles conviennent aux
usages auquel on les destine [6] qu’elles convigrdaéusage pour lequel elles sont prévues. [7]
Une validation analytique permet de donner auxriiores ainsi qu’aux autorités compétentes, les
garanties que chague mesure qui sera réaliségut@mnent en routine, une fois la procédure
validée, sera suffisamment proche de la « vraiewab inconnue de I'échantillon ou du moins
comprise dans une limite acceptable, en fonctiola di@alité de la procédure. Le but est de
minimiser le risque tant au niveau du productewr dw futur consommateur. [4]

V. LES REGLES D'OR DE LA VALIDATION ANALYTIQUE :

Le processus de validation doit toujours répondreia exigences, généralement appelées
également « les regles d'or » : [8]
1. Toute la méthode doit étre validée. L'intérét dédvraon seulement étre porté sur la

technique de détection ou la mesure instrument# également sur étapes préparatoire,
d’extraction ou de dilution de I'échantillon. Erfetfces derniéres font également partie de

la méthode analytique et sont de plus grande irapoet

2. La gamme de concentration en entier doit étre galiCette tache pourrait s’avérer difficile
a cause du fait qu'une meéthode peut fonctionners dame gamme de concentration
particuliere mais pas dans d'autre.

3. Toute la gamme des matieres doit étre validée.fteh ene matrice peut exercer un effet

décisif sur I'analyse.
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VI. CHAMP D’APPLICATION :

Le champ d’application de la validation analyticgitend a toute procédure d’analyse utilisée dans
le développement galénique, le contrdle en coufalaiécation, le contréle des produits
intermédiaires et finis et les essais de stahiitéous les produits pharmaceutiques. [7]

VIl. LES CRITERES DE LA VALIDATION :

La validation est fondée sur une analyse statistitpsée sur un certain nombre de critéres
aboutissant a des méthodes analytiqgues permetatdrther des résultats fiables. Les critéeres a
prendre en considération different selon la nattegesai a entreprendre. Le tableau ci-dessous,
présente un récapitulatif de ces critéres :

Tableau 2 : Tableau des criteres de validation ghque

Impuretés
Essais Dosage
Types de test Dosage Identification bio
quantitatif limites analyse
Exactitude v v v
Fidélité
répétabilité v v v
Fidélité
fidélité v v v
intermédiaire
Specificite v v v v v
Sélectivité
L|,m|te.de v v v
détection
leltg .de . v v
guantification
Fonction
Linéarité v v de
réponse
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Intervalle de
v v v
mesure
Robustesse (4 v v

1. Spécificité/Sélectivité

La spécificité d’'une procédure analytique est gmcaé a permettre I'évaluation univoque de la
substance a analyser, en présence des autres @ntgpsgsceptibles de 'accompagner. Ceux-Ci
comprennent typiquement les impuretés, les prodeitdégradation, la matrice, etc. [6]
Cette définition se traduit comme suivant :

 Identification : garantir I'identité de la substerg analyser

» Essais de pureté : garantir que 'ensemble desgwes analytiques appliquées permettent
une évaluation exacte de la teneur en impuretésedaubstance (substances apparentées,
meétaux lourds, solvants résiduels, etc.)

» Dosage : fournir un résultat exact permettant diéraavec exactitude la concentration ou

l'activité de la substance a analyser un échantillo

2. Linéarité

La linéarité d’'une procédure analytique donnéesastapacité (a I'intérieur d’un intervalle donné)
a fournir des résultats directement proportionrgls concentration/quantité de la substance a
analyser (dans I'échantillon) [&ur lequel il a été démontré que la procédure plessee fidélite,
une exactitude et une linéarité appropriées.

Pour établir la linéarité, il convient d’établir gmaphique des réponses obtenues en fonction de la
concentration/teneur ; d’au moins cing échantilldagoncentrations différentes, et de procéder a
une évaluation visuelle de ce graphique. Si laiorlaest linéaire, il faut alors analyser les réssl
par des méthodes statistiqgues appropriées, pamdxem calculant la droite de régression par la
méthode des moindres carrés. Il peut étre néces$ais certains cas, pour obtenir une relation
linéaire entre résultats de dosage et concentratiappliquer une transformation mathématique
aux résultats d’essai avant d'effectuer I'analyseé@hression. Les informations fournies par la
droite régression peuvent étre utile pour obtee# estimations mathématiques du degré de
linéarité.

3. Exactitude

L’exactitude d’'une procédure analytique expririetroitesse de I'accord entre la valeur acceptée
comme conventionnellement vraie, ou comme valetgfdeence, et la valeur trouvée» [Hlle est
parfois appelée justesse.
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Pour exprimer I'exactitude, il est recommandé ddaitér le pourcentage de récupération de la
substance dont une quantité connue a été ajoutéehantillon, ou la différence entre la valeur
moyenne et la valeur considérée comme véritable l@gantervalles de confiance. [6]

4. Fidélité

La Fidélité d’'une procédure analytique exprivigétroitesse de I'accord (mesure de la dispergion
entre une série de mesures obtenues a partir deepits prises d’essai provenant d'un méme
échantillon homogeéne, dans les conditions prescritfl0]. Elle peut étre considérée a 3 niveaux :
répétabilité, fidélité intermédiaire et reproduiiib. [6]

La fidélité au moyen d’échantillons homogénes antifees. Cependant, s’il n’est pas possible
d’obtenir un échantillon homogeéne, elle peut éuaée au moyen d’échantillons préparés
artificiellement ou d’'une solution échantillon.

La fidélité d’'une procédure analytique est en géneéxprimée en termes de variance, d’écart type
ou de coefficient de variation d’'une série de ria¢silde mesure.

% Reépétabilité

La Répétabilité est la fidélité obtenue dans des ¢mmdi opératoires identiques et dans un court
intervalle de temps. Elle est également appel@ditiédintra-essai.

« Fidélité intermédiaire

La fidélité intermédiaire est I'expression de lai&hilité intra-laboratoire (mesures effectuéesa d
jours différents, par des analystes différentscales équipements différents, etc.).

% Reproductibilité

La reproductibilité est I'expression de la vari@biinter-laboratoires (études collaboratives,
généralement conduites aux fins de standardisdéda méthode). [6]

5. Limite de détection

La limite de détection d’'une procédure analytigoartée est la plus petite quantité de la substance
considérée qui peut étre détectée dans un écbansthns forcément pouvoir étre quantifiee, dans
un échantillon, sans forcément pouvoir étre quigatifie facon exacte.

6. Limite de quantification

Limite de quantification d’'une procédure analytigast « & plus petite quantité de la substance
considérée qui peut étre quantifiée, dans un édl@mtavec une exactitude et une fidélité
appropriées »La limite de quantification est un paramétre ie@ant dans I'analyse quantitative
des substances présentes a faible concentratiendéammatrices échantillon ; elle est notamment
utilisée pour le dosage des impuretés et/ou detuisode dégradation.
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7. Robustesse

La robustesse d’'une procédure analytique estekmesure de sa capacité a ne pas étre affectée pa
des modifications faibles, délibérées, de factessociés a la procédure;elle donne une
indication de la fiabilité de la procédure dansdesditions normales d’application. [6]

VIIl. DEMARCHE DE LA VALIDATION ANALYTIQUE

Une validation analytique part d’'un protocole, @sslde par un rapport. Le protocole définit avant
de lancer réellement I'étape de validation. Ensaiifessu des manipulations, le rapport devra
inclure les résultats expérimentaux, I'exploitatgiatistique, des interprétations, des commentaires
et des conclusions. [12]

IX. SYSTEME DOCUMENTAIRE

La documentation est le principal support d’unerapipe méthodologique. Elle permet d’établir et
de prouver une démarche censée, raisonnée, sigeeatifent justifiée, apportant la preuve que le
procédeé est maitrisé et controlé. Aussi elle estprauve et un élément de transparence vis-a-vis
d’éventuelles inspection. Elle permet de retratestbrique et I'ensemble des actions menées au
cours de la validation. La documentation liée gdidation est composée de :

0 Un plan de validation

0 Un protocole de validation
o Un rapport de validation

v Le protocole de validation

Ce document décrit comment la validation va étadisée, et comprend les points suivant :
= Une description claire des objectifs (dossier d’ANkd)

= Une définition des intervenants et leurs respotisadi

= Des références a des procédures générales detialida

= Une présentation du plan expérimentale a suivre

= Une référence a la procédure d’'analyse écritesau’de la mise au point analytique de la
méthode

= Une indication sur les outils statistiques et Bes de décision a appliquer

= Une proposition de la structure du rapport de vaiah. [3]

v Le rapport de validation

Apres réalisation des manipulations et traitemstasstiqgues des données, un rapport devrait étre
rédigé. Ce rapport doit étre en parfait accord deecegles de BPF. Les recommandations
suggerent que :
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= La structure du rapport soit pensée des la rédadtigrotocole.

= ’ensemble des données brutes doivent étre coresgné
» En complément des détails statistiques, une syathéis étre prévue
» Une conclusion sur chaque critere et une conclugmerale doivent étre faites. [12]

X. LA REVALIDATION ANALYTIQUE

Il peut étre nécessaire de revalider dans lesrtdtances suivantes :
= Modification de la voie de synthése de la substg@me@maceutique,

= Modification de la composition du produit fini,

= Modification de la procédure analytique.

La revalidation sera plus ou moins pousseée seloatl&re des changements. D’autres changement
peuvent aussi rendre nécessaire une revalidaé@pn. [

Apres avoir fait une présentation théorique dealédation analytique et des différents criteres a
prendre en considération a fin de mener a biergmeort de ce stage consiste a présenter une partie
pratiqgue dans laquelle une application de toutesiodons est effectuée.

En effet, dans cette partie expérimentale, uneladtin analytique de la méthode de détermination
du taux de dissolution d’une spécialité pharmadewti par spectroscopie

UV-visible, afin de l'utiliser comme alternativdachromatographie liquide normalement utilisée.

En effet cette technique va permettre d’'alléggréssion sur la chaine de chromatographie liquide,
largement utilisée dans le laboratoire, et paHlieprobleme de disponibilité limité de celles-ansla
le laboratoire de contréle.
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MATERIELS ET METHODES :

l. LA PAROXETINE :

La paroxétine, commercialisée dans certains pays les noms de Paxil, Deroxat ou Seroxat, est
un antidépresseur inhibiteur sélectif de la reaaptie la sérotonine mis sur le marché en 1992 par
la compagnie GlaxoSmithKline. Il en existe aujoowdplusieurs génériques. Elle est généralement
commercialisée sous forme de chlorhydrate hemihgdia paroxétine (en bref : chlorhydrate de
paroxétine), parfois sous forme de chlorhydrateydrénde paroxétine ou de mésilate de paroxétine.
Le 2 juillet 2012, GlaxoSmithKline (GSK) a payé 3dlmards de dollars pour conclure le plus gros
accord pour fraude de I'histoire de l'industrierpteeceutique. Cela concernait le Paxil, le

Wellbutrin (bupropione) et I'Avandia (rosiglitazgne

Chimie :

La paroxétine est un dérivé de la phénylpipéridingroupe des inhibiteurs sélectifs de la recapture
de la sérotonine. Sa formule empirique estHgFNO;, avec une masse moléculaire (329,3703 en
tant que base libre).

Elle est identifiée par la base de données PubGloeisle code 96195 et par la base de données
DrugBank sous le code APRD003646.

Figure 4 : Formule développée de la Paroxétine

Pharmacologie :
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C'est un antidépresseur de la sous-classe desténighsélectif de la recapture de la sérotonine.
Elle atteint sa concentration maximale en 4,9 he(sila prise se fait au cours d'un repas), en 6,4
heures (si la prise se fait a jeun).

Le test de dissolution des comprimés contenanataxétine, a été validée en utilisant la
spectrophotométrie UV /visible, cette derniere doihc étre validée avant son adoption pour le
contr6le de routine des lots de produits finis.

II. L'ESSAI DE DISSOLUTION :

1. Généralités :

La dissolution est une réaction hétérogenegusiste en un transfert de matieres d’'un solide
vers une phase liquide. Dans le contexte se I'im#ugharmaceutique, la dissolution peut étre
définit comme étant la quantité de substance aguventre en solution par unité de temps dans les
conditions standards.

Le test de dissolution est I'une des technigliasalyses les plus couramment utilisées dans les
laboratoires de contrdles des industrie pharmamgeeiticet outil permet I'estimation de la libération
du principe actif de sa forme galénique dans leusadigestif.

2. Principe :

Cet essai est destiné a déterminer la vitesskisdelution des principes actifs des formes sel{de
telles que les comprimés, les capsules) en utilisamppareil déterminé et dans des conditions
opératoires bien définies. Il consiste a mesurec gvécision , dans des conditions standardisées en
fonction du temps, la quantité de substance atibeeée par la forme médicamenteuse, passant en
solution aprés immersion dans un milieu liquiderapg@é.pour le mener a bien, la forme solide est
introduite dans la cuve a un temps TO et des peélewnt sont effectués a un intervalle de temps
régulier pendant un temps T. L’ensemble des valebisnues dans cet essai conduit a
I'établissement d’'une courbe de dissolution engrdren ordonnées les pourcentages dissous et en
abscisse le temps .

Pour chaque préparation de I'essai , les infions ci-dissous sont données dans les
monographies :

+«» L’appareil a utiliser

+« La composition, le volume et la température dueuilile dissolution

+ La vitesse de rotation des palettes ou des paniers

% L'intervalle de temps , la methode et le volumectigntillonage de la solution a examiner
% La méthode d’analyse (UV,HPLC)

% La quantité de principes actifs qui doivent sedalise dans intervalle de temps donné.
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3. Appareilage utilisé dans la dissolution de la Paratine :

Selon la Pharmacopée Européenne, il y a tagisrfs de mesurer la dissolution. Chaque méthode
se fait sur un comprimé et doit étre répétée 5 fas conditions opératoires doivent également étre
précisées (conditions analytiques). Il est posgiblenesurer la dissolution avec un appareil a
palette tournante. Il s’agit de déposer le compraméond d’un bécher en verre borosilicaté a fond
hémisphérique et de faire tourner une palette dada@t de grandeur définie dans le récipient. Une
autre méthode consiste a remplacer la paletterppanier de forme cylindrique grillagé contenant
le comprimé. Il s’agit de I'appareil a panier toant. Cette méthode est moins reproductible que
'appareil a palette tournante. Le choix de I'amii#age dépend des caractéristiques physico-
chimiques de la forme pharmaceutique.

Tableau 3 : conditions opératoires

Equipement Dissolutest a palettes et spectrophotometre

UV-visible

Milieu de dissolution 2g de NaCl dans 7 ml de HCI et completer
avec I'eau purifiée dans une fiole de 1L

Volume de dissolution 900 ml

Appareil Palettes

Température 37+£0.5°C

Nombre de verres 6

Temps d’echantillonage Aprés 60 min

Rotations 60 rpm

L’appareil a palettes touranante, est décrit dasgpharmacopées européennes.
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Figure 5: le dissolutest a palettes
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Figure 6 : les dimensions des palettes et les vaskses

Il est constitué de 6 récipients cylindriques emev&orosilicaté, d’'une capacité maximale de 1L
contenant le milieu de dissolution maintenu enadigih par une palette en rotation .C’est dans ces
réacteurs qu’est introduite la forme a tester. ié@steurs baignent dans bain maintenu a une
température constante.
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1. LA SPECTROPHOTOMETRIE UV-VISBLE :

1. Définition ;

La spectrophotométrie est une méthode anabytigiantitative qui consiste a mesurer
l'absorbance ou la densité optique d'une substdnoeque donnée, généralement en solution. Plus
I'échantillon est concentré, plus il absorbe laikrmdans les limites de proportionnalité énoncées
par la loi de Beer-Lambert. La densité optique@dsntillons est déterminée par
un spectrophotometre préalablement étalonné dandpeur d'onde d'absorption de la substance a
étudier.

2. Principe :

Diaphragme ____ Cellule photoélectrique Afficheur

Source polychromatique Pl |- T Vg :
e CU—D\—@,@M A

— —Echantillon

Amplificateur

Monochromateur Cuve

Figure 7: Schéma de principe du spectrophotométre UV-visitileofaisceau

Dans une molécule, les transitions éleafpoes UV-visibles mettent en jeu les énergie
les plus importantes de la chimie (environ de 1380000 cm-1soit 160 a 665 kJ-mol-1). L'ordre
de grandeur des énergies mises en jeu &st des énergies de liaison des moléculesest
rayonnements peuvent parfois provoquer desurepde liaisons. Plus généralement, ils
provoquent des transitions électroniquesentreifé&ehts niveaux d’énergie des molécules.

Loi de Beer-Lambert :

Soit une lumiere monochromatique traversant ungtisol absorbante de concentration C contenue
dans une cuve d’épaisseur |.
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Solution absorbante
Concentration C

Imensild

LUMIERE Incidenta In
MONOCHROMATIQUE

Inlensitd |

FAISCEAU TRANSMIS

Trajet optique ( 1)
Figure 8: le principe de la loi de Beer-Lambert

Une partie de ce rayonnement sera absorbée phafiglion et une partie sera transmise. Bouguer,
Lambert et Beer ont étudié les relations euistent entre 10 et Ilintensité d'une lumiere
monochromatique traversant un milieu ou elle estoabée décroit de fagon exponentielle :

* 10 est l'intensité de la lu | = |Oe—le

* | est l'intensité apres pa ion (intensité transmise)

* | est la distance traversée par la lumiére @mir de la cuve) (en cm)
* T : transmitanse

* C est la concentration des especes absorbantes

* k est une constante caractéristique de I'échanti

Cette équation peut se réécrire log(lo/1) = KICR.38l C.

On obtient alors la relation qui est connue paelation de Beer- Lambert :

A=-log T=¢lC

€ : est le coefficient d'extinction molaire ; staine caractéristique de la substance étudiée a un
longueur d'onde donnée. Si C est la molaritést en L.mol-1.cm-1.

IV. MATERIELS ET APPAREILLAGE :

e Balance analytique Precisa XR 205 SM-DR
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* Pipettes et fioles
* Dissolutest Erweka DT 700

* Le spectrophotométre Lambda 25 UV/Vis, piloté parldgiciel UVWinlab , les

mesures se font dans des cuves en quatrtz de 1 cm.
V. REACTFS :

» Paroxétine
» Excipients de la forme pharmaceutique (Opadry,tii..)

* Milieu de dissolution

VI. METHODOLOGIE DE VALIDATION

1. spécificité :
1.1Objectif :

vérification du fait que le dosage par I'UV perndetdoser de fagon univoque le principe actif
Paroxétine lors de I'essai de dissolution mémerésgmce d’autres composeés tels les excipients

1.2Mode opératoire :

Détermination de I'absorption a 293 et 380 nm del8tions : placebo, principe actif seul, FPR
(forme pharmaceutique reconstituée) dans des aesésm, et en utilisant le milieu de dissolution
comme blanc la préparation des 3 solutions est asuit :

a. Solution placebo : 208 mg d’excipient dans 900 enhdlieu de dissolution
b. Solution du principe actif seul : 22 mg de la P&tme dans 900 ml de milieu de dissolution
c. Solution de la forme pharmaceutique reconstitu268 mg d’excipients et 22 mg du

principe actif Paroxétine dans 900 ml de miliewddsolution.

1.3 Criteres d’acceptation :

La méthode d’analyse du taux de dissolution dex&tine est considérée spécifique et sélective si
on n'‘observe aucune absorbance au niveau de losoplacebo, et une absorbance similaire au
niveau de la solution du principe actif seul etecdke la forme pharmaceutique reconstituée.

2. Linéarité :
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2.10bjectif :

Apporter la preuve que les résultats obtenus dameri/alle de mesure considéré sont directement
proportionnels a la concentration en Paroxétind’'ptlisation des tests statistiques.

2.2Mode opératoire :

Préparation de 3 séries de 2 gammes de concengaideur analyse a raison d’'une série par jour :

= Une gamme avec la forme pharmaceutique reconstituée

= Une gamme avec le principe actif.

Tableau 4 : préparation de la gamme avec PA seul

, Quant ]
Concentration Volume Concentration
Intrody final finale en Solvant
du PA pa/mi
en
er mil
40% 8.8 9.77
60% 13.2 14.66
80% 17 900 18.88 Milieu de
dissolution

100% 22 24.44
120% 26.4 29.33

Tableau 5 : préparation de la gamme avec FPR

Quan

, des Quar Volume ]
Concentration final Concentration
Excip Introg finale en Solvant
en du P4 en pa/mi
ml
m en

40% 208 8.8 9.77
60% 208 13.2 14.66
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80% 208 17 000 18.88 Milieu de
dissolution
100% 208 22 24.44
120% 208 26.4 29.33

- Chaque gamme contient 5 concentrations de 40%’'ud@0%

2.3 Criteres d’acceptation :
* Le coefficient de corrélation doit étre supériewu égale 0.99.
* Les tests statistiques de validation de la régogslinéaire doivent étre concluants au risque 5%.
3. L’exactitude :
3.1 Objectif :
Vérification de I'accord entre la valeur moyenn@éxmentale et la valeur théorique.
3.2 Mode opératoire :

Déduction de I'exactitude de la méthode a partedimnées de I'étude de linéarité par le biais de
tests statistique, pour chaque concentration tn@sures des variables dépendantes sont effectuées.
L’opération est répétée pendant trois jours condécu

3.3 Criteres d’acceptation :

L'intervalle de confiance doit inclure la valeurQea.

4. Fideélité : ( répétabilite, fidélité intermédiadr)
4.1 Objectif :

Démonstration que la méthode est répétable etdaptible. Cette analyse permet de prouver que
le degré de dispersion entre une série de dosagemant de multiples prises d'un méme
échantillon est acceptable

4.2 Mode opératoire :

Effectuer au minimum 3 séries de 6 pesées de ctatien théorique (100%) sur la forme
pharmaceutique reconstituée (ou non) et ce a rai'dosérie par jour.

4.3 Criteres d’acceptation :
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Le coefficient de variation doit étre inferieur %5

RESULTATS ET DISCUSSION

|- Résultats :

1- Spécificité (annexe 1) :

D’aprés I'analyse des spectres obtenus, on cortptigté n’ya pas d’absorbance pour le placebo,
alors que le principe actif seul et la forme pharewsique reconstituée montrent pratiquement la
méme absorbance.

- Conclusion:

Cette méthode d’analyse permet I'évaluation exekidu principe actif Paroxétine, méme en
présence d’excipients, c’est donc une méthode fapéei L'application de cette technique

permettra I'analyse univogue du principe actif mémerésence de matrice accompagnante dans la
spécialité pharmaceutique.

2- Linéarité :
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2.1. Linéarité de la gamme de PA seul (voir annexe 2) :

Tableau 6 : résultats d’étude de linéarité pouPl& seul
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jour % du PA concentration ql_u Moyenr_w_es Aa (293nm) | Ab (380nm) | Aa-Ab M_denne Var Yij

PA en pg/ml Xij des Xij Yij
1 9,83 0,1106 0,0056 0,105
2 40% 9,85 9,82 0,1179 0,0093 0,1086 0,1039 | 2,78933E-0%
3 9,78 0,0982 0 0,0982
1 14,73 0,1615 0,0023 0,1592
2 60% 14,85 14,80 0,1753 0,0056 0,1697, 0,1601 | 8,52033E-0%
3 14,82 0,1513 0 0,1513
1 19,71 0,2099 0,001 0,2089
2 80% 19,51 19,64 0,2113 0,0013 0,21| 0,2067 2,24433E-05
3 19,71 0,2013 0 0,2013
1 24,6 0,2575 0,0013 0,2562
2 100% 24.62 24,78 0,2862 0,0204 0,2658 0,2642 | 5,31233E-0%
3 25,11 0,2705 0 0,2705
1 29,67 0,3157 0,0017 0,314
2 120% 29,25 29,48 0,3162 0,0018 0,3144/ 0,3129 5,11E-06
3 29,51 0,3103 0 0,3103

S2j=52,0888381 S2T= 0,00587246 S2K =0,006818 Y S2j=0,000193773
S%jj : Variance de toutes les concentrations

S2T : Variance totale des absorbances

S2K : Variance des moyennes des absorbances
>'S2j : Somme des variances des absorbances deecemjupe

2.1.1. Test d’homogénéité des variances :

Le test de cochran est appliqué aux variancesalupgrYij pour vérifier '’homogénéité des
variances constitutives de I'erreur expérimentales.
Hypothése HO « il n'y a pas de différence signifieentre les variances » (annexe 5)

Cea= S2maxp S2j

S?max=8,52033E-05 » S2j =0,000193773 Ccq=0,440 Ciap (k=5;n=3)=0.684

D’apreés le calcul effectué on constatg€Ci,, donc HO est acceptée, les variances sont
homogenes au seuil de 5%.

2.1.2. Estimation de la droite de régression :

L’équation de la droite de régression est calcpida méthode des moindres carrés.
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Figure 9: droite de régression de la linéarité pderPA seul

L’équation de la droite : Y=0.01059 X + 0.00085
La pente a : 0.01059

L'ordonnée a l'origine b : 0.00085

Le coefficient de détermination : 0.999

Le coefficient de corrélation : 0.997

2.1.3. Test d’existence d’'une pente significative

On a 2 hypotheses :
Ho: absence d’'une pente significative
H, : existence d’'une pente significative
Tableau 7 : test d’existence d’'une pente signifieapour le PA seul

Somme des Moyenne des
Degré de liberté carrés carrés Fcal
Régression 1 0,081823119 0,081823119 2718,5393
Résidus 13 0,000391277 3,00982E-05
Total 14 0,082214396

Ftap (1,13) = 4.67 (annexe 7)
On constate queck> Rap Ho est rejetée donc il existe une pente significative

2.1.4. Test de validité de la droite de régression :

Ho: « il n’existe pas d’écart significatif entre Ifeur d’ajustement et I'erreur expérimentale »

Tableau 8 : Test de la validité de droite de régres pour le PA seul
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Source de Degré Somme Variance Fcal
variation de des
liberté carres

des

écarts
Erreur de la 3 0.000071 0.000024 0.61
régression
Erreur 10 0.000388 0.000039
expérimentale

Fiap (3,10) = 3.71
On constate queg<Fandonc Hest acceptée.

2.1.5. Test de comparaison de I'ordonné a l'origine :

Soit Sb I'écart type de I'ordonné a I'origine, oérifie I'inégalité suivante ; b/Sb <& N-2). Si
cette inégalité est vérifiee on peut affirmer qoedonnée a I'origine n’est pas significativement
différente de 0 au seuil de 5%.

Ho « il n’existe pas de différence significative rentordonné a l'origine b et le point 0 »
La variance de I'ordonné a I'origine S2b est exgnpar la relation suivante :

[ $%b = S2r [1/N + (Kij)? /S%j(N-1)] ]

« S2p=3,00982E-05 [(1/15 + (19,72/52,088*14)]= 1,8024%
* Sb=4,2E-3
texp= B/Sb =0,202 4= 2,16 —) &< tap (ANNEXED)
L’hypothése H est acceptée, il n'y a pas différence signifiatwtre 'ordonnée a l'origine et le

point 0
2.2. Linéarité de la gamme de FPR (voir annexe 3) :

Tableau 9 : résultats d’étude de linéarité pouFR seul

jour concentration du PA | Moyennes| Aa (293nm) | Ab (380nm) | Aa-Ab | Moyenne | Var Yij
% du FPR - . .
en pg/ml Xij des Xij Yij
1 40% 9,85 9,75 0,1026 0] 0,1026 0,1001 3,121E-05
2 9,76 0,104 0| 0,104
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3 9,63 0,0937 0| 0,0937
1 14,58 0,1563 0,0076| 0,1487
2 60% 14,61 14,66 0,1574 0| 0,1574| 0,1525 1,99433E-05
3 14,78 0,1513 0| 0,1513
1 19,38 0,2012 0| 0,2012
2 80% 19,11 19,40 0,2086 0| 0,2086 0,2067 | 2,37733E-05%
3 19,7 0,2104 0| 0,2104
1 24,61 0,26 0 0,26
2 100% 24,53 24,55 0,2661 0,0004] 0,2657| 0,2624 | 8,82333E-06
3 24,51 0,2614 0| 0,2614
1 29,56 0,3172 0| 0,3172
2 120% 29,51| 29,57 0,3208 0| 0,3208 0,3159 0,00003207
3 29,63 0,3097 0| 0,3097

S%ij =52,60285238 S2T= 0,00630046  S2K =0,0073 >'S?jj = 0,00011582

S%jj : Variance de toutes les concentrations

S2T : Variance totale des absorbances

S2K : Variance des moyennes des absorbances

>'S2j : Somme des variances des absorbances deecemjupe

2.2.1. Test d’homogénéité des variances :

Le test de cochran est appliqué aux variancesalupgrYij pour vérifier ’homogénéité des variances
constitutives de I'erreur expérimentales.
Hypothese HO « il n’y a pas de différence signtfieaentre les variances »

Cea= S2maxp Saj

o

S2max=0,00003207 £ . l (k=5; n=3) =0.684

C.a<Ciap Donc H est acceptée les variances sont homogéenes aulsdiib.

2.2.2. Estimation de la droite de régression
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Figure 10 : droite de régression de la linéaritéupd-PR
L’équation de la droite : Y=0.010 X - 0.006
La pente a: 0.01093
L’ordonnée a l'origine b : -0.00654
Le coefficient de détermination : 0.999
Le coefficient de corrélation : 0.999
2.2.3. Test d’existence d’'une pente significative :
On a 2 hypothéses :
Ho: absence d’'une pente significative
H1: existence d’une pente significative
Tableau 10 : Test d’existence d’'une pente sigrifiegpour FPR
Degré de liberté Somme des carrés Moyenne des casré Fcal
Régression 1 0,087952337 0,087952337 4500,073133
Résidus 13 0,00025408 1,95446E-05
Total 14 0,088206417

Fiap (1,13) = 4.67

On constate queg> Rap Ho est rejetée donc il existe une pente significative

2.2.4. Test de validité de la droite de régression :

Ho: « il n’existe pas d'écart significatif entre Ifeur d’ajustement et I'erreur expérimentale »

Tableau 11 : Test de la validité de droite de régien pour FPR

Source de

de

Somme
des

Degreé

Variance

Fcal
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variation liberté carrés

des

écarts
Erreur de la 3 0.000008 0.000003 0.12
regression
Erreur 10 0.000232 0.000023
expérimentale

Ftap (3,10) = 3.71
On constate que Fcal<Ftab dongddt acceptée.

2.2.5. Test de comparaison de I'ordonné a l'origine :

Ho « il n’existe pas de différence significative rentordonné a I'origine b et le point 0 »

La variance de I'ordonné a l'origine S2b est exgnpar la relation suivante :

S2h = Ser [ 1N + (Kij)2 /S2ij(N-1)]

° Szb =

* Sb=0,003387

L’hypothese H est acceptée, il n’y a pas différence signifiGewtre I'ordonnée a 'origine et le
point 0.

4)]= 0,00007T4

2.3. Comparaison entre la gamme du principe actifesl et la forme pharmaceutique :
2.3.1Comparaison des pentes des droites de régressodeaie pentes :

Cette comparaison s’effectue par le biais de tesesit suivant :
t=1al-a? (VS2al+S2a2) avec S2a= S2r/SCEXx

D1 : Droite de régression du principe actif seul.

D2 : Droite de régression de la forme pharmaceatrgaonstituée.

al : la pente de la droite D1.

a2 : la pente de la droite D2.

S2al : variance de la pente de la droite D1.

S2a2 : variance de la pente de la droite D2.
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tcal=10.010592-0.010928V(4.12E-8 +2.65E-8) = 1.29 et,= 2.055 (annexe6 )<ty il

n'ya donc pas de différence significative entredestes des deux droites, avec 5% de risque de se
tremper. On peut donc conclure I'inexistence d’tiatele matrice.
2.3.2Comparaison des ordonnées a l'origine des droiteségression des deux

pentes :

Cette comparaison s’effectue par le biais du testent suivant :

tcal =1 b1-b2/ (VS2b1+S2b2) avec S2b= S2r [1/N + ({)X/S%j(N-1)]
bl : la pente de la droite D1.
b2 : la pente de la droite D2.
S2pb1 : variance de la pente de la droite D1.
S2b2 : variance de la pente de la droite D2.
tcal = 10.000850+0.0065004/ (1,8024 E-5+1.1477 E-5)= 1.35 tiop= 2.055

t.a<tiap il n’ya donc pas de différence significative er&re pentes des deux droites, avec 5% de
risque de se tremper. On peut donc conclure I'sterice d’erreur systématique.

«+ Conclusion :

Les différents tests statistiques effectués somtloants au risque 5%. On peut donc déduire que
les courbes des deux gammes, aussi bien la forarenplceutique reconstituée, que celle du
principe actif seul, peuvent étre assimilées asgude méme droite passant par l'origine. La
meéthode de dosage décrite est donc linéaire daterValle de concentration choisit.

3. Exactitude :

Tableau 12 : Tableau des résultats de I'étudealattitude

jour % du EPR concentration du PA e concentration | recouvrement | moyennes de§ variances des
0 ug/ml Xij Aa-Ab retrouvée Y% Y% Y%
1 9,85 0,1026 9,68606541% 98,33568949
2 40% 9,76 0,104 9,818233949 100,5966593 96,9298593| 20,57667894
3 9,63 0,0937 8,845851163 91,85722911
1 14,58 0,1487 14,03818642 96,28385751
2 60% 14,61 0,1574 14,85951946 101,7078676 98,21113948  9,202342303
3 14,78 0,15183 14,28364227 96,64169332
1 19,38 0,2012 18,99450645 98,01086918
2 80% 19,11 0,2086 19,6931115% 103,0513425% 100,6299462] 6,380901137
3 19,7 0,2104 19,86304253  100,827627
1 24,61 0,26 24,54558487 99,7382562¢
2 100% 24,53 0,2657 25,08369962 102,2572345% 100,8933064| 1,619035288
3 24,51 0,2614 24,67775341 100,6844284
1 29,56 0,3172 29,94561354 101,3045113
2 120% 29,51 0,3208 30,28547549 102,6278397 100,869303 | 4,047187386
3 29,63 0,3097 29,23756783 98,67555797
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3.1. Test d’homogénéité des variances :

Ho «les variances sont homogéenes au seuil de 5% »
S2max=20,5766789 ) S2ij =41,8261451 C5 = 0,491 Cigp (k=5 ; n=3) =0.684

Ccal<Ctab Donc hlest acceptée les variances sont homogénes aulséifi.
3.2.Test de validité des moyennes :

Tableau 13 : Test de la validité des moyennes

Source de Degré Somme Variance Fcal
variation de des
liberté carrés

des

écarts
Variation 4 40,08 10,02 1,2
intergroupe
Variation 10 83,65 8,37
intragroupe
Variation 14 123,73
totale

Ftab (0,05 ;4 ; 10) = 3.48
On constate que Fcal<Ftab dongddceptée il n y'a pas de différence statiquemignifgative
entre les moyennes.

3.3 Estimation d’'intervalle de confiance :

IC = [Ym # t*Sy~N]

Avec :
Ym : moyenne totale des recouvrements
Sy : Ecart type totale des recouvrements

t: coefficient de student ( ddl = N-1=14)
IC=[99,50671+2.144*(2,97286V15)] = [97,86 ; 101,15]

L’intervalle comprend 100% donc la méthode est &xac

«+ Conclusion :
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Les résultats de I'exactitude confirment quedrvalle de confiance que du taux de
recouvrement moyen comprend la valeur 100% notteaedé est donc bien exacte, son application
ultérieure permettre d’obtenir des résultats saffimment proches des vraies valeurs.

4. Lafidélité :
4.1 Coefficient de variation :
La répétabilité :

Les coefficients de variation de chaque série saltulés, avec la relation suivante :

[

C.V.= [Ecart type / Moyenne]*100

1

Les résultats de calculs des C.V. sont présentéslda tableaux suivants :

Tableau 14 : coefficient de variation de I'étudelaeépétabilité (jour 1) (annexe 4)

quantité
FPR a | introduite en| absorbance | absorbance
100% pa/ml 293m 380 nm Aa-Ab | Absorbance/quantité | Moyenne Ecart-type | CV%
1 25,25 0,2717 0,0014| 0,2703 0,01070495 0,010677569 0,0002447 2,29188577
2 24,68 0,2692 0,0012 0,268 0,010858995
3 24,92 0,2714 0,0158  0,2556 0,010256822
4 24,92 0,2702 0,001] 0,2692 0,01080256¢
5 24,47 0,2669 0 0,2669 0,010907233
6 24,68 0,26 0 0,26 0,010534846
D’aprés ces calculs, la méthode est bien jugédabl@éau seuil de risque 5 % car le CV<5%
» La fidélité intermédiaire :
- La série intermédiaire jour 2 :
Tableau 15 : coefficient de variation de I'étudeladidélité intermédiaire jour 2 (par MAHOU
Achraf) (annexe 4)
guantité
FPR a | introduite | absorbance & absorbance &
100% en pug/ml | 293m 380 nm Aa-Ab | Absorbance/quantité | Moyenne Ecart-type | CV%
1 25,17 0,263 0 0,263 0,010448947 0,010671029 0,0002574 2,4121066]
2 24,46 0,2645 0 0,2645 0,010813573
3 25,08 0,2626 0 0,2626 0,010470494
4 24,62 0,2735 0 0,2735 0,011108855%
5 24,96 0,2667 0 0,2667 0,01068509¢
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| 6 0,265 0 0,265 0,01049920$
- La série intermédiaire jour 3 :
Tableau 16 : coefficient de variation de I'étudefdiélité intermédiaire jour 3(annexe 4)
guantité
FPR a | introduite en | absorbance | absorbance a
100% pg/mi 293m 380 nm Aa-Ab | Absorbance/quantité | Moyenne Ecart-type | CV%
1 25,36 0,2698 0| 0,2698 0,010638801 0,01073888§ 0,0001015 0,94506757
2 24,58 0,2625 0| 0,2625 0,010679414
3 25,08 0,2684 0| 0,2684 0,010701754
4 25,33 0,2709 0| 0,2709 0,01069482%
5 24,44 0,2641 0| 0,2641] 0,01080605¢
6 24,55 0,2679 0| 0,2679 0,010912424

fidélité intermédiaire est satisfaisante.

D’aprés ces calculs on constate que le CV de la séermédiaire jour 1 ; 2et 3 <5% donc la

Tableau 17 : les résultats de I'étude de la fidglit

quantité recouvrement
Jour Abs guantité introduite| retrouvée Y% Moy (Y%) Var(Y%)
1 0,2703 25,25 25,51796766 101,061258
1 0,268 24,68 25,30083364  102,5155334
1 0,2556 24,92 24,13019805  96,8306507 8100,8027617 5337412838
1 0,2692 24,92 25,41412095  101,9828289
1 0,2669 24,47 25,19698693 102,9709315
1 0,26 24,68 24,5455848/7 99,4553682
2 0,263 25,17 24,82880316  98,64443051
2 0,2645 24,46 24,9704123 102,0867224
2 0,2626 25,08 24,79104072  98,8478497 6100,7410171 5.904806362
2 0,2735 24,62 25,82006716 104,8743589
2 0,2667 24,96 25,17810571 100,873821
2 0,265 25,24 25,01761535  99,11891977
3 0,2698 25,36 25,47076461 100,436769
3 0,2625 24,58 24,78160011 100,8201795
3 0,2684 25,08 25,33859608 101,031084 8101,3815691 0,01800224
3 0,2709 25,33 25,57461131 100,965698
3 0,2641 24,44 24,93264986 102,0157523
3 0,2679 24,55 25,29139303 103,0199309

4.2 Test d’homogénéité des variances :
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Ho : « les variances sont homogénes au seuil 5% »
S2max=5,904806362 > S%j =12,16022144 C.4 =0,485 Cigp (k=3 ; n=6) =0.707
Cca<Ciapdonc H acceptée les variances sont homogenes

4.3 Test de validité des moyennes :

Tableau 18 : Test de validité des moyennes

Source des Moyenne des Valeur critique pour
variations Somme des carrés Degré de liberté carrés Fcal F
Entre Groupes 1,498274541 2 0,74913727 | 0,18481668 3,682320344
A l'intérieur des
groupes 60,8011072 15 4,053407147
Total 62,29938174 17

a l'aide du test du Fisher a permis de mettre @&teé@ce I'effet du facteur jour il n’ ya pas de
différence statiguement significative puisqugfFiap

= Conclusion:

Les variances des trois groupes sont consitér@®genes au risque 5% et la fidélité de la
méthode est jugée satisfaisante puisque les ciegitficde variation de la répétabilité et de la
reproductibilité sont inférieurs a 5% et le testikher des série 1 ; 2 et 3 qui a montré queske te
n’est pas significatif.

[I. Discussion :

Le but du présent travail a été mené a biersquéi la validation analytique du test de dissatutio
a bien été satisfaisante. Cette validation s’esédaur quatre critéres.

En effet, ces test statistiques ont fournitrieupe que la méthode est bel bien spécifique,
puisqu’elle permet I'analyse univoque du principéfanéme en présence des excipients. De plus
ces tests statistiques ont permis de démontrelaquéthode est linéaire au risque 5%, qu’elle est
exacte comme intervalle de confiance du taux deusgement comprend la valeur 100%, et qu’elle
est fidéle étant donné que ces coefficients datran de répétabilité et de la fidélité intermédiai
sont inferieurs a 5% et le test de Fisher pouséems 1 ; 2 et 3 qui a montré il n’ ya pas diffiee
significative entre les moyennes.
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CONCLUSION GENERALE

De nos jours, la qualité est requise dans touddesaines. Mais c’est pour I'industrie
pharmaceutique qu’elle représente une importanuoitate.

Afin de garantir la qualité des médicaments, |l®ves a des méthodes analytiques validées est
nécessaire. En effet, des résultats analytiquéeBagn conformité avec les réglementations
internationales sont requis d’autant plus qu’adaebde ces résultats, sont prises des décisions
critigues mettant en jeu la vie de milliers de parses.

Pour mener a bien cette étude, plusieurs réféteméglementaires, et plusieurs guidelines, sdat a
disposition des analystes, mais tous ces réfélepeivent différer au niveau de plusieurs points.
Par conséquent la validité de la méthode dépemarie du référentiel, terminologie et
meéthodologie choisie. Pour cette raison plusieemgatives d’harmonisation ont été mises en place.
En 2003, la SFSTP a publié un guide qui proposenamivelle vision quant aux bases de la
validation avec une distinction des régles de datigui reposent sur le profil d’exactitude. En
2006, un deuxieme numéro propose une méthodolegealdul statistique, simplifiant ainsi la
tache aux analystes et palliant les faiblesse®@adeiénne procédure.

Ainsi, toute industrie soucieuse du perfectionnetnderson systeme qualité se doit de revoir sa
politique qualité.
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