Q) dphal el 4y il jal) 4y ) seanl)
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET

POPULAIRE
#:f',._.":i_.-._:\ elall Sl g el aalaill 5 ) 5 -
){/ o \\ MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA N
(o 2t RECHERCHE SCIENTIFIQUE l,._
3aukhid Huh g s daals Ty

UNIVERSITE SALAH BOUBNIDER CONSTANTINE 3
Auall ad i)
FACULTE DE MEDECINE - DEPARTEMENT DE PHARMACIE

Mémoire de fin d’études en vue de I’obtention du
dipléme de
DOCTEUR EN PHARMACIE

DEVELOPPEMENT, VALIDATION ET
EVALUATION DE LA ROBUSTESSE D’UNE

METHODE ANALYTIQUE
Encadré par : Présente par :
Pr. LALAOUNA Abd El Djalil - ASSAM Widjdane
- DENECHE Radja
- LAMRI Ilhem

Composition du jury :
-Dr. TITEL Chimie analytique

- Dr. ALLAOUA Chimie thérapeutique

ANNEE UNIVERSITAIRE : 2020 - 2021




Table des matieres

LISTE TS TIGUIES ..ttt et e et e ettt e e nbe e e anbeeesnbeeeanteeeas I
LiSte S TADIBAUX .....eeiviiee et i
LISTE TS @NINEXES ....veeeieiieeeiiee ettt et e e e e e et e e et e ekt e e s st e e e st e e ante e e e nte e e e taeeenneeeennteeeanseeeanes v
Liste des abréviations et des aCrONYIMES ..........coiuiiieriiiiiiie et \
Liste desS dFINITIONS .......viiiieie e e et e ae e Vil
INtrOAUCTION GENEIAIE .......oeieiieeee e et 1

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
Chapitre I. SPECTROPHOTOMETRIE D’ABSORPTION DANS L’ULTRAVIOLET

e IV 5 = OO EEERR 3
ISR D 1 1 o] PSSR 3
2. DOMAINg SPECLIAL ......eiiiiiiiieiee et 3
Be  PIINCIPE ettt 4
4,  Détermination de I’abSOrDance ..........ueeiiiiiiiiiiiiiiiiii e 5
T =0 U0 1= 40 €SP SURROURRSTR 6
6. Application de la spectrophotométrie dans 'UV visible .........cccvvvvvieeiiiiiiiiiiiiiiineennns 9

Chapitre I1. CYCLE DE VIE D’UNE METHODE ANALYTIQUE ......oovvvviviiiiiiiinn, 10
N B 1< 110 110 PO TP PR TP URTPPRUPRTS 10
2. Différentes phases du cycle de vie d’'une méthode analytique..............ooevvvvviiiinnnnnnns 10

2.1, Sélection de 1a METNOUE...........ooiiiiiiie 10
2.2.  Deéveloppement et OptimiSatiON ...........covuiveiiireiiire e 11
2.3, VAlIALION ..o 11
2.4, ULISALION BN FOULINE ....eoiiiieiiieiie ittt 12

Chapitre 111. VALIDATION DES METHODES ANALYTIQUES........c.coceiiiiiieiien, 14
O B 1< 110 1o PO PRSP U PRSPPI 14
2. Objectif de a Validation ............ccovviiiiii i 14
3. Types de méthodes d’analyses @ Valider ..........ccceeiviiiiiiiiiiiiicc e 14
4. ASPECES FEGIEMENTAITES. ... .eeeiiie e it ettt et e sre e e sbe e e s e e 14

4.1, NOIMME ISO 17025 .. .ottt aneeenree s 14
4.2, NOIMME ISO 5725 ... ettt nree s 15
4.3.  GuIdelines de [a FDA .........oo it 15
4.4, Normes AFNOR « NF V 03-110 % ...ccveiiieiieiiiie e seesiee e 15
4.5, GUIAEIINES TCH ..ot 15
4.6. Documents des commissions de 1a SFSTP ..o 15

B PIAVAIIIALION .. e 16



5.1.  Linéarité de la fonction de réPONSE .........ccueuiiieiieiieiieecie e 16
5.2.  Vérification de effet de matrice ..........oooeeeeeiiiiiiiiii 17

6.  Critéres de 1a ValIdation ...........cocveiiieiiie e 18
6.1.  Choix des critéres de la validation .............cccoeiiveiie e 18
6.2.  Différents criteres de la validation ..............ccceivveie i, 18
6.2.1. SpPECIfiCIte OU SEIECLIVILE ........ccveeeiiie e 19
6.2.2. LINEAIITE .......eiiiiiie ettt 20
B.2.3.  JUSEESSE .eiiitieie ettt ettt et e e as 20
B.2.4. FIABITE ...ttt 20
T ST e Tox 1 | (1 o [PPSR 20
6.2.6. Limite de détection (LOD) ......cccoeiieiieiieieerie e 21
6.2.7. Limite de quantification (LOQ) .......ccceiuiiimiiiieiiie et 21
6.2.8. Domaine d UtiliSAtION .......ccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeieeeeee e e e e e eeeeeea e e aeeeaees 21
6.2.9. RODUSEESSE ....eveieiiiie ettt et e e et e e nne e e nnae e nnneeennneeeenes 21

7. Revalidation des méthodes analytiqUeS ............ooviiiieiiieiiiiii e 22
Chapitre IV. PLANS D’EXPERIENCES ... 23
IO 1 10 o] PSSO SPRRSTR 23
2. Vocabulaire employé lors d’une étude réalisée par des plans d’expériences............... 23
2.1, REPONSE ..ottt e e e nes 23
2.2.  Facteur, niveau et domaine de variation d’un facteur.............cooeeeeviiieiiiiiiiniinnnn. 23
2.3.  Espace expérimental et domaine d’€tude ............oovvvvviiiiiiiiiiiiiii e 23
2.4, MatriCe A @XPETICTICE .. .eeiiiutiiiriiieee e e e e ettt et e e e e e e s s bbb e e e e e e s s st r e e e e e e s e neaeees 24
2.5.  Interactions faCtOriellesS ..........ooiiiiiiiiii i 244

3. Démarches MmethodoIOgIQUES. ........eeeiuireiiiie e 25
4. Différents types de plans d’eXPEIICNCES ... .uuuuiiiiieiiiiiiiiiiiiieee e e e e 26
4.1, Plans de MEIANGES .......cooiuiii ittt 26
4.2.  Plans pour surfaces de rEPONSE ........ccuveeiuieeiiiieeiiir e e 26
4.3, Plans de CriDIAgE ........eveiiiie e 26
4.3.1. Plans factoriels COMPIELS .........c.oeeiiiieiiiec e 27

AL DATINITION .ot 27

B. Construction des plans factoriels complets..........cccccooveiviiieiiie i 27

4.3.2. Plans factoriels fraCtioNNAIreS ..........ccueviiiiiieiiieiiie e 27

AL DATINITION .ot 27

B. Construction des plans factoriels fractionnaires .............cccccovveeviieeiiiec i, 27

5. Evaluation des MOGEIES.........c..ooiiiiiieiiieie et 30
5.1.  Analyse de [a VArianCe............ccovuvieiiiieiiiie et 30
5.2, Adéquation du MOGEIE............ccoiiieiiie et 31
5.2.1. Ajustement du mOdele..........covviiiiiii i 31
5.2.2. PIECISION ..uviiiiie ittt ettt ettt e ettt e be e nbeenree s 31

5.3, ANAlYSE dES MESIAUS .....ccuveiiiiie ettt 31



PARTIE PRATIQUE

1. Lieu et période de Petude........ccoviiiiiiiiiiiiiiii e 32
2. Présentation des ProUILS.........c.oiieiiiiiiiiiie e 32
2.1, Matiere Premilre : AAS ... 32
2.1.1. Structure et dénOmMINALION..........cciviiiie i 32
2.1.2. Propriétés phySiCO-ChImMIQUES .........c.coieiiiiiiiiie e 32
2.1.3. Proprietés therapeULIQUES.........ceruiiieiieiie e 33
A.  Effet anti-inflammatoire ..........coceiiieiiie e 33

B.  ACHION aNAIGIQUE ......ooiiiiiieii e 33

C. Effet antipyrétiQUe .......ovi i 34

D. Effet hEmatologiQUe .......c.eeivieiieiiie e 34

E. Effet gastro-intestinale.............cooviiiiiiiiiii e 34

F.  Effet gynéco-0bStEtriCale .........ooouiiiiiiiiieiiee e 34
00 S 1 To [ or: Y4 o PSSP 34
2.1.5. Proprietes SPECLIAlES .........ccuiiuiiiiiiiie et 34
0 o 0T LU T 1o PSRRI 35
2.3, MALEIIEIS ... 38
20 01 R o 0T LU | PSSR 38
2.3.2. EQUIPRIMENTS. .. .ottt ettt ettt ettt ettt 38
A. Spectrophotometre UV-Visible...........ccove i 38

B. Balance ANalYLIQUE .........oooiiieeiiic e 38

C. Agitateur magnétique avec plaque chauffante.............ccccoeveeiiie e, 38

D.  LOGICIEIS ettt 38

2.4, RBACHITS ... 38
3. Deéveloppement de la méthode de dOSAge ........ececveeeiiiieeiiie e 39
3.1. Choix de la méthode de dOSAge ........evevirrieiiiie i 39
3.2, ChOIX AU SOIVANT ...t 41
321, SOMUBIHEE ... 41
3.2.2. TIANSPAIEICE .eeeieeiiiiiiiteet et e e e e e ettt et e e e e s s r e e e e e e s s et b b et e e e e e e s a bbb e eeeeeas 41
3.3.  Parametres de l'analyse SPecCtrale ............ccccoveeeiiiee i 42
3.4.  Optimisation du protocole de préparation des SOIUtIONS .............ccceevivireiineenne, 433
3.4.1. Concentration du réactif de dérivation ............ccccccveviiiiieniienie e 433
34,2, ADSOIDANCES ..ottt 44
3.4.3. Intervalle de dosage (ou écart d’utilisation) de la méthode.............ccceeernnnnn. 44

A, PrEVAIAALION ... ..ottt 44
4.1, Préparation des SOIULIONS .........ecoiuiiiiiiie et 44
4.2.  Préparation de la SOIUtioN MEre.........cc.eeeiiiiiiiiici e 45
4.3, GAMME SANS MALIICE ..e.vviiiieiiieiiieeiee st et eesee et e et e st e b e e sreeabeeaneeenree s 45
4.4, GAMME QVEC MALIICE .....eiiiieiiiiesiieeiie st e st et et e st et e et e s rbeesnbeesreeabeeaneeenneens 45
4.5. Mesure des aDSOrDANCES ..........cciuiiiiiiiiieiii et 46
4.6.  Evaluation de 1a lINEArtE ..........ccouiiiiiiiece e 47
4.7. Evaluation de ’effet de matrice.............ccccoovviiiiiiiiiiieeeeeee, 50
4.8, SEADIII.....oeiiiee e 52



B NV AIAALION e e e 53

5.1 SPECITICITE ..ot 53
5.2.  Evaluation de la justesse, de la fidélité et de la linéarité...........c...ccceevverveinnnnn, 55
5.2.1. FONCLION 08 FEPONSE. ... .eiteeiieiieitesieestee bt e sttt sttt sttt b et nbe e 55
5.2.2. PrédiCtioNS INVEISE .. .veevieiiieiie ettt see et e e stva et e e sba e snaeesaeeanaaennee s 56
5.2.3. Calcul de la justesse, de la fidélité et de I’erreur totale ............cccevvvveveerinnnnn. 57
5.2.4. Profil d’eXacCtitUde .....ceevviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee ettt 59
5.2.5. Interprétation des résultats et choix de la fonction de réponse ...............c........ 62
5.2.6. Limite de quantifiCAtION..........c.ooiiiiiiiiii e 63
5.2.7. Evaluation de la liNEarité ............cceeiieiiie i 63
5.2.8. Limites de détection et de quantification............cccoceviirieiiiiiii e, 65

6. Evaluation de 18 rODUSTESSE ......cccuvieiiiie ettt e 66
6.1, ODJECHIT ... 66
6.2.  Choix de 1a réponse @ aNalYSEr..........c.oiieiieiiiie e 66
6.3, ChoiX deS FACIBUIS ... .eeiiiiie et 66
6.4.  Definition des niveauX des faCteUIS ..........eeoieveiiire i 67
6.5. Choix du plan d’eXPETICNCE ........uvveiirieiiiieiiie et 67
6.6. Matrice d’eXpPEriMENtaAtiON. .........uveeiirieiirieiiie et et 67
6.7.  Modele MathemMAatIQUE ........ccuiiiiiiiiieiie e 69
6.8.  Résultats obtenus lors de 1’étude de la robustesse ..........cccvevvviiiiiiiiiiiinnnniiiinnee, 70
6.8.1. REASURALS HES BSSAIS......cveiiiieiiiieiiie ettt 70
6.8.2. CalCul deS BFFELS .....ciueiiiie i 70
6.8.3. Evaluation du mOdele ...........ccoooeiiiiiiiii 71
A, Analyse de 1a VArianCe ..........coiiive i 71

B.  Adéquation du MOUEIE.........c.eveiiiie et 71

C.  ANAlYSE dES MESIAUS .....eeiviee et e e s 72
6.8.4. Modele MathEmMatiQUE ..........coiuiiiiiiiie e 73
IR ST O g 1 o] - To =TSP SRPR 73
A.  Contribution des faCtBUIS ........coviiiii i 73

B. Représentation graphique des effetS........ccoovve i 74
CONCIUSION GENETAIE.........oeeieeie et e e e e e st e e e e aee e 76

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

ANNEXES

Résumé
Abstract



Résume

La validation est une étape cruciale lors du développement d’une méthode analytique. Son
importance et sa nécessité sont décrites dans plusieurs textes réglementaires. L’un des critéres
de la validation est I’étude de la robustesse. Cette étude permet de révéler quels parametres
influents sur les résultats de la méthode étudiée. Par conséquent, elle détermine le degré de

précision et les précautions que 1’analyste doit prendre en compte lors de 1’analyse.

Cette ¢étude a permis le développement et la validation d’une méthode de dosage
spectrophotométrique de I’acide acétylsalicylique dans le produit fini ACEPRAL comprimé
dosé 500 mg. L approche du profil d’exactitude décrite dans les guidelines de la SFSTP (2003-
2006) a permis de valider la méthode. Les résultats obtenus ont dévoilé que la méthode de

dosage est valide en termes de spécificité, linéarité, justesse, fidélité et d’exactitude.

L’estimation de la robustesse a été exécutée en se basant sur la méthodologie des plans
d’expériences. Grace au plan de criblage factoriel complet (2%) employé, les résultats obtenus
ont montré que les facteurs qui influencent ’absorbance des solutions sont la concentration de
NaOH, le volume de la solution de FeCls et le temps de 1’hydrolyse avec des pourcentages de
contribution respectifs de 72,11%, 11,26% et 1,20%. Cette expertise permet de conclure que la
concentration de NaOH et le volume de la solution de FeClz doivent étre mesurés avec la plus
grande précision. La méthode peut étre considérée comme robuste a la variation du temps

d’hydrolyse a un risque de 1,20% dans I’intervalle 5 a 15 min.

La stratégie des plans d’expériences est économique en essais et généreuse en renseignements.
Effectivement, cette méthodologie a permis d’établir un modéle mathématique valide, de
discerner les facteurs influents sur la réponse et révéler leurs interactions ainsi que le
pourcentage de contribution de chacun, et d’estimer la robustesse de la méthode dans les limites

du domaine étudié.

Mots clés : Robustesse, validation, plan d’expérience, criblage, aspirine, spectrophotométre.



Abstract

Validation is a crucial step in the development of an analytical method. Its importance and
necessity are described in several regulatory texts. One of the criteria of the validation is the
study of the robustness. This study reveals which parameters influence the results of the studied
method. Consequently, it determines the degree of precision and the precautions that the analyst
must take into account during the analysis.

This study allowed the development and validation of a spectrophotometric dosage of
acetylsalicylic acid in the finished product ACEPRAL 500 mg tablets. The accuracy profile
approach described in the SFSTP guidelines (2003-2006) was used to validate this method. The
results obtained revealed that the analyze method is valid in terms of specificity, linearity,
trueness, precision and accuracy.

The robustness estimation was performed based on the design of experiments methodology.
Thanks to the complete factorial screening design (2°) employed, the results obtained showed
that the factors that influence the absorbance of the solution are the concentration of NaOH, the
volume of the FeClz solution and the time of hydrolysis with respective contribution
percentages of 72.11%, 11.26% and 1.20%. From this expertise, it can be concluded that the
concentration of NaOH and the volume of the FeCls solution should be measured with the
utmost precision. The method can be considered robust to the variation of hydrolysis time at a
risk of 1.20% in the interval of 5 to 15 min.

The design of experiments strategy is cost-effective in testing and generous in information.
Indeed, this methodology allowed to establish a valid mathematical model, to detect the factors
influencing the response and reveal their interactions as well as the percentage of their
contribution, and to estimate the robustness of the method within the limits of the studied

domain.

Key words: Robustness, validation, experimental design, screening, aspirin,

spectrophotometer.



