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INTRODUCTION 
 

 

L’industrie pharmaceutique est confrontée à deux enjeux majeurs : développer et 

produire des médicaments de qualité et optimiser leur production. La maitrise de la qualité 

repose sur un système : l’assurance qualité.  

Les Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) des médicaments constituent un des éléments de 

l’assurance de la qualité. L’application des BPF permet de garantir que les produits sont 

fabriqués et contrôlés de façon maîtrisée et selon les normes de qualité adaptées à leur 

emploi et les spécifications définies par l’Autorisation de Mise sur le Marché. Elles 

s’appliquent à l’ensemble des opérations pharmaceutiques notamment la production et le 

contrôle de la qualité. 

 

Dans le monde actuel de l’industrie en général et donc également au niveau de l’industrie 

pharmaceutique, la productivité est devenue essentielle afin de réduire au maximum les 

coûts. Au sens économique du terme, le gain de productivité est défini comme une 

augmentation de l’efficacité apparente du processus productif ou bien comme l’ensemble 

des économies réalisées dans le processus de production.  

 

Cette volonté de réduction des coûts va se traduire au niveau des laboratoires de contrôle 

qualité par l’utilisation de méthodes analytiques dites "productives". Les réductions vont 

pouvoir se gagner sur trois niveaux avec : 

- la durée d’analyse avec pour exemple le temps d’occupation machine 

- la Main d’œuvre Directe qui correspond au temps opérateur (du début à la fin de 

l’analyse y compris la rédaction) 

- la consommation de réactifs 

 

L’objet de cette thèse est donc de présenter au travers d’un cas concret, l’optimisation des 

méthodes analytiques pour le contrôle des médicaments dans le but d’obtenir un gain de 

productivité. 
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La première partie de ce travail introduit différentes méthodes analytiques productives ainsi 

qu’un exemple de chiffrage des gains pour des médicaments par comparaison entre 

l’ancienne et la nouvelle méthode. A la suite de cela, un logigramme est proposé, 

synthétisant une méthodologie, applicable quel que soit le médicament, afin de choisir en 

fonction des besoins exprimés, la méthode d’optimisation adaptée.  

 

La deuxième partie présente un cas concret d’optimisation. Ce cas correspond à un travail 

réalisé durant le stage de sixième année de pharmacie option industrie effectué sur un site 

industriel pharmaceutique au niveau du laboratoire de développement analytique. 

 

 

  



           

11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PARTIE A 

 

LE DEVELOPPEMENT PHARMACEUTIQUE 
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Le processus d’élaboration d’un médicament est rigoureusement contrôlé par les 

Autorités de Santé. L’industrie pharmaceutique suit les règles et recommandations décrites 

dans les Bonnes Pratiques de Fabrication ainsi que dans les Bonnes Pratiques de Laboratoire 

(BPL) au moment de la production et du contrôle du médicament. Elle doit également 

obtenir une Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) avant la commercialisation d’un 

médicament. 

 

 

I Autorisation de Mise sur le Marché internationale 
 

 La version internationale harmonisée de l’AMM se nomme le Common Technical 

Document (CTD). Ce dossier va permettre de regrouper les informations sur la qualité, 

l’efficacité et la sécurité d’un médicament. Il se divise en 5 modules1 représentés dans la 

figure 1 : 

- module 1 : informations administratives spécifiques à chaque région  où le dossier 

est déposé (exemple Japon ; Union Européenne) 

- module 2 : sommaire et résumé des parties suivantes 

- module 3 : partie qualité2, elle-même subdivisée en trois sections dont deux sont 

développées dans la suite de la thèse : 

 3.2.S : informations sur la substance active 

 3.2.P : informations sur le produit fini 

- module 4 : rapport des études non cliniques 

- module 5 : rapport des études cliniques 

 

Le CTD est obligatoire depuis le 1 Juillet 2003 et remplace donc l’ancien dossier d’AMM 

français dont la partie dossier pharmaceutique se retrouve dans le module 3 du CTD et les 

parties sur la pharmacocinétique, la pharmacologie et sur la toxicologie du dossier d’AMM 

sont présentes dans le module 4 du CTD.  
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Figure 1 : Organisation du CTD3 

 

 

I.A Substance active 
 

Pour cette partie, plusieurs exigences sont mentionnées dans le CTD. Les 

informations générales regroupent des renseignements sur la molécule active du 

médicament notamment sur la nomenclature de celle-ci, ainsi que sur sa structure et les 

propriétés physicochimiques. 

 

 

  I.A.1 Production 
 

En ce qui concerne les informations sur la production, il est obligatoire de connaitre 

le fabricant, tout comme le site de fabrication. Ensuite le processus de production et les 
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différents contrôles réalisés doivent être décrits. Dans le diagramme résumé du processus 

apparaissent les informations suivantes : 

- formule 

- réactifs 

- masses des composés 

- nature des opérations 

- taille des lots 

- matériel … 

 

Une autre sous-partie va justifier du développement du processus de fabrication notamment 

avec le changement d’échelle pour la taille des lots ou d’autres modifications sur le 

processus. Les données servant à la validation de ce processus sont également inscrites dans 

le dossier. 

Enfin, pour le processus, il est nécessaire de justifier le contrôle des étapes critiques et leurs 

critères d’acceptation avec l’ensemble des données expérimentales récoltées lors des essais 

et de la validation du processus. 

 

 

  I.A.2 Contrôle qualité 
 

On peut distinguer le contrôle effectué sur les matières premières servant à la 

fabrication de la substance active du contrôle réalisé sur le produit fini. 

Dans le deuxième cas, le CTD va contenir des informations sur les spécifications de la 

substance active ainsi que sur leur justification. Les lots sont aussi décrits avec le plan 

d’échantillonnage. 

 

Les différentes procédures d’analyse de la substance active doivent aussi être fournies. Au 

niveau du contrôle, les différents types de contrôle sont : 

- l’identification de la substance qui peut se faire selon diverses techniques telles 

que la chromatographie, la spectrophotométrie ultra-violet, l’infrarouge ou 

encore par réaction chimique 

- les essais avec le dosage de la substance 
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- l’identification et le dosage des impuretés 

 

Chacune des méthodes utilisées pour le contrôle de la substance active doit être validée4 

afin de prouver que les résultats qu’elle donne sont en accord avec ce pourquoi elle est 

destinée. Les données servant à cette validation doivent être présentes dans le common 

technical document tout comme les informations sur les standards et les réactifs utilisés 

dans les procédures analytiques. 

 

 

  I.A.3 Stabilité 
 

 Les études de stabilité5 sont nécessaires afin de mettre en évidence les variations de 

la qualité de la substance active avec le temps. Des facteurs environnementaux 

interviennent sur cette variation tels que : 

- la température 

- l’humidité 

- la lumière 

Il est donc nécessaire de réaliser des tests en faisant varier ces facteurs dans le but de 

déterminer la péremption de la substance et les conditions de stockage de celle-ci.  

 

En ce qui concerne les deux premiers facteurs (température et humidité), lors d’une étude 

de stabilité en conditions réelles, ces dernières sont déterminées en fonction des zones 

climatiques où le produit est utilisé : 

- Zone climatique europe (25° C / 60 % Humidité Relative)  

- Zone climatique tropicale (30° C / 65 % HR)  

- Zone Tropicale humide (40° C / 75 % HR) 

Pour les études à long terme, la durée minimale des études de stabilité devant apparaitre 

dans le CTD est de douze mois. Pour celles à court terme, la durée minimale est de six mois. 

Il est également possible de réaliser une étude avec des conditions spécifiques simulant les 

conditions de transport. La fréquence des analyses réalisées sur les échantillons est de trois 

mois la première année puis de six mois la deuxième et une fois par an si la durée de l’étude 

est de minimum trois ans. 
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Pour la photostabilité6, deux options sont utilisables : 

- toute source lumineuse permettant une émission lumineuse proche de la lumière 

naturelle (exemple : lampe fluorescente combinant lumière visible et ultra-

violette) 

- l’échantillon doit d’abord être exposé à la lumière fluorescente blanche puis à 

une lampe UV avec un maximum d’énergie entre 350 et 370 nm 

 

 

I.B Produit fini 
 

Concernant le produit fini, le même type d’information doit être noté dans le CTD 

que ce soit pour la production, le contrôle qualité ou les études de stabilité. En plus de celles 

présentées auparavant, apparaissent des informations spécifiques sur : 

- la forme galénique et la voie d’administration 

- la formulation avec la concentration de chaque excipient 

- le système de fermeture du contenant pour démontrer son efficacité, sa 

pertinence en fonction de ses objectifs 

- la compatibilité avec les diluants de reconstitution du médicament (exemple : eau 

pour préparation injectable) ou le système pour le dosage 
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II Validation des méthodes analytiques 
 

 Plusieurs guides existent afin de réaliser l’étape de validation des méthodes servant à 

l’analyse d’un médicament, tels que le guide ICH Q2A4, le guide SFSTP7 (Société Française 

des Sciences Techniques Pharmaceutiques), les Pharmacopées  (USP8 ; Européenne ; 

Japonaise). Plusieurs paramètres sont à valider en fonction du type d’analyse (Tableau I) : 

- la spécificité 

- la linéarité 

- l’exactitude 

- la fidélité 

- les limites de détection et de quantification 

- l’intervalle de mesure 

 

 

Tableau I : Paramètres à valider en fonction du type d'analyse (d’après l’ICH Q2A) 

 

 

Type de méthode de contrôle 

Identification 
Impuretés Dosage du 

Principe Actif 
(PA) 

Dosage Limite 

Spécificité + + + + 

Linéarité - + - + 

Exactitude - + - + 

Fidélité 

Répétabilité - + - + 

Répét. Intermédiaire - + - + 

Reproductibilité - + - + 

Limite de Détection - - + - 

Limite de Quantification - + - - 

Intervalle de mesure - + - + 
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II.A Spécificité  
 

La spécificité d’une procédure analytique est sa capacité à permettre l’évaluation 

qualitative univoque de la substance à analyser, en présence de composés susceptibles de 

l’accompagner tels que d’autres principes actifs, excipients, substances apparentées, 

produits de dégradation. 

 

Concrètement, la méthode est testée sur les autres produits présents dans le médicament 

afin de vérifier leur non interférence. Il y a également la possibilité d’effectuer une étude de 

dégradation forcée où plusieurs conditions sont testées pour faire apparaitre des produits 

de dégradation : 

- stress thermique 

- stress à la lumière 

- stress oxydant 

- stress acide 

- stress basique 

 

 

II.B Linéarité 
 

La linéarité d’une procédure analytique donnée est sa capacité, à l’intérieur d’un 

intervalle donné, à fournir des résultats directement proportionnels à la concentration ou à 

la quantité de substance présente dans l’échantillon. 

 

Elle est vérifiée sur une gamme de concentrations dont l’intervalle de mesure correspond à 

la méthode à vérifier. Un minimum de cinq points répétés trois fois est recommandé pour la 

pertinence des résultats. L’étude de la linéarité est répétée trois jours de suite sur les 

principes actifs seuls et sur les formes reconstituées. Afin de vérifier la validité de la linéarité, 

il est nécessaire d’effectuer un contrôle statistique sur les résultats obtenus.  
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II.C Exactitude 
 

L’exactitude d’une procédure analytique exprime l’étroitesse de l’accord entre la 

valeur acceptée comme conventionnellement vraie, ou comme valeur de référence et la 

valeur trouvée. Elle est parfois appelée justesse. 

 

Les guides de validation recommandent d’évaluer l’exactitude sur un minimum de neuf 

déterminations avec au moins trois niveaux de concentration, pour exemple trois 

concentrations seront répétées trois fois. L’étude statistique des résultats va permettre de 

vérifier l’exactitude de la méthode. Pour cela, on calcule le taux de recouvrement r qui 

représente le rapport entre la concentration estimée par le modèle mathématique et la 

teneur théorique réelle. Il permet d’apprécier la justesse de la méthode pour chaque 

principe actif. 

 

100  x  
C

C
 r

i

e


 

 

avec : Ce : Concentration du principe actif estimée par l’appareil  
Ci : Concentration du principe actif introduite exactement 

 

La méthode est exacte, si r ne varie pas de  1,5% par rapport à la concentration théorique. 

 

 

II.D Fidélité 
 

La fidélité d’une procédure analytique est un terme général s’appliquant à la 

variabilité entre des essais répétés. Elle exprime l’étroitesse de l’accord (degré de dispersion) 

entre une série de mesures obtenues à partir de plusieurs prises d’essai provenant d’un 

même échantillon homogène, dans les conditions prescrites. 

Les essais effectués sur des produits identiques, dans des circonstances présumées 

identiques, ne conduisent généralement pas à des résultats identiques. Cela est dû à 

l’existence d’erreurs à caractère aléatoire, inhérentes à toute méthode d’essai.  
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Les facteurs susceptibles d’influer sur le résultat d’un essai ne peuvent pas être tous 

contrôlés. Dans l’interprétation pratique des résultats d’un essai, il est nécessaire de tenir 

compte de cette variabilité. 

De nombreux facteurs (en dehors des erreurs de type systématique) peuvent contribuer à la 

variabilité d’une méthode d’essai, comprenant : l’opérateur, l’équipement utilisé, 

l’étalonnage de l’équipement, l’environnement ambiant, le temps, les réactifs… 

Cette variabilité est plus grande lorsque les essais à comparer ont été effectués par des 

opérateurs différents et/ou avec des instruments différents, que lorsqu’ils ont été obtenus 

par le même opérateur utilisant le même équipement. 

 

La fidélité peut être considérée à 3 niveaux : répétabilité, fidélité intermédiaire et 

reproductibilité. La répétabilité et la reproductibilité sont les deux mesures les plus extrêmes 

de la variabilité.  

 

La répétabilité se rapporte à des essais de la même grandeur, effectués dans des conditions 

aussi stables que possible. Elle représente la mesure de la fidélité obtenue dans des 

conditions opératoires identiques et dans un court intervalle de temps (même analyste, 

même équipement, mêmes réactifs). 

Les normes ICH recommandent d’évaluer la répétabilité sur un minimum de neuf 

déterminations couvrant la zone de dosage spécifiée, c’est-à-dire trois concentrations 

répétés trois fois chacune. 

 

La fidélité intermédiaire est l’expression de la variabilité intra-laboratoire (mesures 

effectuées à des jours différents, par des analystes différents, avec des équipements 

différents, …). 

Toujours selon le guide ICH Q2A, il est recommandé d’utiliser un plan expérimental afin 

d’étudier la fidélité intermédiaire. 

 

La reproductibilité correspond à une variabilité inter-laboratoire. Elle est donc testée lors du 

transfert de la méthode entre deux laboratoires. 
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II.E Intervalle de mesure 
 

Il découle des études de linéarité et dépend du type d’application prévu par la 

procédure. Pour l’établir, il faut confirmer que la procédure est linéaire, exacte et fidèle 

lorsqu’elle est appliquée à des échantillons contenant la substance à des concentrations 

comprises dans l’intervalle de mesure spécifié. Les intervalles de mesure minimum à 

considérer sont : 

- 80 à 120% de la concentration théorique pour le dosage des solutions à analyser 

- 70 à 130% de la concentration d’essai pour une uniformité de teneur 

- jusqu’à 120% de la limite spécifiée pour le dosage des impuretés  

 

 

II.F Limite de détection et de quantification 
 

La limite de détection (LOD) est la plus petite quantité ou concentration d’une 

substance à analyser qui puisse être détectée avec une certitude suffisante. 

L’ICH distingue deux modes de calcul : 

- si la LOD est basée sur le rapport signal sur bruit (comme dans le cas des 

méthodes de chromatographie liquide), il faut comparer le signal mesuré par la 

hauteur du pic d’intérêt au signal mesuré par la ligne de base. Le rapport 

considéré comme acceptable est de 3. 

- si la LOD est calculée par rapport à l’écart-type de la réponse et la pente de la 

courbe pour les méthodes donnant des résultats chiffrés (exemple d’une 

méthode par spectrophotométrie UV), elle s’exprime par : LOD = 3,3σ / a 

avec σ qui représente l’écart-type et a la pente de la droite. L’écart-type peut-être 

calculé à partir du blanc correspondant à une concentration en analyte égale à 

zéro ou à partir d’une calibration spécifique pour des séries de concentrations 

proches de la LOD. 
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La Limite de quantification (LOQ) est la plus petite quantité ou concentration d’une 

substance à analyser qui puisse être dosée avec une certitude suffisante. Elle se calcule de la 

même façon que la LOD et le rapport, dans les deux modes de calcul, doit être égal à dix.   

 

 

II.G Stabilité des solutions et robustesse 
 

 Ces deux paramètres ne sont pas obligatoires pour valider une méthode analytique. 

Cependant ils apportent des informations importantes et utiles. 

 

Pour la stabilité des solutions, Il s’agit ici de montrer que les solutions, témoins et essais, ne 

se dégradent pas pendant la durée des analyses. Donc si les résultats obtenus sont non 

conformes, cela permettra d’éliminer l’hypothèse d’une attente trop importante avant de 

l’analyser. 

 

La robustesse d’une procédure analytique est une mesure de sa capacité à ne pas être 

affectée par des modifications faibles, délibérées, de facteurs associés à la procédure. Elle 

donne une indication de la fiabilité de la procédure dans les conditions normales 

d’applications. 

L’intérêt est de définir les variations admissibles de chacun des paramètres opératoires 

susceptibles de modifier le résultat de l’analyse. Le guide ICH déclare que cette étude doit 

être faite lors du développement de la méthode et non lors de la validation. 
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III Optimisation des méthodes analytiques 
 

 III.A Aspect technique 
 

Comme le montre la figure 2, une méthode de contrôle analytique n’est pas 

immuable. Il y a la possibilité de la modifier pour l’optimiser. Cette volonté d’optimisation se 

fait en fonction de besoins exprimés par les utilisateurs de la méthode. Les besoins peuvent 

être variés avec notamment une volonté de réduction des coûts donc de gain de 

productivité. 

 

 

 

 
Figure 2 : Cycle de vie d'une méthode analytique 

 

 

Mais en plus de la volonté d’un gain de temps dans le cycle d’analyse d’un produit, les 

besoins d’optimisation d’une méthode sont souvent liés à un manque de robustesse de 

celle-ci que ce soit par :  

- des résultats dépendants de l’appareillage utilisé 

- une faible sensibilité 

- une faible précision 

- … 
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Une des conséquences est la relance fréquente nécessaire des analyses pour des résultats 

hors spécifications, des tests de conformité non conformes qui ne sont pourtant pas dus aux 

produits analysés mais à la méthode utilisée.  

Dans ce cas, en améliorant la robustesse par l’optimisation, il est aussi possible de chercher à 

gagner en productivité en : 

- diminuant le temps d’analyse  

- diminuant la consommation de solvants 

- diminuant le temps opérateur 

- réalisant une synergie entre différents types d’analyse, c’est-à-dire n’avoir plus 

qu’une méthode unique pour plusieurs analyses telles que le dosage des 

impuretés et du principe actif 

 

 

III.B Aspect réglementaire 
 

Lors de l’optimisation d’une méthode analytique, différents aspects sont à prendre 

en compte notamment au niveau règlementaire. En effet, selon les BPF9, tout changement 

susceptible d’influencer la qualité d’un médicament doit être demandé, documenté et 

accepté de manière formelle. C’est ce que l’on appelle la gestion des modifications (change 

control). 

 

Les modifications dans le cadre d’une AMM sont envisagées dans les textes réglementaires. 

Elles sont même parfois obligatoires en ce qui concerne les méthodes de fabrication et de 

contrôle afin de tenir compte des progrès scientifiques et techniques et introduire toutes les 

modifications nécessaires pour que le médicament soit fabriqué et contrôlé selon les 

méthodes scientifiques reconnues. 

 

L’impact d’une modification (au niveau d’une méthode analytique ou non) doit être évalué 

par une analyse de risque. Au niveau réglementaire, cela peut entrainer la nécessité de 

réaliser une revalidation de la méthode et de modifier le dossier d’AMM déposé. 
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Une modification de l’AMM est appelée variation. Il en existe trois types10 dans le cas d’un 

dossier européen : 

- IA (mineure) : modification administrative ou technique qui nécessite une 

notification mais pas d’évaluation technique 

- IB (mineure) : modification nécessitant une notification et une évaluation 

technique correspondant en général au cas de l’optimisation des méthodes 

analytiques 

- II (majeure) : modification nécessitant une notification avec un rapport d’expert, 

une évaluation technique et une autorisation avec pour exemple les changements 

de dosage 

 

La catégorisation se fait en fonction du degré de modification. Différentes guidelines dont 

‟dossier requirements for type IA and IB notifications”11 définissent le champ d’application 

de ces variations, les procédures de notification ou d’autorisation qui prévoient la 

documentation à fournir. 
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IV Recensement des méthodes analytiques productives 
 

Le laboratoire de contrôle qui souhaite mettre en place une méthode analytique 

productive doit commencer par recenser celles qui pourront être utilisées. Dans cette thèse, 

nous présentons quatre méthodes :  

- la spectrophotométrie ultra-violet en analyse multi-composante (UV-MCA) 

- le proche infrarouge (PIR) 

- la chromatographie liquide haute performance (HPLC) optimisée 

- le couplage préparateur automatique d’échantillon - chromatographie liquide à 

ultra haute pression (CTS-UHPLC)  

 

Pour chacune d’elles, ce chapitre donne l’explication théorique en mettant en avant leurs 

forces et leurs faiblesses et en présentant un exemple de chiffrage des gains de productivité 

obtenus par rapport à la méthode non optimisée. 

Un SWOT (outil d’aide à la décision par collecte et traitement des données) a été construit 

pour résumer ces forces et faiblesses. L’acronyme SWOT correspond à : S = Strengths 

(Forces), W = Weaknesses (Faiblesses), O = Opportunities (Opportunités), T = Threats 

(Menaces). Ces 2 derniers sont également des forces et des faiblesses mais indirectement 

imputables à la technique elle-même. 

 

Pour le chiffrage des gains de productivité des différentes techniques, il a été nécessaire de 

comparer la nouvelle et l’ancienne méthode. Les gains sont divisés en 3 catégories avec : 

- le temps de run de l’analyse (temps appareillage) 

- la Main d’œuvre Direct (MOD) correspondant au temps opérateur 

- la consommation de solvants 
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 IV.A UV-MCA 
 

La spectrophotométrie UV-MCA12, 13 est une  méthode d’analyse UV-Visible pouvant 

doser simultanément plusieurs produits à l’intérieur d’une même forme galénique. C’est une 

méthode analytique basée sur l’additivité de la loi de Beer-Lambert et qui prend en 

considération plusieurs variables tels que le nombre de substances à analyser ou encore le 

nombre de longueurs d’onde (on parle d’analyse multivariable). 

Elle est généralement basée sur la spectrophotométrie dérivée correspondant à la 

transformation d’un spectre d’absorption en spectres de dérivée première, seconde ou 

d’ordres supérieurs et requiert l’utilisation de la chimiométrie. 

 

 

IV.A.1Prétraitement : la spectrophotométrie dérivée 
 

 

La spectrophotométrie dérivée consiste en la transformation mathématique d’un 

spectre d’absorption (ordre zéro) en spectres de dérivée première, seconde ou d’ordres 

supérieurs. Le spectre de dérivée première représente la pente du spectre originel en 

chacun de ces points, c’est-à-dire qu’il consiste à l’enregistrement du gradient dA/dλ en 

fonction de λ14. La dérivée de l’absorbance par rapport à la longueur d’onde reste 

proportionnelle à la concentration. 

 

La spectrophotométrie dérivée permet d’améliorer la précision des dosages lorsqu’on est en 

présence de mélanges de composés dont les spectres sont peu différents (figure 3). Les 

courbes dérivées, au sens mathématique du terme, amplifient les faibles variations de pente 

du spectre initial. Ainsi, l’absorbance d’un composé, quasiment invisible sur le spectre 

original parce que noyée dans une absorbance régulière provenant d’un effet de matrice, 

devient détectable. 

 



           

28 

 

 

 

 

 

De nombreux logiciels de traitement des données sont associés au spectrophotomètre pour 

trouver la composition du mélange. Nous décrirons ci-après celui basé sur l’algorithme de 

Savitzky et Golay. 

La dérivation s’effectue en deux étapes :  

- acquisition d’un spectre sur un intervalle de longueurs d’onde 

- le spectre subit un algorithme de Savitzky et Golay 

 

 

IV.A.2 Algorithme de Savitzky et Golay (dérivation et lissage) 
 

Pour chaque point du tracé, la méthode de calcul sélectionne une série de points  

égale à la largeur de la fente autour du point désiré. Puis, elle ajuste la courbe d’un degré 

polynomial spécifié, calculé grâce à la méthode des moindres carrés. La courbe ajustée est 

ensuite utilisée pour calculer la nouvelle valeur du point voulu et la dérivation de ce point. 

 

 

Ordre de dérivation  
 

La dérivation est indispensable dans le cas de composés ayant des spectres similaires 

afin d’amplifier les différences spectrales. Cependant, plus le spectre est dérivé, plus le signal 

est diminué et le bruit de fond augmenté. La dérivation s’effectue pas à pas jusqu'à 

l’obtention de résultats les plus cohérents possibles. 
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Figure 3 : Exemple de dérivation d'un spectre 
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Intervalle de dérivation  
 

L’intervalle de dérivation correspond à la zone où les données vont être collectées et 

traitées mathématiquement. Cet intervalle doit contenir le plus de différences spectrales 

possibles entre les composés afin d’obtenir les résultats les plus exacts. 

 

 

Filter length 
 

Il s’agit de la fenêtre qui encadre le point du spectre à lisser. La fenêtre se déplace 

après application du degré polynomial afin de lisser l’intégralité du spectre. Pour le 

déterminer, il est important de vérifier qu’il n’augmente pas significativement le bruit de 

fond lors de la dérivation mathématique et que l’algorithme ne soit pas trop lissant avec la 

valeur choisie.  

 

 

Degré polynomial 
 

Appliquer une fonction polynomiale permet d’obtenir un meilleur ratio signal/bruit 

de fond. Le degré polynomial va modéliser la zone du spectre dérivé. 

Un degré trop élevé entraîne une modélisation d’une plus grande partie du spectre mais 

tend à ajouter des structures au spectre qui ne sont pas présentes avec les données brutes. 

Inversement, un degré trop bas moyenne les structures existantes comme un point 

d’inflexion. Il est nécessaire pour la personne en charge du développement de trouver un 

juste milieu en fonction des résultats des expérimentations. 

 

 

IV.A.3 La calibration 
 

La calibration est la corrélation entre la valeur de la dérivée obtenue et la concentration 

connue du standard. Compte-tenu de la méthode en UV-MCA, cette courbe de calibration 

est une droite correspondant à la loi de Beer-Lambert. Ainsi, les coefficients de la calibration 
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obtenus pour chaque composé correspondent aux coefficients d’absorption molaire et sont 

caractéristiques du composé à une longueur d’onde donnée.  

 

La droite est obtenue en utilisant les spectres de solutions des composés purs et/ou les 

spectres de solutions des  composés en mélange. Ajustée avec les données, elle permet de 

calculer les coefficients de la calibration, en appliquant la loi d’additivité de Beer-Lambert, à 

chaque longueur d’onde, sur l’intervalle de dérivation.  

Dans la calibration en multicomposant, autant de coefficients d’absorption molaire que de 

longueurs d’onde sont calculés à partir des standards. Le calcul des coefficients par le logiciel 

conduit à une matrice, obtenue en gèrant l’équation ci-après, devant être appliquée à 

chaque longueur d’onde pour chaque témoin.  

 

                      

 

   

 

 

avec : djk : valeur de dérivée à la jème longueur d’onde du kème standard (k=1,……., p)  
m : nombre de composés 
εji : coefficient d’absorption molaire du ième composé à la jème longueur d’onde  
Cik : concentration du ième composé du kème standard 
l : trajet optique 
Ejk : coefficient d’erreur statistique à la j

ème longueur d’onde du kème standard 
 

Le logiciel d’analyse multicomposant va procéder à plusieurs étapes pour effectuer la 

calibration : 

- calcul des coefficients d’absorption molaire de chaque composé à chaque 

longueur d’onde pour chaque témoin. Les données connues sont les 

concentrations réelles des composés et leurs spectres dans chacun des standards. 

- vérification des coefficients calculés, par une régression linéaire 

inverse (comparaison statistique des concentrations des témoins à partir des 

coefficients calculés et des spectres). 
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Par exemple, pour un médicament avec 2 principes actifs à doser (A et B) en mélange, on 

peut réaliser une calibration à 2 points, à partir d’une solution de A à 100% de la dose-cible, 

une solution de B à 100% de la dose-cible et une solution de A et B en mélange à 50% de la 

dose-cible.  

 

 

IV.A.4 Prédiction des concentrations pour un échantillon 
 

Le spectre du mélange correspond à la somme pondérée des spectres de chacun des 

constituants. Donc, à partir des données de la calibration décrite dans le paragraphe 

précédent, on peut déterminer la contribution du spectre de chacun des composés par 

rapport au spectre de l’échantillon inconnu, et en déduire les concentrations de chacun des 

analytes dans le mélange.  

 

Ces concentrations sont prédites par la résolution de l’équation suivante : 

 

Dech = HCech l + Eech 

 

avec : Dech : matrice des n valeurs dérivées (1 par longueur d’onde) 
H : coefficient de la matrice de calibration (calculé lors de la calibration) 
Cech : matrice des m concentrations en analytes (1 par analyte) 
l : trajet optique 
Eech : matrice des n erreurs statistiques (1 par longueur d’onde) 

 

Tout comme pour la calibration, le logiciel traite les données selon la méthode des moindres 

carrés avec le maximum de vraisemblance. La concentration du composé est obtenue en 

résolvant la matrice suivante (moindres carrés pondérés) : 

 

Cech = (HT


-1H)-1 HT


-1 Dech 

 

 (matrice de pondération) est calculé à partir des écarts-types SHji des coefficients de la 

calibration et des écarts-types SDechj des fonctions résultats de l'échantillon. T représente la 

matrice des composantes principales de chaque échantillon. 
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Cechi est l’estimation par les moindres carrés des concentrations des composés de 

l’échantillon inconnu. 

 

 

IV.A.5 Forces / faiblesses et chiffrage des gains de la technique 
 

Le tableau II présente les forces et les faiblesses de la technique, selon l’outil SWOT. 

 

 

Tableau II : SWOT de l'UV-MCA 

 

Strengths (forces)  

- Durée d’analyse courte 

- Pas de retraitement des données 

- Faible consommation de solvants 

- Gain en main d’œuvre  

- Différenciation des molécules à spectre  

UV proche 

Weaknesses (faiblesses) 

- Uniquement pour les produits dont les composés  

absorbent en UV 

- Utilisation de solvants compatibles pour tous les  

composés pour la solubilité 

- Dosage à libération non possible du fait des  

spécifications à ± 2% 

Opportunities (opportunités) 

- Formation spécifique non nécessaire 

- Faible coût du spectrophotomètre 

- Transfert facilité pour un même matériel 

- Méthode robuste  

Threats (menaces)  

- Acquisition d’un logiciel de traitement mathématique  

non propriétaire  

- Technique novatrice non encore acceptée par toutes  

les autorités (ex : Chine)  
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Pour cette technique, les données ayant servies pour le chiffrage des gains concernent deux 

produits différents avec une méthode pour le dosage après dissolution et une pour 

l’uniformité de teneur par rapport à l’ancienne méthode de dosage par HPLC (Tableau III). 

 

 

Tableau III : Chiffrage des gains de l’utilisation de l’UV-MCA par rapport à l’HPLC  

 

 

  MOD 

(Préparation + Retraitement) 

Durée de 

l’analyse 

Consommation de 

solvants   

UV-MCA 

dosage après 

dissolution 
≈ 60% ≈ 80% ≈ 75% 

uniformité de teneur ≈ 40% ≈ 80% ≈ 75% 

MOD : main d’œuvre directe  
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 IV.B Proche InfraRouge (PIR) 
 

C’est grâce aux travaux de Karl Norris en 1965 que l’utilisation de la spectrométrie 

PIR dans le monde industriel a réellement débutée15. D’ailleurs, il en donna la définition 

suivante16 : "La spectrométrie PIR est une méthode instrumentale basée sur le fait que 

chacun des composés chimiques majeurs d’un échantillon a une propriété d’absorption dans 

le proche infrarouge qui peut être utilisée pour différencier un composé parmi d’autre. La 

sommation de ces propriétés d’absorption combinée avec les propriétés de diffraction de 

l’échantillon constitue la réflectance diffuse de l’échantillon. Par conséquent, le signal de 

réflectance dans le proche infrarouge contient une information sur la composition de 

l’échantillon". 

 

La spectrométrie PIR17, 18 utilise principalement l’interaction de la radiation proche 

infrarouge avec les groupements C-H, O-H et N-H d’une substance pour mesurer les 

fréquences absorbées par ces liaisons et requiert l’utilisation de la chimiométrie. 

 

Cette technique est utilisée pour l’identification des matières premières servant dans la 

production des médicaments ainsi que pour le dosage d’un composé dans une forme 

pharmaceutique.  

Dans ce dernier cas, la première étape du développement de la méthode correspond à 

l’étude de faisabilité avec l'acquisition de spectres (principe actif pur, excipients, mélange). Il 

faut identifier les zones d'absorption, tenter de trouver une région spectrale qui pourrait 

offrir une relative spécificité par rapport aux excipients. Cette étape est cruciale puisque 

bien sûr, si on ne peut dégager aucune zone il sera impossible d’établir le modèle. Pour la 

suite du développement de la méthode d’autres étapes sont nécessaires. 

 

 

IV.B.1 Constitution des bases de données 
 

Pour un modèle quantitatif, deux bases de données sont nécessaires, une base de 

données de calibration et une base de validation17. En lui incorporant des couples spectre / 

concentration, le modèle pourra d’une part identifier l’échantillon produit en routine et 
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d’autre part prédire via un modèle mathématique la concentration exacte en PA de cet 

échantillon. 

 

La base de données de calibration constitue le cœur du modèle. Elle devra donc non 

seulement être bien ciblée sur la concentration théorique en principe actif dans l’échantillon 

mais aussi couvrir l’ensemble des variations (aussi bien physiques que chimiques) possibles 

en production afin de rendre le modèle mathématique le plus robuste possible. Ainsi, la 

bibliothèque de calibration comprend théoriquement : 

- des échantillons provenant de lots de production fabriqués en routine recueillis 

pendant un laps de temps suffisamment long pour inclure des variations liées au 

processus de fabrication 

- des échantillons fabriqués à différentes concentrations en principe actif 

- des échantillons "particuliers" destinés à étendre l’ensemble des variations 

possibles en production afin de rendre robuste le modèle face aux variations (la 

puissance de granulation, la force de compression, les différents fournisseurs…) 

 

La base de données de validation permettra de tester les performances du modèle et de 

l’optimiser en fonction des résultats obtenus. De manière générale, au niveau du nombre 

d’échantillons de chaque base de données, le ratio validation-calibration est respectivement 

1/3 - 2/3. Cette base de données de validation comportera principalement des échantillons 

provenant de routine et des échantillons provenant d’une gamme de concentrations. 

 

Il est aussi critique d’introduire dans le modèle la variation cyclique du procédé de 

fabrication, c’est-à-dire d’introduire des échantillons de production recueillis pendant un 

laps de temps suffisamment long pour éviter que le modèle n’ait une durée de vie limitée. 

 

 

IV.B.2 Construction et optimisation du modèle 
 

La construction du modèle à partir de la base de données de calibration est réalisée à 

l’aide d’un logiciel de chimiométrie. Ce dernier permet de mettre en place et d’optimiser les 
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différents traitements mathématiques possibles. Dans le but d’obtenir des données 

utilisables, il est nécessaire d’effectuer un prétraitement sur les spectres. 

 

 

Prétraitements des spectres 
 

Plusieurs types de prétraitement sont possibles dont la dérivation qui a été détaillée 

précédemment avec l’UV-MCA. 

 

La correction multiplicative de diffusion (MSC) linéarise chaque spectre avec un spectre idéal 

obtenu en faisant la moyenne de tous les spectres. Le but est de diminuer les variations de 

ligne de base dues entre autres aux différences de répartition granulométrique dans une 

poudre ou dans un comprimé. Ces variations sont responsables de changements de données 

spectrales qui ne sont pas dues à la concentration en principe actif et qui peuvent donc 

fausser le résultat du dosage.  

Une fois le spectre moyen calculé par le logiciel, chaque spectre acquis (xi) va subir une 

régression linéaire avec le spectre moyen (m). Cela permet donc de calculer une pente (si) et 

une ordonnée à l’origine (bi) différentes pour chacun des spectres. 

 

xi = si  m + bi 

 

Ensuite, chaque spectre est ajusté à l’aide des valeurs bi et si qui lui sont propres pour 

donner le nouveau spectre prétraité x’i. 

 

x’i = xi + bi / si 

 

Au final, c’est l’ensemble des nouveaux spectres prétraités qui seront utilisés dans la 

calibration. La figure 4 montre la diminution de la variation de la ligne de base après un 

prétraitement par MSC. Les différences observées sont dans ce cas dues aux différences de 

concentration du composé à doser qui sera quantifié par des calculs statistiques. 
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Figure 4 : Evolution de spectres avant et après prétraitement MSC 

 

 

Calculs statistiques 
 

Ces calculs permettant de déterminer la concentration d’un composé sont effectués 

à partir de la régression PLS19. 

Les détails mathématiques et les algorithmes de cette méthode sont complexes, aussi dans 

cette thèse ne sera présenté que le principe général pour en comprendre les grandes lignes. 

La méthode PLS consiste en une régression de la variable à prédire y (par exemple, la 

concentration en principe actif) sur des variables t1, t2, … qui sont des variables latentes aussi 

appelés facteurs. Ces variables latentes sont des combinaisons linéaires des variables 

prédictives Xi1
, Xi2

, (figure 5).  

 

 

 

 

Figure 5 : Principe matriciel de la méthode PLS 

 

 

Cette méthode détermine à chaque étape un facteur fortement relié à y. Ainsi, la première 

étape consiste à rechercher une variable t1, combinaison linéaire de x1, x2, …, xp. 
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t1 =   1xj
 
    

 

avec : x : la matrice contenant n  p mesures d’absorbance, avec n correspondant au 
nombre d’échantillons et p aux différentes longueurs d’ondes 

w : vecteur de norme unitaire optimisée de telle sorte que la covariance entre y et t1 
soit maximale 

 

On obtient alors la relation :  

 

w1j = cov (y, xj) /         y, xj 
 
     

 

Cela montre que le coefficient associé à xj est proportionnel à la covariance entre y et xj. Le 

premier facteur étant déterminé, il est utilisé pour prédire y : 

 

y = b1.t1 + e1 

 

avec :  b1 : score ou coefficient de la régression linéaire simple de y1 sur t1 et e1, le vecteur 
des résidus 
 

 

Cependant, le facteur t1 ne représente pas toute l’information portée par la matrice X. On 

peut ainsi déterminer un deuxième facteur t2, en recommençant le même processus. On 

obtient alors : 

 

y = b1.t1 + b2.t2 + e1 

 

 

Ce processus est réitéré jusqu’à un nombre de facteurs maximum. Plus de facteurs alourdit 

considérablement le modèle et ceux-ci ne portent plus d’informations utiles. Le nombre de 

facteurs généralement suffisants pour une bonne prédiction est de l’ordre de 5 à 7. 
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Pour résumer la régression PLS par une image, une des plus répandues consiste à considérer 

un spectre comme une couleur et les facteurs comme les couleurs primaires à partir 

desquelles, en les mélangeant, on peut les obtenir toutes (figure 6). 

 

 

 

 

Figure 6 : Représentation simplifiée de la méthode PLS 

 

 

Le principe de la méthode PLS est d’associer chacun de ces 5 mélanges à une variable donnée 

pour qu’ensuite, en présence d’une couleur inconnue, nous puissions retrouver la variable 

correspondante. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Score 

Facteurs 

3 Couleurs primaires 

150 rouge + 50 vert + 50 bleu 

180 rouge + 225 vert + 190 bleu 

255 rouge + 250 vert + 95 bleu 

250 rouge + 5 vert + 235 bleu 

250 rouge + 100 vert + 20 bleu 

Score 



           

40 

 

IV.B.3 Forces / faiblesses et chiffrage des gains de la technique 
 

Le tableau IV présente les forces et les faiblesses de la technique, selon l’outil SWOT. 

 

 
Tableau IV : SWOT du PIR 

 

Strengths (forces)  

- Technique non destructrice 

- Pas de préparation d’échantillon 

- Durée d’analyse très courte 

- Pas d’utilisation de solvants 

- Gain en main d’œuvre  

Weaknesses (faiblesses) 

- Produits avec groupements fonctionnels absorbant en  

PIR en fonction de la concentration 

- Vérification périodique de la robustesse du modèle de  

référence (prise en compte des modifications au cours de  

la vie du produit 

- Compétences techniques nécessaires au développement 

Opportunities (opportunités) 

- Possibilité d’analyser des produits  

conditionnés (pour l’identification) 

- Pour les projets à gros volumes ou à  

forte valeur ajoutée 

Threats (menaces)  

- Acquisition d’un appareil de Proche InfraRouge 

- Nécessité d’un grand nombre d’échantillons pour  

calibrer et valider une méthode 

- Méthode alternative à celle de référence 

- Technique novatrice dont la stratégie réglementaire par  

rapport aux Autorités n’est pas définie  

 

 

Pour les gains obtenus (Tableau V), le chiffrage a été réalisé à partir des données d’un 

médicament sous forme de comprimé dont la précédente méthode se faisait par HPLC. 

 

 

Tableau V : Chiffrage des gains l’utilisation du PIR par rapport à l’HPLC 

 

 MOD 

(Préparation + Retraitement) 
Durée de l’analyse Consommation de solvants 

  

PIR ≈ 75% ≈ 90% 100% 

MOD : main d’œuvre directe  
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IV.C HPLC optimisée 
 

La Chromatographie Liquide Haute Performance14, 20 (HPLC) est une technique très 

utilisée dans les laboratoires d’analyse. Elle permet de séparer les composés en solution afin 

entre autres de déterminer leurs teneurs. Il s’agit d’une méthode de migration différentielle 

des constituants d’un mélange, par entrainement au moyen d’une phase mobile et passage 

sur une phase stationnaire qui manifeste des affinités distinctes pour chacun des composés 

à séparer. 

 

Selon la nature des interactions entre ces deux phases et l’échantillon analysé, il est possible 

de distinguer différents mécanismes de séparation : 

- chromatographie d’adsorption 

- chromatographie de partage 

- chromatographie par échange d’ions 

- chromatographie par formation de paires d’ions 

 

 

IV.C.1 Paramètres chromatographiques 
 

Le développement et l’optimisation d’une méthode d’analyse résulte d’un 

compromis entre différents paramètres chromatographiques14, dans le but d’obtenir une 

séparation optimale des constituants d’un mélange (pics fins et symétriques, bien séparés, 

avec un temps d’analyse le plus court possible). Parmi les paramètres, il y a : 

 

 

 Le temps de rétention : tR  
 

Il correspond au temps d’élution d’un composé. Il est mesuré au maximum du pic 

obtenu à partir de l’injection. Il peut être divisé en deux termes tM et t’R : 

 

tR = tM + t’R 
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avec :  tM le temps mort (temps de passage de la phase mobile dans la colonne) 
t’R le temps de rétention réduit 

 

 

Le facteur de rétention ou facteur de capacité : k’  
 

C’est un paramètre qui permet d’exprimer le temps de fixation, sur la phase 

stationnaire, des différents composés d’un mélange :  

 

k’ = t’R / tM = (tR – tM) / tM 

 

En pratique, dans le cas des méthodes analytiques, k’ est compris entre 1 et 10. Ce facteur 

dépend de plusieurs paramètres dont la nature des phases, la température. 

 

 

Le facteur de sélectivité : α 
 

Il caractérise la distance séparant les sommets du pic du composé A et celui du 

composé B :  

 

α = t’RB / t’RA = k’B / k’A 

 

Il est toujours supérieur ou égal à 1. Lorsqu’il est égal, cela signifie qu’il n’y a pas de 

séparation des composés. Il dépend de la nature des solutés et des phases ainsi que du pH 

pour les solutés ionisables. 

 

 

La résolution : Rs  
 

Elle caractérise la séparation de deux pics adjacents : 

 

Rs = 2 (tRB - tRA) / ( ωtA + ωtB ) 
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avec : ωt : largeur du pic à sa base exprimée en temps 
 

D’après la formule de Purnell, on a : 

 

Rs = (k’B / 1 + k’B) (1 - 1 / αA,B) (√NB / 4) 

 

Pour une bonne séparation dans les méthodes analytiques, il est recommandé que la 

résolution soit supérieure ou égale à 1,5. Les facteurs de résolution et de sélectivité ont une 

influence directe sur la résolution tout comme l’efficacité N. 

 

 

L’efficacité d’une colonne : N 
 

Elle est mesurée pour chaque composé par le nombre de plateaux théoriques N 

contenus dans une colonne :  

 

N = 16 (tR / ωt)² 

 

avec : ωt : largeur du pic à sa base exprimée en temps 

 

Un plateau théorique représente la portion de phase stationnaire dans laquelle un soluté est 

en équilibre de répartition entre la phase mobile et stationnaire. L’efficacité peut également 

être caractérisée par la hauteur équivalente à un plateau théorique :  

 

HEPT = L / N 

 

avec : L : longueur de la colonne chromatographique 
 HEPT : Hauteur Equivalente à un Plateau Théorique 
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IV.C.2 Facteurs influençant l’optimisation 
 

En ce qui concerne l’optimisation en HPLC, c’est la même technique qui est conservée 

mais les éléments qui seront modifiés par rapport à la méthode actuelle vont permettre 

d’obtenir : 

- une réduction dans le temps global de l’analyse 

- une réduction de la consommation de solvant 

- et/ou une amélioration des paramètres chromatographiques (résolution, limite 

de quantification, facteur de symétrie) 

 

 

La colonne chromatographique 
 

Au niveau des changements, on peut utiliser une nouvelle colonne 

chromatographique donc modifier la phase stationnaire pour :  

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

impuretés) 

- diminuer le temps de l’analyse 

- améliorer la sensibilité 

 

En chromatographie de partage (correspondant au type majoritaire pour les méthodes de 

contrôle des médicaments), la phase stationnaire est souvent composée de particules de 

silice sur lesquelles des groupements organiques vont être greffés. Ces groupements de 

nature et composition différentes seront choisis en fonction des propriétés compatibles avec 

les composés à séparer. 

 

De plus, dans le cas de la chromatographie de partage, deux genres sont à distinguer :  

- la chromatographie de partage à polarité de phases normale 

- la chromatographie de partage à polarité de phases inversée (RP pour "reversed 

phase") 
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En effet, la séparation dépend des différences de solubilité des solutés dans la phase mobile 

et des différentes interactions des solutés avec les groupements organiques greffés sur la 

phase stationnaire.  

A l’inverse de la chromatographie de partage à polarité de phases normale, la RP-HPLC met 

en jeu une phase stationnaire de type apolaire (généralement une structure greffée par des 

groupements apolaires de type alkyle) et une phase mobile polaire (généralement un 

mélange eau/méthanol ou eau/acétonitrile).  

L’importance des phénomènes de rétention dépend de la nature des solutés. En effet, un 

composé apolaire sera surtout en interaction avec les chaînes alkyles de la phase 

stationnaire, alors qu’un composé polaire interagira plutôt avec le solvant organique de la 

phase mobile.  

 

 

La phase mobile et le solvant de mise en solution 
 

La phase mobile et la préparation de l’échantillon peuvent aussi être modifiées afin 

qu’elles soient compatibles pour plusieurs analyses ce qui permet un gain dans le temps de 

préparation et une diminution de la consommation de solvants. 

 

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

organique tel que l’acétonitrile, le méthanol, l’éthanol … 

L’acétonitrile est un solvant aprotique. C’est un éluant fort qui possède une faible viscosité 

ce qui permet d’avoir une faible pression dans la colonne. Il a également l’avantage d’avoir 

une faible absorbance en UV et une limite basse d’absorption (cut-off) de 190 nm. Ses deux 

principaux  inconvénients sont son coût et sa toxicité. 

Le méthanol est un solvant moins cher, mais de viscosité plus élevée, ce qui peut entraîner 

une augmentation de la pression dans la colonne. De plus, il peut réagir chimiquement avec 

les composés. Il est également toxique. 
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Deux types d’élution sont possibles : 

- le mode isocratique où la composition de la phase mobile reste fixe tout au long 

de l’analyse 

- le gradient d’élution qui consiste à diminuer progressivement la polarité de la 

phase mobile, en augmentant la concentration en solvant organique et donc la 

force éluante de la phase mobile ; le gradient est souvent utilisé pour la 

séparation de solutés de polarité très différentes 

 

Le pH de la phase mobile est aussi un facteur important à contrôler. En effet, celui-ci va 

modifier l’ionisation des composés ce qui a une forte influence sur la balance hydrophile / 

hydrophobe et donc sur la durée de l’analyse en phases inverses. Le pH influe également au 

niveau de la mise en solution sur la stabilité des produits car certains se dégradent en 

fonction du pH de la solution dans laquelle ils sont. 

 

 

Les conditions d’élution 
 

En plus de la phase stationnaire et de la phase mobile, d’autres facteurs ont un 

impact sur la rétention et la sélectivité : le débit, la température et la pente du gradient si 

celui-ci est utilisé. 

Le débit est un facteur lié à la pression. Il faut travailler à un débit de telle sorte que la 

pression appliquée soit tolérée par la colonne et l’appareillage utilisé. Selon la courbe de Van 

Deemter, l’efficacité de la colonne est directement liée au débit de la phase mobile. Afin de 

garantir un maximum d’efficacité, il est donc préférable de travailler à un débit 

correspondant au minimum de la courbe. 

 

La température appliquée à la colonne lors de l’analyse permet aussi d’optimiser la 

séparation. Son augmentation peut diminuer la rétention des composés, faciliter leur 

séparation. Ceci est dû au fait que l’augmentation de la température va diminuer la viscosité 

de la phase mobile. Cependant une température trop élevée peut diminuer la durée de vie 

des colonnes et dégrader les composés qui sont thermosensibles. Il est donc nécessaire de 

contrôler ce paramètre. 
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La pente du gradient influence la rétention des composés. Une pente élevée va permettre 

d’éluer plus rapidement les composés mais en contrepartie va diminuer la résolution entre 

ces derniers. Selon la séparation voulue, il est donc possible de jouer sur ce paramètre. 

 

IV.C.3 Etapes de l’optimisation 
 

Les étapes à suivre avec les différents facteurs à modifier pour l’optimisation d’une 

méthode par HPLC sont résumées dans le logigramme suivant (Figure 7). 
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Figure 7 : Logigramme optimisation de l'HPLC 
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IV.C.4 Forces / faiblesses et chiffrage des gains de la technique 
 

Les forces et les faiblesses de l’HPLC optimisée sont présentées dans le tableau VI.  

 

Tableau VI : SWOT de l'HPLC optimisée 

 

 

Pour chiffrer les gains obtenus (Tableau VII) avec une optimisation par HPLC optimisée, deux 

méthodes du Développement Industriel Analytique ont été utilisées : 

- la première a été optimisée par changement de colonne, adaptation des 

longueurs d’onde de détection et de la phase mobile, les deux PA et les impuretés 

d’un des deux PA sont désormais dosables ensemble. Pour l’utilisation en routine, 

la nouvelle méthode permet de passer de quatre à deux préparations d’analyses. 

- la deuxième a aussi subi un changement de colonne et de phase mobile pour 

n’avoir plus qu’une seule préparation au lieu de deux. 

 

Tableau VII : Chiffrage des gains de l’HPLC optimisée 

 

  MOD 

(Préparation + Retraitement) 

Durée de 

l’analyse 

Consommation de 

solvants   

HPLC optimisée 

N°1 ≈ 45% 70%* ≈ 50% 

N°2 35% 0% 40% 

* : gain de durée d’analyse uniquement pour le dosage des impuretés du PA (de 55 à 17 minutes) 
MOD : main d’œuvre directe 

  

Strengths (forces)  

- Identification et quantification de plusieurs   

composés possible en même temps 

- Méthode rapide 

Weaknesses (faiblesses) 

- Retraitement des données 

Opportunities (opportunités) 

- Technique répandue 
- Amélioration des caractéristiques des colonnes 

Threats (menaces)  

- Nécessite un savoir-faire technique  
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 IV.D Couplage préparation automatique d’échantillon-UHPLC 
 

Dans ce cas, deux techniques différentes mais complémentaires sont associées afin 

d’optimiser les gains de productivité. Il s’agit : 

- d’un préparateur d’échantillon (CTS) 

- d’une UHPLC 

 

 

IV.D.1 Content Testing System 
 

En premier lieu le Content Testing System (CTS) est un préparateur automatique 

d’échantillon21, de la marque Sotax®. 

 

Dans le premier module (figure 8), les comprimés sont introduits un à un par l’opérateur 

dans des tubes à essais qui sont ensuite recouverts par des bouchons. Chaque tube est 

amené, grâce à un bras automatique, à une aspiration afin de retirer le bouchon puis à une 

balance où sont pesés tube et comprimé. Ce dernier est ensuite transféré dans un bol situé 

dans le second module. Le tube est pesé vide afin de déterminer la masse du comprimé. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Premier module du CTS 

 

 

Echantillons placés dans 
tubes fermés 
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Dans le second module (figure 9) a lieu la mise en solution du comprimé. Une fois introduit 

dans le bol, le solvant est ajouté sur les parois du bol. La quantité de solvant délivrée est 

contrôlée par une balance en fonction de la densité et de la température. Cette opération 

terminée, le bol est transféré par un bras automatique en dessous du broyeur appelé turrax. 

Ce dernier plonge dans le bol et effectue le cycle de broyage tel qu’il est programmé dans la 

méthode de préparation. Le bol est ensuite déplacé vers une canne de prélèvement. A ce 

moment, une partie de la suspension est transférée vers le troisième module du CTS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Deuxième module du CTS 

 

 

Avec ce troisième module (figure 10), des petits flacons sont préparés. Ils peuvent contenir 

soit la solution uniquement filtrée, soit la solution filtrée et diluée. Dans le cas où la solution 

est uniquement filtrée, le prélèvement est versé dans un grand flacon. Une seringue 

transfère une partie de ce prélèvement du grand flacon vers un petit flacon. Dans le cas où la 

solution est diluée, le prélèvement filtré est versé dans un grand flacon et un ajout de 

solvant est effectué. La quantité de solvant délivré est également contrôlée par une balance 

de précision. Puis une partie de cette solution est transférée du grand flacon vers un petit 

flacon grâce à la seringue. A cet instant, l’échantillon est prêt à être analysé. 

 

  Broyage et extraction du PA 
puis filtration 
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Figure 10 : Troisième module du CTS 

 

 

IV.D.2 Chromatograhie Liquide à Ultra Haute Pression 
 

Les flacons préparés par le CTS sont récupérés pour être analysés par UHPLC. Le 

principe est le même que pour l’HPLC mais les colonnes utilisées pour la séparation des 

composés ont une granulométrie inférieure à 2 µm et les pressions appliquées lors d’une 

analyse sont nettement plus importantes (de 500 à 1000 bars). C’est pourquoi des chaines 

chromatographiques résistantes à ces pressions sont utilisées.  

 

 

IV.D.3 Forces / faiblesses et chiffrage des gains de la technique 
 

Au niveau des forces et des faiblesses, celles du CTS et de l’UHPLC sont présentées de 

manière séparées dans les tableaux VIII et IX.  

 

 

 

 

 

  Dilutions et mise en vial 
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Tableau VIII : SWOT du CTS 

 

Tableau IX : SWOT de l'UHPLC 

 

 

Les gains obtenus avec ce couplage CTS-UHPLC pour un comprimé ont été calculés par 

rapport à l’ancienne méthode HPLC. Les résultats sont présentés dans le tableau X. 

 

 

Tableau X : Chiffrage des gains du couplage CTS-UHPLC 

 

 MOD 

(Préparation + Retraitement) 
Durée de l’analyse Consommation de solvants 

  

CTS-UHPLC ≈ 30% 80% 80% 

MOD : main d’œuvre directe  

Strengths (forces)  

- Préparation automatique des échantillons  

(meilleur rendement d’extraction et meilleure  

répétabilité) 

- Diminution de la consommation de solvants 

- Gain en main d’œuvre 

Weaknesses (faiblesses) 

- Validation de nettoyage de l’appareil difficile  

(Turrax, aiguilles de prélèvement) 

- Difficulté de montrer l’équivalence avec la  

préparation manuelle par le technicien 

- Nécessite un savoir-faire / maîtrise technique 

Opportunities (opportunités) 

- Méthode pour les projets avec de gros  

volumes  

Threats (menaces)  

- Coût d’achat d’un préparateur d’échantillon  

automatique (environ 200 K€) et taille imposante de  

l’appareil 

Strengths (forces)  

- Meilleure sensibilité et résolution en UHPLC 

- Durée d’analyse courte (temps divisé par  10) 

- Diminution de la consommation de solvants (divisé  

par environ 8) 

Weaknesses (faiblesses) 

- Augmentation de la pression lors de l’analyse 

Opportunities (opportunités) 

- Transposition HPLC → UHPLC facile 

Threats (menaces)  

- Coût d’achat d’une UHPLC  
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V Logigramme pour l’implémentation des nouvelles 
techniques 
 

 Une fois le recensement complet des méthodes analytiques productives effectué, il 

est intéressant de créer un support permettant de choisir une technique pour l’optimisation 

d’une méthode de contrôle d’un produit. Celui-ci se présente sous la forme d’un logigramme 

sur lequel apparait l’ensemble des paramètres intervenant dans le choix de la technique. Il 

est composé en 2 parties, selon l’objectif de la méthode à optimiser : soit le dosage des 

impuretés, pour lequel ne s’appliquent pas les techniques de l’UV-MCA ni du PIR (figure 11), 

soit le dosage du principe actif (figure 12).  

Dans les deux cas, à la question "le projet a-t-il un gros volume ?" que l’on retrouve pour le 

PIR et le couplage CTS-UHPLC, la réponse a fixée un seuil de 8 millions de boites produites 

par an, mais cette réponse est à adapter en fonction des capacités des différents sites de 

production. Pour la question "le projet a-t-il une forte valeur ajoutée ?", c’est le coût du 

principe actif et par conséquent du produit fini qui entre en jeu. 

 

 

 
Figure 11 : Logigramme pour le choix de la méthode des impuretés à optimiser 
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Figure 12 : Logigramme pour le choix de la méthode de dosage à optimiser 

 

 

  



           

56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PARTIE B 

 
Exemple d’optimisation de la méthode de dosage des 

produits de dégradation 
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 Pour des questions de confidentialité, toutes les dénominations sont masquées. Les 

méthodes HPLC à optimiser concernent deux médicaments d’une gamme dont le principe 

actif est nommé F : un comprimé orodispersible dénommé ODT et un autre comprimé 

dénommé SE.  

Les essais ont d’abord été appliqués à la méthode des produits de dégradation. Ils ont été 

effectués en fonction des 2 axes d’amélioration mis en évidence que sont le temps d’analyse 

à diminuer et la sensibilité à augmenter. De plus, durant les essais, l’idée de n’avoir qu’une 

seule méthode pour le dosage, les uniformités de teneur (UT : permet de déterminer la 

teneur individuelle en principe actif des comprimés) et les impuretés et ceci pour l’ensemble 

des produits de la gamme a également été testée. 

  

 

I Caractéristiques du principe actif  
 

Le principe actif (nommé F) est issu de la synthèse chimique, il possède trois noyaux 

aromatiques et est sous forme de chlorhydrate. Il est facilement soluble dans le méthanol et 

l’éthanol, légèrement soluble dans le chloroforme et l’eau et insoluble dans l’hexane. Il 

possède 2 pKa : 4,25 et 9,53 respectivement pour les fonctions acide carboxylique et amine 

tertiaire. Il existe 4 impuretés spécifiées nommées A, B, C et D. 
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II Méthodes actuelles 
 

 Les méthodes de dosage, des uniformités de teneur et des impuretés actuelles pour 

deux produits de la gamme étudiée (ayant les mêmes principe actif et impuretés) sont 

résumés dans le tableau XI. 

 

 

Tableau XI : Méthodes actuelles pour deux produits (ODT et SE) 

 

 
ODT 

(30 mg) 
SE 

(60, 120, 180mg) 
Dosage Impuretés Dosage / UT / Impuretés 

Colonne 
Phenomenex Luna phenyl-hexyl 

(250 x 4,6 x 5µm) 

Zorbax SB Phenyl 

(250 x 4,6 x 5µm) 

Phase Mobile 
ACN / acide acétique + triéthylamine pH 5,25 

Plateaux d’isocratique 

ACN / acide acétique + triéthylamine 

 pH 5,25 (36/64) 

Volume injection 40µL 100µL 20µL 

Durée analyse 40 min 65 min 
dosage / UT : 15min 

impuretés : 45min 

[C] témoins 

(mg / mL) 

F = 0,018 

Impureté A = 0,0045 

F = 0,0075 

Impureté A = 0,00225 

Impureté C = 0,00225 

Impureté D = 0,00225 

LOQF = 0,0006 

F = 0,015 

Impureté A = 0,0045 

LOQF = 0,0006 

[C] solution 

analyse 

(mg / mL) 

F = 0,018 F = 0,6 

Dosage : F = 0,01728 

UT : F = 0,018 

Impuretés : F = 1,08 

UT : Uniformité de Teneur 
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III Recherche bibliographique 
 

 La première étape a donc consisté à faire une recherche bibliographique pour savoir 

si des méthodes de dosage et / ou d’impuretés avaient été développées et surtout avec 

quelles conditions chromatographiques. Parmi les publications trouvées (tableau XII), toutes 

utilisent des colonnes de type C18 et la principale différence se fait au niveau de la phase 

mobile. A noter que dans le tableau suivant, les publications (non citées pour des raisons de 

confidentialité) a, b, c concernent les impuretés et les d, e et f sont sur le dosage du principe 

actif.  

 

 

Tableau XII : Résumé des publications 

 

Méthode Publication a 
Publication 

b 

Publication 

c 

(Méthode 

UPLC) 

Publication  

D 

Publication 

e 

Publication 

f 

Phase Mobile 

Tp 

phosphate  

pH 2,7 / 

meOH 

(60/40) + 

triéthylamine 

Tp 

phosphate  

pH 3,7 / 

ACN / 

MeOH 

(60/20/20) 

Tp 

phosphate 

pH7 / ACN  

Gradient 

Triéthylamine 

1% pH 3,2 / 

ACN / MeOH 

(50/35/15)  

MeOH / Tp 

phosphate 

pH 7,4 

(35/65) 

MeOH / Tp 

phosphate 

pH3 

(70/30) 

Durée 

analyse 

(min) 

30 60 40 6 10 7 

 

 

Il existe d’autres types de colonnes22 : 

- les colonnes à particules "Core-Shell" correspondant à des particules 

partiellement poreuses (généralement le noyau en silice est recouvert d’une 

couche poreuse). Ce type de colonnes a une résolution augmentée ce qui permet 

par conséquent de diminuer la durée d’analyse. 
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La colonne qui est utilisée pour les essais de screening est la Phenomenex 

Kinetex®. La taille de ses particules ne génère pas de pression excessive et elle a 

une efficacité équivalente aux colonnes sub-2µm ce qui fait qu’elle est à la fois 

utilisable en HPLC et en UHPLC. 

- les colonnes monolithiques correspondant à un tube de silice ayant une structure 

poreuse avec des mésopores (≈ 13 nm) et de macropores (≈ 2 µm). Elles 

engendrent une pression très faible ce qui permet d’augmenter le débit jusqu’à 9 

mL/min. De plus, il y a la possibilité de coupler plusieurs colonnes monolithiques 

à la suite afin d’augmenter l’efficacité. 

- les colonnes de type pentafluorophényl ont une phase stationnaire composée de 

silice classique mais ont un greffage spécifique permettant une sélectivité 

alternative aux colonnes C18 du fait de mécanismes de rétention autres envers 

les composés aromatiques ce qui est le cas du principe actif. 

 

Chacun des trois types de colonnes présentés ci-dessus est fabriqué par différents 

fournisseurs et est donc disponible avec des longueurs et des diamètres variés en fonction 

des besoins de l’utilisateur. Pour exemple, si l’on veut diminuer le temps d’analyse, on va 

choisir une colonne de longueur moins importante. Les caractéristiques des colonnes 

choisies pour l’expérimentation sont résumées dans le tableau XIII.  

 

 

Tableau XIII : Caractéristiques des colonnes testées 

 

Colonnes Type de greffage Dimensions 
Limites 

de pH 

Taille des 

pores 

(Å) 

Surface 

spécifique 

(m²/g) 

Charge 

carbone 

Phenomenex 

Kinetex® 

C18 

(Core-shell) 

50 x 4,6 x 

2,6µm 
1,5 - 8,5 100 200 12% 

Hypersil 

Gold PFP® 
Pentafluorophenyl 

100 x 4,6 x 

3µm 
2 - 8 175 220 8% 

Merck 

Chromolith® 

C18 

(Monolithique) 

100 x 4,6 x 

2µm 
2 - 7,5 130 300 18% 
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Pour la phase mobile il a été décidé de conserver le mélange acétonitrile / tampon pH 5,25 

car en plus d’être compatible avec les 3 colonnes, la solubilité et la stabilité des solutions 

sont connues et ont été validées au sein du laboratoire. 

 

 

IV Screening des colonnes 
 

 Un protocole unique a été mis en place (Tableau XIV) afin de ne prendre en compte 

au niveau des résultats que l’influence des colonnes pour la recherche des produits de 

dégradation d’ODT. Le gradient linéaire et sa durée ont été calculés de telle sorte que tous 

les composés sortent dans le temps voulu. Les concentrations des substances ont également 

été modifiées dans le but de repérer facilement l’ordre d’élution. 

 

 

Tableau XIV : Protocole pour le screening des colonnes 

 

Phase Mobile Débit 
Volume 

Injection 

Durée 

analyse 

[C] témoins 

(mg/mL) 

Gradient 

Temps 

d’analyse 

(min) 

Solvant A 

(%) 

ACN 

(%) 

0,0 80 20 

5,0 80 20 

25,0 40 60 

30,0 40 60 

35,0 80 20 

45,0 80 20 
 

1,5mL/min 100µL 30 min 

F = 0.0100 

A = 0,0075 

D = 0,0050 

C = 0,0025 

Le rouge correspond à ce qui a été modifié par rapport à la méthode actuelle. 
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Au niveau des résultats, on peut voir sur les chromatogrammes (figure 13) que les 3 

colonnes ont la même sélectivité avec pour ordre de sortie : F ; A ; C ; D. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Chromatogrammes des colonnes testées dans les conditions du tableau XIV 



           

63 

 

En comparant les résultats du tableau XV, on remarque que les 3 colonnes ne présentent pas 

de différences importantes avec tout de même un temps d’analyse plus court pour la 

colonne Kinetex® et un meilleur facteur de symétrie. Celui-ci est calculé de la manière 

suivante selon l’USP : 

 

As = (A0,05 + B0,05) / 2A0,05 

 
avec : As : facteur de symétrie 
 A0,05 : largeur de la première moitié du pic (séparé en 2 au niveau de l’apex) à la 
hauteur de 5% 
 B0,05 : largeur de la deuxième moitié du pic à la hauteur de 5% 
 

 

Tableau XV : Paramètres des colonnes 

 

 Temps de rétention 

(F) 

Résolution 

(F - impureté A) 

Facteur de symétrie 

(pic du F) 

CV de l’aire 

(pic de A) 

Spécification NA 7 0,8 – 1,5 5,0% 

Kinetex® 8,4 min 7 1,3 0,8% 

PFP 11,8 min 10 1,4 0,8% 

Chromolith® 10,7 min 7 1,5 0,5% 

NA : Non Applicable 
CV : Coefficient de Variation 

 

 

De plus, cette colonne est compatible avec l’HPLC et l’UHPLC, ce qui est un avantage pour les 

laboratoires de contrôle qualité. La décision est donc prise de continuer l’optimisation avec 

la colonne Kinetex® en optimisant le gradient à la fois sur HPLC et UHPLC. 
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V Essai en isocratique et optimisation du gradient  
 

 V.A Isocratique 
 

 En premier lieu des essais en isocratique sont réalisés sur HPLC car on se retrouve 

dans des conditions où cela est possible. Cela est vérifié en calculant l’étendue de la 

rétention des solutés entre le premier et le dernier pic : Δtr. 

 

Δtr = ti - tf 

 

Avec ti et tf étant respectivement les temps de rétention du premier et du dernier composé à 

sortir sur le chromatogramme. Ensuite, il faut déterminer la proportion de chromatogramme 

occupée par les pics. 

 

% = Δtr / TG 

 

avec : TG : durée du gradient 
 

Si la proportion est inférieure à 0,25 alors on peut utiliser les conditions isocratiques, si elle 

est supérieure à 0,40 alors l’utilisation du gradient est nécessaire et entre 0,25 et 0,40 il y a 

possibilité d’utiliser les deux. Dans notre cas, la proportion calculée est de 0,34. 

 

Les proportions de la phase mobile sont calculées ce qui nous donne : 40% d’acétonitrile et 

60% de tampon pH 5,25 (ce qui est proche des conditions de la méthode SE). La figure 14 

correspond au chromatogramme obtenu dans ces conditions. 
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Figure 14 : Chromatogramme d’ODT en isocratique 

 

 

Les pics à la fin du chromatogramme ne sont plus symétriques et fins ce qui ne permet pas 

de doser les substances de manière précise. Les tests en isocratique sont donc stoppés. 

 

 

 V.B Gradient 
 

Pour l’optimisation du gradient, plusieurs essais ont été menés sur le produit ODT sur 

HPLC et sur UHPLC. Le tableau XVI et la figure 15 présentent les résultats obtenus en HPLC et 

le tableau XVII et la figure 16 présentent ceux obtenus en UHPLC.  

 

 

Tableau XVI : Gradient HPLC après optimisation 

 

Temps d’analyse (min) Solvant A (%) ACN (%) 

0,0 80 20 

2,0 80 20 

11,0 55 45 

12,0 70 30 

15,0 80 20 

Le rouge correspond à ce qui a été modifié par rapport à la méthode actuelle. 
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Figure 15 : Chromatogramme d’ODT du gradient HPLC optimisé 

 

 

Tableau XVII : Gradient UHPLC après optimisation 

 

Temps d’analyse (min) Solvant A (%) ACN (%) 

0,0 80 20 

2,0 80 20 

9,5 50 50 

10,0 80 20 

11,0 80 20 

Le rouge correspond à ce qui a été modifié par rapport à la méthode actuelle. 

 

 

 

Figure 16 : Chromatogramme d’ODT du gradient UHPLC optimisé 
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Le gain de temps obtenu après l’optimisation du gradient est important car l’on passe d’une 

méthode de 65 minutes sur HPLC pour le dosage des impuretés pour ODT (cf Tableau XI) à 

une méthode de :  

- 15 minutes sur HPLC 

- 11 minutes sur UHPLC 

De plus, lors de l’étude de la spécificité (cf pages 71 – 75), la suppression du plateau 

isocratique du début d’analyse réduira de deux minutes supplémentaires les durées 

d’analyse. 

 

 

VI Test de la limite de quantification 
 

Lors de l’utilisation en routine d’une méthode HPLC, la conformité de la limite de 

quantification (LOQ) se calcule par le rapport Signal / Bruit (S/N)23 : 

 

 

 

Dans le cas de la méthode actuelle de dosage des impuretés, la LOQ de travail validée est de 

0,10% par rapport à la concentration en F de la solution à analyser. Cela signifie que pour 

vérifier la conformité de la LOQ en routine, une solution de principe actif dont la 

concentration est de 0,10% va être injectée et servira au calcul de S/N.  

Cette LOQ est égale à la spécification des impuretés non spécifiées dans notre produit fini. 

C’est pourquoi nous avons recherché à améliorer la sensibilité afin d’obtenir une LOQ de 

0,05%. 

 

Dans un premier temps, cela a été vérifié lors des essais d’optimisation du gradient en HPLC 

en injectant une solution LOQ dont la concentration en principe actif est de 0,05% par 

rapport à la concentration de la solution à analyser. Les autres conditions (concentration de 

la solution à analyser, volume d’injection…) sont conservées. Le rapport signal sur bruit 
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calculé est de 48 ce qui est bien supérieur à 10. La colonne Kinetex® permet donc bien 

d’améliorer la sensibilité. 

 

 

VI.A Détermination en UHPLC 
 

Lors du passage en UHPLC, le volume d’injection est limité à 5µL ce qui impliquerait, 

pour conserver les mêmes quantités injectées qu’en HPLC, d’adapter les concentrations des 

solutions, en les multipliant par 20. Cela aurait pour conséquence une solution à analyser de 

12mg/mL ce qui peut poser des problèmes d’extraction du PA avec des comprimés dosés à 

30mg (exemple : 8 comprimés dans 20 mL). Comme cela n’est pas envisageable, il est 

nécessaire de déterminer, avec la colonne Kinetex® sur UHPLC, les nouvelles valeurs 

théoriques de LOQ de F et de A à partir de 5µL injectées de solutions dont les concentrations 

sont respectivement de 6.10-3 et 4,5 10-3 mg/mL. 

 

Ensuite la CLOQ théorique est déterminée par le calcul suivant :  

 

 

 

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau XVIII. 

 

 

Tableau XVIII : Calcul théorique de la CLOQ 

 

 Créelle (mg/mL) S/Ncalculé CLOQ (mg/mL) 

F 6,00796.10-3 176 3,415.10-4 

Impureté A 4,4154.10-3 115 3,838.10-4 

 

 

Afin de prendre en compte les différences d’appareillage, on utilise une LOQ de travail égale 

à environ 3 fois la théorique. Dans ce but, les conditions du tableau XIX vont être testées. 
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Tableau XIX : Différentes concentrations testées pour déterminer la  LOQ 

 

 LOQ 1 LOQ 2 LOQ 3 

dissolution 30 mg / 100 mL 

Dilution 1 5mL / 100mL 1 mL / 30mL 1 mL / 10mL 

Dilution 2 1 mL / 20mL 1 mL / 10mL 3 mL / 100mL 

[C] (mg / mL) 0,00075 0,001 0,0009 

 

 

Chaque solution et le blanc sont injectés 3 fois afin de calculer le rapport S/N sur la moyenne 

des 3 (tableau XX).  

 

Tableau XX : Rapports S/N calculés 

 

 Bruit moyen Hauteur moyenne Rapport S/N 

LOQ 1 
F 192 2084 22 

Impureté A 174 1365 16 

LOQ 2 
F 192 2757 29 

Impureté A 174 1918 22 

LOQ 3 
F 192 2502 26 

Impureté A 174 1758 20 

 

 

La LOQ de travail choisie est de 1µg/mL (LOQ2) ce qui permet que les tests de conformité 

soient conformes lors de l’utilisation de la méthode en routine et notamment au niveau du 

rapport S/N. Les tests de conformité font partie intégrante de la méthode et visent à vérifier 

la validité des performances, du système chromatographique, requises pour la réalisation de 

l’essai considéré.  

 

  

 



           

70 

 

VI.B Application à l’HPLC 
 

La limite de quantification est ensuite vérifiée sur HPLC en injectant 5 µL. Les 

résultats obtenus ne sont pas conformes. Nous avons donc décidé d’augmenter le volume 

d’injection. L’ensemble des rapports calculés sont présentés dans le tableau XXI. 

 

Tableau XXI : Rapports S/N en fonction du volume d'injection 

 

 Bruit moyen Hauteur Rapport S/N 

LOQ 5 µL 
F 525 1283 4,89 

impureté A 487 1101 4,52 

LOQ 20 µL 
F 525 6048 23 

impureté A 487 5011 21 

LOQ 30 µL 
F 525 9147 35 

impureté A 487 7315 30 

LOQ 40 µL 
F 525 11907 45 

impureté A 487 10299 42 

 

 

Afin de vérifier quel volume d’injection sera utilisé pour le dosage des impuretés, une 

solution à analyser de 2 mg/mL a été injectée à 20, 30 et 40 µL. Pour les injections à 30 et 40 

µL, nous obtenons un épaulement du pic de F (figure 17). 

 

 

 

Figure 17 : Chromatogramme de l'injection de 30 µL de la solution à analyser, en gradient HPLC 
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Cet épaulement n’apparait plus lors de l’injection des 20µL. Avec cette observation 

supplémentaire, le volume d’injection de la LOQ de travail est fixé à 20µL en HPLC. 

 

 

VII Spécificité 
 

 Dans le cas de la nouvelle colonne Kinetex®, pour tester la spécificité, deux types 

d’essais ont été réalisés avec : 

- injection des placebos d’ODT et SE à une concentration de 2 mg/mL pour un 

volume d’injection de 20 µL 

- réalisation d’une étude de dégradation forcée5 sur F et sur F + placebo ODT avec 

un stress oxydant et un stress thermique. Ce sont ces deux stress qui ont été 

testés car avec la méthode actuelle, ce sont ces deux conditions qui ont mis en 

évidence des produits de dégradation.  

 

 

Injection des placebos 
 

Pour les placebos, nous obtenons avec la méthode HPLC en annexe 1 (Tableau XXIX) 

les chromatogrammes suivants (figure 18) : 
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Figure 18 : Chromatogrammes des placebos ODT et SE 

 

 

Dans la méthode actuelle des impuretés pour ODT (Tableau XI), dans la solution à analyser, il 

y a un pic X correspondant à un excipient connu de la formule qui sort à 10,5 minutes visible 

dans le chromatogramme en figure 19.  

 

 

 

 

Figure 19 : Solution à analyser ODT (méthode actuelle des impuretés) 

 

 

Comme celui-ci n’est pas apparu dans le placebo avec la méthode optimisée (cf Tableau 

XXIX), l’excipient X a été injecté seul en suivant la même méthode. L’essai est réalisé en 

conservant le premier plateau isocratique (figure 20) puis en le supprimant (figure 21). 
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Figure 20 : Injection de X  avec le plateau isocratique 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Injection de X  sans le plateau et comparaison avec l’injection de F dans les mêmes 

conditions 
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Sur ces chromatogrammes, nous voyons qu’aucun excipient des 2 médicaments (notamment 

l’excipient X)  n’interfère avec les pics de F et de ses impuretés recherchées. De plus, il est 

possible de supprimer le plateau isocratique de la méthode pour permettre un gain de 

temps supplémentaire de 2 minutes.  

 

 

  Dégradation forcée 
 

Pour l’étude de dégradation forcée, voici le protocole qui a été suivi : 

- stress oxydant : mise en solution de F et de F + placebo puis dilution dans du H2O2 

à 30% 

- stress thermique : échantillons de F et de F + placebo mis à l’étuve à 60°C 

Les injections se font aux temps T0, 24, 48, 72 et 144 heures. Pour suivre la dégradation, le 

rapport des aires des pics de F est calculé avec le T0 comme référence (tableau XXII) et la 

pureté des pics est vérifiée grâce à l’utilisation d’un détecteur à barrette de diodes qui va 

permettre d’enregistrer les spectres UV-Visible des composés qui sortent sur le 

chromatogramme. Ensuite, le logiciel de traitement des données utilisé va vérifier si les 

spectres obtenus sont purs. 

 

 

Tableau XXII : Rapport des aires du pic de F, selon les conditions HPLC du Tableau XXIX 

 

 Rapport des aires du pic de F 

Stress thermique Stress oxydant 

F F + Placebo F F + Placebo 

T0 1 1 1 1 

T24 0,988 0,979 0,996 0,996 

T48 0,986 1,002 0,994 0,994 

T72 1,002 0,979 0,990 0,991 

T144 0,982 1,017 0,982 0,992 
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Tous les pics observés sont purs. L’ensemble des résultats obtenus nous permet de dire que 

la méthode est spécifique et que le principe actif est stable à 60°C et dans les conditions de 

stress oxydant sur 144 heures. 

 

 

VIII Essai de dosage du principe actif et des impuretés  
 

 L’essai de dosage du principe actif et des impuretés a été réalisé sur les produits ODT 

et SE de la gamme étudiée. Pour cela, il a donc fallu établir un protocole pour la préparation 

commune de la phase mobile et des témoins car cela n’était pas le cas des méthodes 

actuelles décrites dans le tableau XI. Les nouvelles concentrations des solutions témoins et 

des solutions à analyser sont présentées respectivement dans les tableaux XXIII et XXIV. 

 

 

Tableau XXIII : Protocole commun de préparation des témoins 

 

 
F 

Impureté A Impureté C Impureté D 
Dosage LOQ 

[C] (mg / mL) 0,075 0,001 0,018 

Le rouge correspond à ce qui a été modifié par rapport à la méthode actuelle. 

 

Tableau XXIV : Protocole commun de préparation des échantillons  

 

 Cp 30 mg Cp 60 mg Cp 120 mg Cp 180 mg 

 Dosage Impuretés UT Dosage Impuretés UT Dosage Impuretés UT Dosage Impuretés UT 

[C] 

(mg 

/ 

mL) 

PA 

0,075 2 NA 0,075 2 0,075 0,075 2 0,075 0,075 2 0,072 

NA : Non Applicable 
UT : Uniformité de Teneur 
Le rouge correspond à ce qui a été modifié par rapport à la méthode actuelle. 
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La phase mobile et le solvant de mise en solution sont conservés. Ce protocole a été testé 

sur des comprimés ODT pour le dosage du PA et des impuretés, et sur des comprimés SE 

pour le dosage du PA et des impuretés ainsi que pour les uniformités de teneur. 

 

Toujours dans le but d’un gain de temps supplémentaire, une séquence d’injections 

commune aux deux produits pour le dosage, les uniformités de teneur et les impuretés a été 

testée. Pour cela, il a fallu prendre en compte les spécifications pour les tests de conformité 

de chacune des méthodes actuelles (Tableau XXV). 

 

 

Tableau XXV : Spécifications des tests de conformité des méthodes actuelles 

 

 
Résolution 

(F – impureté A) 

Facteur de symétrie 

(pic de F) 

CV 

(pic de l’impureté A) 
Solution LOQ 

CV 

(pic de F) 

ODT 7 0,8 – 1,5 ≤ 5,0% S/N > 10 ≤ 2,0% 

SE 7 <2 ≤ 2,8% CV ≤ 6% ≤ 1,4% 

 

 

Une fois les témoins et les échantillons préparés, ils sont injectés sur UHPLC selon les 

conditions de la méthode du tableau XXVIII. Les chromatogrammes obtenus sont en annexe 

2 et les résultats des tests de dosage sont les suivants. 

Les tests de conformité (Tableau XXVI) sont conformes aux spécifications de chacune des 

méthodes. Néanmoins, le facteur de symétrie est en limite pour ODT. Aussi une vérification 

et une optimisation ultérieure de ce paramètre sera à prévoir. 

 

 

Tableau XXVI : Tests de conformité de la méthode optimisée 

 

 
Résolution 

(F – impureté A) 

Facteur de symétrie 

(pic de F) 

CV 

(pic de l’impureté A) 
S/N 

CV 

(pic de PA) 

Résultat 10 1,5 1,9 % 16 0,1 % 
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Les résultats obtenus pour le dosage du principe actif et des impuretés spécifiées avec la 

méthode optimisée (Tableau XXVII) sont comparables avec ceux obtenus, pour les lots testés 

d’ODT et de SE, avec les méthodes de références. 

 

 
Tableau XXVII : Résultats des tests des lots d’ODT et SE avec la méthode optimisée et de référence 

 

 Méthode optimisée Méthode de référence 

 UT1 UT2 UT3 UT4 UT5 Dosage Impuretés Dosage Impuretés 

ODT NA 102,2 0,20 99,8 0,17 

SE 
99,1 99,4 100,6 100,4 100,5 

99,2 
non 

quantifiable 
97,2 

non 

quantifiable Valeur d’Acceptation = 1,7 

 

 

La valeur d’acceptation24 se définit selon la Pharmacopée Européenne comme la valeur 

permettant d’affirmer si les résultats obtenus pour les uniformités de teneur sont conformes 

ou non. Elle se calcule de la manière suivante : 

- détermination de l’écart-type s entre les teneurs individuelles du composé à 

doser 

- détermination de la moyenne X des teneurs en % par rapport à la valeur 

théorique 

- calcul de la valeur d’acceptation VA 

Si 98,5 ≤ X ≤ 101,5 % alors M = X et VA = ks. 

Si X < 98,5 alors M = 98,5 et VA = 98,5 - X + ks. 

Si X > 101,5 alors M = 101,5 et VA = X – 101,5 + ks. 

 

Avec : M = valeur de référence 
 k = constante d’acceptation = 2,4 
 

Dans notre cas, nous avons : 

X = 100,0 

Donc VA = ks = 2,4 x 0,69 = 1,7 
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IX Bilan 
 

 A la suite des différents essais effectués, la méthode optimisée est la suivante 

(Tableau XXVIII). 

 

 

Tableau XXVIII : Caractéristiques de la méthode optimisée 

 

 UHPLC HPLC 

Colonne 
Phenomenex Kinetex 

(50 x 4,6 x 2,6µm) 

Phase Mobile 

ACN / acide acétique + triéthylamine pH 5,25 

Temps d’analyse 

(min) 

Solvant A 

(%) 

ACN 

(%) 

0,0 80 20 

7,5 50 50 

8,0 80 20 

9,0 80 20 
 

ACN / acide acétique + triéthylamine pH 5,25 

Temps d’analyse 

(min) 

Solvant A 

(%) 

ACN 

(%) 

0,0 80 20 

9,0 55 45 

10,0 80 20 

13,0 80 20 
 

Volume injection 5µL 20µL 

Durée analyse 9 min 13 min 

[C] témoins 

(mg / mL) 

F = 0,075 

Impureté A = 0,018 

Impureté C = 0,018 

Impureté D = 0,018 

LOQF = 0,001 

[C] solution 

analyse 

(mg / mL) 

Dosage : F = 0,075 

Impuretés : F = 2,0 

Le rouge correspond à ce qui a été modifié par rapport à la méthode actuelle. 

 

 
Au niveau des perspectives, il reste notamment à vérifier la robustesse de la nouvelle 

méthode que ce soit pour le pH, la composition de la phase mobile ou la température de la 

colonne avant de faire une validation complète de la méthode. 
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Le site fabriquant produit également du D (autre médicament de la gamme) dans lequel il y a 

un second principe actif : P en plus du F présent dans les autres produits de la gamme. Ce 

second PA n’étant pas disponible au laboratoire au moment des essais, la compatibilité avec 

la méthode optimisée n’a pu être vérifiée ce qui aurait pu conduire à adapter le gradient 

et/ou la phase mobile pour satisfaire aux spécifications de ce produit toujours dans l’optique 

finale de n’avoir qu’une seule méthode pour les produits de la gamme. 

 

Enfin le dernier aspect à prendre en compte concerne la partie règlementaire avec 

l’évolution du dossier déposé. Il est en effet important de savoir entre autres si la méthode 

optimisée pourra être déposée auprès des autorités comme nouvelle méthode de référence 

ou bien uniquement comme méthode alternative. 
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CONCLUSION GENERALE 
 

 L’industrie pharmaceutique se situe à un haut niveau d’assurance de la qualité dans 

le développement, la fabrication et le contrôle des médicaments. Ce système garantit que 

les médicaments sont commercialisés en étant conformes aux spécifications décrites dans le 

dossier d’AMM. 

L’aspect économique d’une industrie pharmaceutique implique la recherche de gains de 

productivité par une réduction des coûts notamment au niveau du contrôle des 

médicaments tout en devant conserver l’aspect qualité de celui-ci. L’entreprise 

pharmaceutique va donc implémenter de nouvelles méthodes analytiques dites productives 

pour vérifier la conformité des produits finis. 

 

Il existe plusieurs techniques productives dont quatre ont été présentés dans cette thèse : 

- la spectrophotométrie UV avec analyse multi-composante 

- le proche infrarouge 

- la chromatographie liquide haute performance 

- le couplage préparateur automatique d’échantillon et chromatographie liquide à 

ultra haute pression 

Le choix de la technique à implémenter se fait en fonction des besoins exprimés et des 

caractéristiques de la méthode. 

Dans l’exemple d’optimisation, pour le dosage des impuretés et du principe actif des deux 

produits ODT et SE présenté dans la thèse, l’étude des gains potentiels a été réalisée. Elle 

montre une réduction au niveau : 

- du temps de l’analyse pour chacune des méthodes (jusqu’à 86% pour la méthode 

des impuretés d’ODT et jusqu’à 80% pour la méthode des impuretés de SE) 

- de la main d’œuvre directe (75% pour la méthode ODT et 60% pour la méthode 

SE), grâce à la préparation commune de la phase mobile et des témoins pour les 

tests de conformité ainsi qu’au niveau du retraitement des données brutes 

- de la consommation de solvants qui découle du temps d’analyse diminué et de la 

préparation commune (jusqu’à 93% pour la méthode des impuretés d’ODT et 

jusqu’à 87% pour la méthode des impuretés de SE). 
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ANNEXES 
 

Annexe 1 : Caractéristiques de la méthode utilisée pour l’étude de la spécificté 

 

Le tableau XXIX décrit les caractéristiques de la méthode après l’optimisation du gradient et 

le test de la LOQ.  

 

 

Tableau XXIX : Caractéristiques de la méthode avant les tests de spécificité 

 

 UHPLC HPLC 

Colonne 
Phenomenex Kinetex®  

(50 x 4,6 x 2,6µm) 

Phase Mobile 

ACN / acide acétique + triéthylamine pH 

5,25 

Temps d’analyse 

(min) 

Solvant A 

(%) 

ACN 

(%) 

0,0 80 20 

2,0 80 20 

9,5 50 40 

10,0 80 20 

11,0 80 20 
 

ACN / acide acétique + triéthylamine pH 

5,25 

Temps d’analyse 

(min) 

Solvant A 

(%) 

ACN 

(%) 

0,0 80 20 

2,0 80 20 

11,0 55 45 

12,0 80 20 

15,0 80 20 
 

Volume injection 5µL 20µL 

Durée analyse 11 min 15 min 

[C] solution 

analyse 

(mg / mL) 

Impuretés : F = 2,0 
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Annexe 2 : Chromatogrammes du test de dosage 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Chromatogrammes des témoins de la méthode optimisée, ODT, SE (de haut en bas) 

 

Les témoins Impuretés C et D ne sont pas injectés avec les témoins calibrant dans les 

méthodes actuelles car ils ne servent qu’à indiquer leur temps de rétention. C’est pour cela 

qu’ils n’apparaissent pas sur les chromatogrammes ci-dessus et que l’on observe que le 

principe actif F et l’impureté A. 
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Figure 23 : Chromatogrammes du dosage de la méthode optimisée, ODT, SE (de haut en bas) 
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Figure 24 : Chromatogrammes des produits de dégradation de la méthode optimisée, ODT, SE (de 

haut en bas) 
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Résumé 

  

 Dans le monde actuel de l’industrie en général et donc également au niveau de 

l’industrie pharmaceutique, la productivité est devenue essentielle afin de réduire au 

maximum les coûts. Cette volonté de réduction des coûts va se traduire au niveau des 

laboratoires de contrôle qualité par l’utilisation de méthodes analytiques dites 

"productives". Les réductions vont pouvoir se gagner sur trois niveaux avec la durée 

d’analyse, la Main d’œuvre Directe et la consommation de réactifs. 

Parmi ces méthodes productives, on peut citer : 

- la spectrophotométrie ultra-violet en analyse multi-composante (UV-MCA) 

- le proche infrarouge (PIR) 

- la chromatographie liquide haute performance (HPLC) optimisée 

- le couplage préparateur automatique d’échantillon - chromatographie liquide à 

ultra haute pression (CTS-UHPLC)  

Le choix de la méthode est également une part importante de l’optimisation et doit se faire 

en fonction des paramètres et des besoins exprimés.  

La deuxième partie de la thèse présente un cas concret d’optimisation d’une méthode de 

dosage par HPLC.  
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Préparateur automatique d’échantillon    HPLC 
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