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BOUIJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBIChafiq
DEHAYNI Mohamed*

. EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

ars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENJAAFAR Noureddine
BEN RAIS Nozha
CAOUI Malika
CHRAIBIAbdelmjid

EL AMRANI Sabah

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
ERROUGANI Abdelkader

BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif

Pathologie Chirurgicale
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Pr. HASSAM Badredine
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Pr. JELTHI Ahmed

Pr. MAHFOUD Mustapha
Pr. RHRAB Brahim
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Mars 1994

Pr. ABBAR Mohamed*

Pr. ABDELHAK M’barek
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Pr. LAKHDAR Amina

Pr. MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr. ABOUQUAL Redouane

Pr. AMRAOUI Mohamed

Pr. BAIDADA Abdelaziz

Pr. BARGACH Samir

Pr. CHAARI Jilali*

Pr. DIMOU M’barek*
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Pr. SEFIANI Abdelaziz
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Novembre 1997
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Immunologie
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Médecine Interne
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Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
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Novembre 1998
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Pr
Pr
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Pr.
Pr.
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Pr.
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Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Neurologie — Doyen de la FMP Abulcassis
Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Hématologie
Cardiologie

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Pédiatrie
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Radiologie
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Radiologie
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Neuro-Chirurgie
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Chirurgie Générale
Pédiatrie Directeur. Hop.d’Enfants
Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Meédecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie Directeur Hopital Ibn Sina
Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie
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Gastro-Entérologie
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Endocrinologie et Maladies Métaboliques
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Gastro-Entérologie
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Pédiatrie
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Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie
Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie

Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique

Radiologie o F
Gynécologie Obstétrique Wmsaw /
Pédiatrie = -ﬂ"’
Cardiologie ﬂi o

. . ‘o o
Chirurgie Générale g
Pédiatrie s

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Rhumatologie
Ophtalmologie
Radiologie
Rhumatologie
Pédiatrie
Cardiologie
Ophtalmologie
Biophysique
Microbiologie
Cardiologie
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. HESSISSEN Leila
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. SBIHI Souad

. ZERAIDI Najia

Décembre 2005

Pr

. CHANI Mohamed

Avril 2006

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ACHEMLAL Lahsen*
AKJOUJ Said*
BELMEKKI Abdelkader*
BENCHEIKH Razika
BIYI Abdelhamid*
BOUHAFS Mohamed El Amine
BOULAHYA Abdellatif*
CHENGUETI ANSARI Anas
DOGHMI Nawal

FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun
HARMOUCHE Hicham
HANAFI Sidi Mohamed*
IDRISS LAHLOU Amine*
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir
LAATIRISAbdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAFI Soumaya*

SEKKAT Fatima Zahra
SOUALHI Mouna
TELLAL Saida*
ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABIDI Khalid
ACHACHI Leila
ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAIJJI Larbi*
AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*

Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologie

Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie
Radiologie
Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique
Chirurgie Cardio — Vasculaire
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation

Microbiologie o™
Radiologie SN A
Urologie li
Pédiatrie el
Psychiatrie —

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale

Pneumo phtisiologie

Chirurgie générale

Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie

Parasitologie

Anesthésie réanimation Directeur ERSM
Biochimie-chimie




Pr. BENZIANE Hamid* Pharmacie clinique

Pr. BOUTIMZINE Nourdine Ophtalmologie

Pr. CHARKAOUI Naoual* Pharmacie galénique

Pr. EHIRCHIOU Abdelkader* Chirurgie générale

Pr. ELABSI Mohamed Chirurgie générale

Pr. EL MOUSSAOUI Rachid Anesthésie réanimation

Pr. EL OMARI Fatima Psychiatrie

Pr. GHARIB Noureddine Chirurgie plastique et réparatrice
Pr. HADADI Khalid* Radiothérapie

Pr. ICHOU Mohamed* Oncologie médicale

Pr. ISMAILI Nadia Dermatologie

Pr. KEBDANI Tayeb Radiothérapie

Pr. LALAOUI SALIM Jaafar* Anesthésie réanimation

Pr. LOUZI Lhoussain* Microbiologie

Pr. MADANI Naoufel Réanimation médicale

Pr. MAHI Mohamed* Radiologie

Pr. MARC Karima Pneumo phtisiologie

Pr. MASRAR Azlarab Hématologie biologique

Pr. MRABET Mustapha* Médecine préventive santé publique et hygiéne
Pr. MRANI Saad* Virologie

Pr. OUZZIF Ez zohra* Biochimie-chimie .
Pr. RABHI Monsef* Meédecine interne W‘@%&‘“w /
Pr. RADOUANE Bouchaib* Radiologie (T

Pr. SEFFAR Myriame Microbiologie ﬂi .i;o@““
Pr. SEKHSOKH Yessine* Microbiologie N

Pr. SIFAT Hassan* Radiothérapie e

Pr. TABERKANET Mustafa* Chirurgie vasculaire périphérique
Pr. TACHFOUTI Samira Ophtalmologie

Pr. TAJDINE Mohammed Tariq* Chirurgie générale

Pr. TANANE Mansour* Traumatologie orthopédie

Pr. TLIGUI Houssain Parasitologie

Pr. TOUATI Zakia Cardiologie

Décembre 2007

Pr. DOUHAL ABDERRAHMAN Ophtalmologie

Décembre 2008

PrZOUBIR Mohamed* Anesthésie Réanimation

Pr TAHIRI My El Hassan* Chirurgie Générale

Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali* Médecine interne

Pr. AGDR Aomar* Pédiatre

Pr. AIT ALI Abdelmounaim* Chirurgie Générale

Pr. AIT BENHADDOU EI hachmia Neurologie

Pr. AKHADDAR Ali* Neuro-chirurgie

Pr. ALLALI Nazik Radiologie



Pr. AMINE Bouchra

Pr. ARKHA Yassir

Pr. BELYAMANI Lahcen*
Pr. BJIJOU Younes

Pr. BOUHSAIN Sanae*

Pr. BOUI Mohammed*

Pr. BOUNAIM Ahmed*

Pr. BOUSSOUGA Mostapha*
Pr. CHAKOUR Mohammed *
Pr. CHTATA Hassan Toufik*
Pr. DOGHMI Kamal*

Pr. EL MALKI Hadj Omar
Pr. EL OUENNASS Mostapha*
Pr. ENNIBI Khalid*

Pr. FATHI Khalid

Pr. HASSIKOU Hasna *

Pr. KABBAJ Nawal

Pr. KABIRI Meryem

Pr. KARBOUBI Lamya

Pr. L’KASSIMI Hachemi*

Pr. LAMSAOURI Jamal*

Pr. MARMADE Lahcen

Pr. MESKINI Toufik

Pr. MESSAOUDI Nezha *

Pr. MSSROURI Rahal

Pr. NASSAR Ittimade

Pr. OUKERRAJ Latifa

Pr. RHORFI Ismail Abderrahmani *

PROFESSEURS AGREGES :
Octobre 2010

Pr. ALILOU Mustapha
Pr. AMEZIANE Taoufig*
Pr. BELAGUIDAbdelaziz
Pr. BOUAITY Brahim*
Pr. CHADLI Mariama*

Pr. CHEMSI Mohamed*

Pr. DAMI Abdellah*

Pr. DARBI Abdellatif*

Pr. DENDANE Mohammed Anouar
Pr. EL HAFIDI Naima

Pr. EL KHARRAS Abdennasser*
Pr. EL MAZOUZ Samir

Pr. EL SAYEGH Hachem

Pr. ERRABIH Ikram

Pr. LAMALMI Najat

Pr. MOSADIK Ahlam

Pr. MOUJAHID Mountassir*

Pr. NAZIH Mouna*

Pr. ZOUAIDIA Fouad

Rhumatologie
Neuro-chirurgie
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie

Chirurgie Générale
Traumatologie orthopédique
Hématologie biologique

Chirurgie vasculaire périphérique
Hématologie clinique

Chirurgie Générale

Microbiologie

Médecine interne

Gynécologie obstétrique

Rhumatologie

Gastro-entérologie

Pédiatrie

Pédiatrie

Microbiologie Directeur Hopital My Ismail
Chimie Thérapeutique

Chirurgie Cardio-vasculaire

Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie

Anesthésie réanimation
Médecine interne
Physiologie

ORL

Microbiologie
Médecine aéronautique
Biochimie chimie
Radiologie

Chirurgie pédiatrique
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie plastique et réparatrice
Urologie

Gastro entérologie
Anatomie pathologique
Anesthésie Réanimation
Chirurgie générale
Hématologie biologique
Anatomie pathologique



Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed

Pr. ABOUELALAA Khalil*

Pr. BELAIZI Mohamed*

Pr. BENCHEBBA Driss*

Pr. DRISSI Mohamed*

Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna
Pr. EL KHATTABI Abdessadek*
Pr. EL OUAZZANI Hanane*

Pr. ER-RAJI Mounir

Pr. JAHID Ahmed

Pr. MEHSSANI Jamal*

Pr. RAISSOUNI Maha*
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Cela ne sera pas mon ceuvre ultime, que j'aurais forcément le privilege de
réaliser avec certainement, [aide de dieu, que ce soit sur le plan académique,
professionnel, ou tout simplement et essentiellement, personnel. Mes ambitions
sont en effet, bien plus vastes, que ce qu annoncent mes mots, souvent timides. Je
sais en outre, que je pourrai encore et toujours, compter Sur ceux qui ont,
directement ou indirectement, contribué jusqu’ici, voire, amplement et
inlassablement concouru, pour faire de ma modeste personne, un projet de bon

citoyen, en croyant en moi et, en mes moyens.

Le présent travail est le fruit d’un long parcours, réalisé parfois, dans la
douleur. Mais, je persiste a croire, que mon destin, a bien voulu mettre sur mon
chemin, certaines bonnes personnes, qui ont su, dans mes moments de désespoir,
me propulser vers [avant et, me charger d énergie, dans mes moments de fatigue,
sans jamais demander la moindre contrepartie, sauf, peut-étre, la promesse
silencieuse de tdcher d’étre heureux dans tout ce que je fais et,... toujours fier de

ce que je suis.
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J'ai eu tellement envie, que ces pages consacrées aux dédicaces et aux
remerciements, ne connaissent point de fin, au risque de transformer le présent
contenu, en sacré hommage plutét que [aboutissement d’une longue année de
recherche scientifique jessayerai d'étre le plus bref possible. Je leur dois en

grande partie, le mérite d’en étre [a.

Je voudrais, donc, a [occasion de mon premier véritable tournant positif de
ma vie, qui me propulsera, si dieu le veut, vers de nouveaux challenges plus
élaborés, dédier ce modeste travail, en guise d’hommage rendu a juste titre, da ces

étres chers, bien logés dans mon coeur.
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A mes parents

Aux deux étres chers qui m'ont prodigué tant d amour, d affection et de
bonheur ; qui ont fait tant de sacrifices pour mon éducation et mes études ; qui
m’ont comblé par leur soutien et leur générosité et qui continuent a m’entourer de

leur ample affection.

Je vous dédie ce modeste travail en témoignage de ma vive reconnaissance, de

mon profond amour et attachement et du grand respect que je vous dois.

Que dieu tout puissant vous garde et vous procure santé, bonheur et longue vie
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A mon regretté meilleur ami

Le défunt Bendriss Mohamed Reida
Que Dieu ait son dme
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Mon cher ami qui nous a quitté au bout de son parcours
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Introduction générale




Les méthodes d’analyse sont souvent décrites comme des procédures immuables et

figées.

C’est un peu I’impression que donnent les manuels et les recueils de normes techniques.

Or, comme tout procédé de production, les méthodes d’analyse naissent, évoluent et meurent.

Dans ce travail nous avons décrit le cycle de vie depuis le moment ou la méthode est
choisie jusqu’au moment ou on I’abandonne. Nous nous sommes intéressé aux facteurs de
bruits susceptibles d’influencer les méthodes d’analyses et nous avons mis en ceuvre un test
de robustesse sur deux méthodes indicatrices de la stabilit¢ I'une pour la détermination
simultanée de 1’Hydochlorothiazide (HCT) et le Valsartan (VS)en présence de leurs
impuretés respectives. Et ’autre pour le dosage du ridogrel, tout en en détaillant 1’application

du test sur les méthodes de dosage chromatographiques.






A. Chapitre I : Cycle de vie d’une méthode d’analyse

1. Introduction :

Les domaines d'application des méthodes d'analyse sont trés divers, allant du contrdle
des médicaments, de la bio-analyse dans le cadre des études cliniques et des études de
bioéquivalence jusqu’aux études environnementales et agro-alimentaires... Quelle que soit la
méthode d'analyse utilisée et quel que soit le domaine d’application, chaque laboratoire doit
étre en mesure de produire des résultats fiables lors de 1'exécution de l'analyse pour un client
ou pour des fins réglementaires, afin de répondre au probléme analytique et donc a celui

d’ordre socio-économique comme le montre la Figure 1. [1-2]

Probléme socio-économigue S&até:fogg Argl:)mgue :
- Ré : i - ie antillonnage ;
Role thérapeutique des - Traitement d'échantillon ;

me'dlcaments ) - Sélection de la méthode ;
— Présence des toxines dans les / | Détection -
aliments = anﬁﬁcaiion ;
Y
Probléme analytique

4
Exigences a satisfaire : Propriétés Analytiques
— Normes 2 la libération — Sélectivité
— Exigence réglementaire — Exactitude

- - — Incertitude
Qualité analytique — Vitesse

Obiectif attendu — Automation

o — Cot
Tragabilité |\ i Fiabilité

d

Qualité externe
Médicament, nutriment, agences sanitaire, ...

Figure 1 : Probleme analytique [2]



Dans le domaine analytique, deux types de méthodes sont mentionnés : les méthodes
qualitatives et les méthodes quantitatives. Dans cette derniére catégorie, la mise en ceuvre de

ces méthodes (le cycle de vie) peut s’articuler en quatre grandes phases généralement

successives telles que I’illustre la Figure 2 [3]:

La Sélection de la méthode de ses objectifs et des conditions opératoires initiales.

Le Développement, avec ou sans optimisation au moyen de plans d’expériences;

La Validation précédée, selon les cas, d’une phase de pré validation;

L’usage en routine, incluant le plus souvent une validation en routine et parfois une

validation partielle ou une revalidation.

Plan expérimental
Opt " Testde Optimisation des
Expertse de robustesse | paramétres instrumentaux,
[analyste des conditions opéraloires,
SELECTION » | DEVELOPPEMENT établissement des
Choix des analytes, standardisées
Type de technique,
Signal
Test de robustesse
REVALIDATION

| Procédures de
Tests d'aptitudes yareaen

VALIDATION
USAGE EN
R —— ROUTINE Vérification Justesse, Linéarité,
des aptitudes Précision, Exactitude,
Planification des controles, Fonction de réponse,
Plan déchantifonnage, Limites de détection et
Capacité de mesure de quantification
Optionnelle
>
VALIDATION
EXTERNE

Etudes inter- Reproductibilité /

Figure 2 : Cycle de vie d’une méthode analytique [4]



II. La sélection de la méthode

Cette étape consiste a choisir parmi les diverses méthodes physico-chimiques publiées
dans la littérature ou maitrisées par le laboratoire celle qui doit permettre de déterminer le ou
les analytes représentatifs du probléme analytique a traiter. Cette démarche repose

enticrement sur le savoir-faire et l'expertise de I'analyste.

Le choix de la méthode est le point de départ véritable de la validation. Il résulte d'un
compromis entre les possibilités instrumentales du laboratoire, le colit d'une mesure et les
performances requises. Pour estimer le poids de chacun de ces ¢éléments, on procede de facon
assez subjective. Pour étre rigoureux, il faudrait pouvoir calculer un rapport coiit - bénéfice qui
intégrerait les performances métrologiques et le cotit de la méthode et, si plusieurs méthodes sont

concurrentes, s¢lectionner celle qui a le rapport cotit-bénéfice le plus favorable [1].

Toutefois et afin de sélectionner la méthode adéquate, des questions basiques, comme

les suivantes, doivent étre posées [2] :

- Quel est I'analyte (s) a chercher?

- Quelle est la nature de 1'échantillon : les propriétés physiques et chimiques de
1'échantillon?

- Quel est le niveau (s) de concentration de 1'analyte (s) a chercher?

- Quel est le niveau d’exactitude nécessaire?

- Quelles sont les limites d'acceptation des performances de la méthode?

- Quels sont les autres constituants de 1'échantillon qui sont généralement
présents?

- Combien d'échantillons doit-on analyser?

En effet, il est primordial de connaitre le plus d'informations possibles sur I'échantillon
qui sera analysé. Les points simples et évidents a résoudre peuvent étre les éléments attendus
dans 1'échantillon (les excipients, les contaminants, les produits secondaires, les produits de
dégradation, les métabolites, ...), les composants d'intérét, les caractéristiques telles que la
volatilit¢ de I'échantillon, les solvants possibles, la présence d'acides et / ou de bases,

I'historique de 1'échantillon, comme des détails sur la synthese. Les réponses a ces questions



aident a sélectionner la méthode appropriée. Les propriétés chimiques du composé en cours
d'analyse sont aussi extrémement importantes pour la sélection de la méthode. Celles-ci
peuvent inclure, mais ne sont pas limitées a, la présence de groupes fonctionnels

(chromophores), ionisation, et la polarité. [2]

La méthode de détection la plus couramment utilisée dans le domaine pharmaceutique
pour la détection des substances médicamenteuses contenant un ou plusieurs chromophores
comme groupes fonctionnels est la spectrophotométrie UV/Visible. Les techniques de
détection avec une plus grande sélectivité et sensibilit¢ comme les techniques
¢lectrochimiques, de fluorescence et la détection par spectrométric de masse peuvent
¢galement étre considérées quand la détection directe est jugée inappropriée. Parfois, une
modification chimique ou une dérivation peut étre utilisée pour l'analyse d'un composé

médicamenteux dépourvu de tout chromophore.

Si l'analyse quantitative est souhaitée, des critéres importants tels que Ia
spécificité/sélectivité de la méthode concernant les interférences possibles, la limite de détection,
I’intervalle de dosage , le seuil de quantification, la fidélité, la justesse, I’exactitude , les méthodes
d'échantillonnage (gaz, liquide, solide), la préparation des échantillons (extraction en phase solide,
la digestion, etc. ), la vitesse, l'automatisation, la facilité d'utilisation, 'efficacité, le cotit, peuvent

étre utiles pour orienter la sélection de la méthode. [2]
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III. Développement et optimisation

Une fois la méthode est sélectionnée, il est souvent nécessaire d'effectuer plusieurs
expériences pour ’optimiser. Cette optimisation de la méthode peut étre trés complexe. En
effet, en raison du nombre important des parametres impliqués dans le développement des
méthodes d'analyse, il est difficile de trouver I’ensemble des niveaux optimaux des

parametres de la méthode analytique.

Généralement, pour optimiser les conditions opératoires d’une méthode analytique, les
plans d’expériences, notamment la méthodologie des surfaces de réponse, sont utilisés [5].
Les plans d’expériences €tant des outils de la chimiométrie [1], Ils ont pour objectif de fournir
a I’analyste, moyennant un nombre d’expériences restreint, un maximum d’informations

pertinentes pouvant expliquer certains effets et prédire les réponses étudiées.

Dans la méthodologie des plans d’expériences, tous les facteurs considérés sont étudiés
simultanément. La stratégie consiste a réaliser les expériences de manicere programmeée et
raisonnée, en faisant varier les niveaux de tous les facteurs a la fois [6-7]. Le meilleur moyen
pour y parvenir, tout en expliquant les phénomenes observés et en exploitant les résultats
obtenus, est I'utilisation des outils mathématiques combinés aux outils statistiques ; ce qui
rend complexe leur mise en ceuvre. Cela n’est possible que par I'utilisation des logiciels

développés qui rendent le travail accessible et rapide [4].

Plusieurs types de plans sont définis pour réaliser les expériences et sont décrits dans la
littérature [8-9]. Cependant, pour le choix d’un plan adéquat, il y a un certain nombre de
prérequis, tels que 1’objectif poursuivi par I’analyste, le type et le nombre de facteurs a

¢tudier, les informations a recueillir, et méme les exigences de 1’expérimentateur [4].
(Cf Chapitre plans d’expérience ou il est décrit les principaux plans utilisés en
optimisation).

L’application des plans d’expérience pour l'optimisation des méthodes permettra non
seulement de trouver les niveaux de facteurs qui répondront le plus adéquatement au
probléme analytique rencontré, mais Il fournira également un outil pour obtenir 1'optimisation

robuste de la méthode analytique. Cela correspond adéquatement a la demande de I’CH Q2R1
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[10]: "L’évaluation de la robustesse se fait durant la phase de mise au point; elle dépend du
type de méthode considérée. Cette évaluation doit démontrer que la méthode demeure fiable
lorsqu’on introduit des variations planifiées de parametres ". En effet, la surface de réponse
permettra de trouver une région dans le domaine expérimental ou de légeres modifications

délibérées des parametres n'affectent pas les réponses €tudi€es.

Ce type d'optimisation de méthode permet d’éviter 1'étude de vérification de la
robustesse qui est parfois exigée par les agences sanitaires d'enregistrement des médicaments
apres le processus de validation dans le cadre d’une nouvelle demande d’enregistrement ou
lors de dépot des dossiers d'Autorisation de mise sur le march¢ (AMM) (voir chapitre

robustesse). [2]
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IV. La validation

L’objectif de la validation est de démontrer que la méthode employée permet d’atteindre
des objectifs techniques définis a I’avance. La clause 5.4.5.1 de la norme ISO 17025 : 2005
[11] donne une définition de la validation : « La validation est la confirmation par examen et
I’apport de preuves objectives du fait que les exigences particulieres en vue d’une utilisation
prévue déterminée sont remplies » [1]. Elle ne doit intervenir qu’apreés la mise au point

complete de la méthode.

Une distinction entre validation interne et externe peut étre faite. La premiere est
universelle et requise pour toutes les méthodes développées, la seconde est surtout applicable
aux méthodes qui seront utilisées par plusieurs laboratoires ou dont les résultats servent lors

d'échanges commerciaux ou de contrdles officiels.

Le domaine de la validation des méthodes analytiques est défini par plusieurs textes
Réglementaires ou des guidelines tels que 'ICH [10], la FDA [12], EURACHEM [13],
IUPAC [14], AOAC [15]. Ces derniers définissent les critéres de validation a tester, mais ne
proposent pas des approches expérimentales et se limitent surtout a des notions générales [2],
Pour ces raisons, plusieurs méthodologies pratiques ont été proposées [16-17] afin d’aider les
analystes a valider leurs procédures d'analyse. Ces guides ont grandement contribuéa faire
progresser la validation des méthodes d’analyses. Le premier guide de la Société Francaise
des Sciences et Techniques Pharmaceutiques (SFSTP) [16] confronte 1’analyste a un grand
nombre de tests statistiques qui compliquent parfois sa décision, au lieu de la rendre aisée.
Cette confusion entre les régles de diagnostic et de décisions se trouve également dans le
deuxieéme guide SFSTP [18] consacré aux procédures de bioanalyse. Pour cette raison, le
récent guide SFSTP [17] visait a aligner les objectifs de la validation en fonction des objectifs
de la procédure analytique. Il insiste également sur la validation de la procédure analytique
telle qu’elle sera utilisée en routine. Enfin, il fournit une regle de décision simple en utilisant

les intervalles de tolérance (cf. IV.4.d .L’approche de I’erreur totale ou Profil d’exactitude).

Ce guide a ¢également pour but de proposer un consensus sur les normes généralement
reconnues, tout en intégrant largement la terminologie de I'ISO [19]. Il a aussi présenté une

stratégie expérimentale pour la validation des méthodes d’analyse, indépendante du secteur
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industriel, utilisant au mieux les expériences réalisées afin d’extraire un maximum
d'informations a partir des résultats et de minimiser les risques de ré-analyse des échantillons
de routine [20]. Cette approche devrait donc réduire considérablement le risque d'accepter une
méthode qui ne donnerait pas des résultats suffisamment exacts ou, au contraire, de rejeter
une procédure qui peut €tre appropriée. La notion de profil d’exactitude proposée dans ce
guide SFSTP peut étre étendue aux autres secteurs d'activité, tels que l'environnement ou

I’agroalimentaire.
1. Ciriteéres de validation

Les principaux critéres de validation sont ceux qui sont décrits par les textes

réglementaires ou les guidelines et s’articulent comme suit :

e  Spécificité ou sélectivité,

e Fonction de réponse (courbe d’étalonnage),

e Linéarité,

o Fidélité (Répétabilité et Fidélité intermédiaire),
e Justesse,

e Exactitude,

e Limite de détection (LD),

e Limite de quantification (LQ),

e Intervalle de dosage,

e Robustesse.

Des définitions détaillées de ces critéres peuvent Etre retrouvées dans la partie.« IV.4.d
.L’approche de [’erreur totale ou Profil d’exactitude », et vu I'importance de la robustesse

dans le cycle de vie des méthodes analytiques un chapitre entier sera dédi¢ a ce parametre.

Il est également important de préciser qu’a I’heure actuelle, il n’y a toujours pas de
convergence entre les différents documents réglementaires (ISO, ICH, Afnor, Sanco, FDA,

Conférence de Washington, etc.) quant a la définition des critéres de validation a tester.

C’est ainsi que la notion de linéarité apparait ou non et que son interprétation peut varier

d’un document a 1’autre. Il en va de méme avec la justesse qui, selon les documents, est
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confondue avec I’exactitude. Pour éviter cela, la nomenclature issue des normes ISO a été
choisie, dans le dernier guide SFSTP [17], comme référentiel principal pour la définition des

critéres de validation.
2. Objectifs de la procédure d’analyse

L’objectif d’une procédure analytique quantitative est de pouvoir quantifier le plus
exactement possible chacune des quantités inconnues que le laboratoire aura a déterminer. En
d’autres termes, ce que tout analyste attend d’une procédure analytique , c’est que la
différence entre le résultat rendu (x) et la « vraie valeur » inconnue de I’échantillon (uT), qui
par ailleurs restera toujours inconnue, soit petite ou du moins inférieure a une limite

d’acceptation, c¢’est-a-dire [17] :
—A(X =ty (A © |x= 11| (2

Avec A la limite d’acceptation, qui peut étre variable selon les exigences de I’analyste
ou la finalit¢ de la procédure analytique, laquelle est liée aux exigences communément
admises par la pratique professionnelle (par exemple : 1 a 3% sur des matieres premieres, 5%
sur des spécialités pharmaceutiques, 15% en bioanalyse, etc.). Deux principes fondamentaux
apparaissent: d’une part, une notion de limite d’acceptation des performances d’ une procédure
analytique, d’autre part, et de maniére implicite, celle de la responsabilité de I’analyste dans la
décision d’accepter ou non une procédure en fonction de ses performances et de 1'usage pour

lequel elle est prévue.

Par ailleurs, toute procédure analytique (méthode de dosage) se caractérise par un "vrai
biais" py (erreur systématique), et une "vraie fidélité " o%y (erreur aléatoire mesurée par un
¢cart-type ou une variance) (voir annexe 2). Ces deux paramétres sont propres a toute
procédure analytique et sont tout aussi inconnus que la "vraie valeur" de I'échantillon a
déterminer. En fait, les expériences réalisées en phase de validation permettent d'obtenir des
estimateurs de ce biais et de cette variance (fidélité) qui seront d'autant plus fiables que les
expériences effectuées sur des échantillons connus — les standards de validation (SV) - seront

adéquates, c'est-a-dire que le plan d'expériences et le nombre d'essais seront appropriés. Ces
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estimateurs de biais et de variance ne sont pas une fin en soi, ils constituent une étape
intermédiaire  obligatoire pour pouvoir ¢évaluer si la procédure analytique va
vraisemblablement pouvoir ou non quantifier avec une exactitude suffisante chacune des

quantités inconnues, c’est-a-dire remplir son objectif.

La Figure 3 illustre graphiquement les concepts précédents ainsi que 1’équation en
dessus. Cette figure présente la répartition de 95% des mesures fournies par quatre méthodes
analytiques différentes ayant chacune un vrai biais py et une vraie fidélité o*y ainsi qu’une
limite d'acceptation A commune. Dans cette illustration, cette limite vaut 15%, ce qui est un

choix classique pour les procédures bio-analytiques [12].

Biais 9%
-30 -15 0 15 30

TN

7 S

/“"Hﬁ_'_._ﬁ\

/ \
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/\

Procédure 4

Procédure 3

Procédure 2

Procédure 1

-30 - 18

o

15 30

Figure 3 : Exemples de procédures ayant la méme limite d’acceptation A = 15%. Le biais
est exprimé en % d’écart a la valeur vraie et la fidélité comme un coefficient de

variation.

Comme l'illustre la Figure 3, la procédure 3 (0% de biais, 20% CV de fidélit¢) ne
remplit pas son objectif puisqu’elle fournit une trop grande proportion de mesures qui s’écarte
de plus de 15% de la véritable valeur des échantillons, c’est-a-dire une trop grande proportion
de mesures en dehors des limites d’acceptation de A = £15%. Cette derniere procédure se

caractérise par un biais py négligeable et par une fidélité o%y insatisfaisante. La procédure 4
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ne remplit pas non plus son objectif. Une proportion trop importante de mesures sort des
limites d’acceptation fixées. Notons cependant que la procédure 4 se caractérise par un biais
de +7% et une fidélité de 12% qui sont individuellement inférieurs a 15%, comme 1’exige la

FDA [12].

En revanche, les procédures 1 et 2 atteignent les objectifs fixés. Nous pouvons donc les
retenir et conclure a leur validit¢é en fonction de l'objectif fixé a priori. En effet, elles
permettent de garantir la présence d’au moins 95% de résultats corrects a I'intérieur des
limites d'acceptation. Pourtant, en examinant plus attentivement la Figure3, on notera que la
procédure 1 présente un biais de +7%, inférieur a la limite d’acceptation, mais tres fidele (3%
CV). La procédure 2, au contraire, se caractérise par un biais négligeable (+1%) mais moins

fidele (8% CV).

Les différences entre ces deux procédures importent peu car nous avons bien dans les
deux cas la garantie que les résultats fournis ne seront jamais trop €éloignés des vraies valeurs
a quantifier. La qualité des résultats est de loin plus importante que les caractéristiques

intrinséques de la procédure en termes de biais ou de fidélité.

Mais vouloir atteindre cet objectif trés exigeant a un colt considérable, généralement
trop ¢€levé pour étre une stratégie acceptable pour un analyste qui ne dispose généralement que
de peu de temps. Dés lors, pour réduire ce cot, il va devoir prendre des risques qu'on voudra
minimum (ou tout au moins compatibles avec les objectifs analytiques). Pour maitriser ce
risque, on peut inverser le raisonnement et fixer d'emblée une proportion maximale acceptable
de mesures qui pourront sortir des limites = A, comme par exemple 5 % des mesures ou 20 %
des mesures au maximum en dehors des limites d’acceptation. Cette proportion représente

donc le risque que I'analyste est prét a prendre.

Ainsi, tel que l'illustre la Figure 4 sur la base du "vrai biais" v et de la "vraie fidélité"
o°\m, paramétres qui, rappelons-le, caractérisent toute procédure analytique et qui sont tout
aussi inconnus que la "vraie valeur" pr de l'échantillon a déterminer, les limites d'acceptation
des performances de la procédure en fonction de son utilisation permettent de définir un
espace des procédures analytiques, pour un domaine d'activité donné, ou se trouvent toutes les

procédures analytiques acceptables : par exemple £ 15% en bio-analyse suite a la convention
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de Washington. C'est dans cet espace donc qu'il faudra chercher la "bonne procédure
analytique" et ce, en fonction de la proportion de mesures que I’analyste désire avoir dans les
limites d’acceptation (par ex : 95%, 80% ou 66%). Dans le cas présenté dans la Figure 4, le
triangle intérieur représente la zone de toutes les procédures analytiques pour lesquelles on
souhaite que 95% des résultats x soient compris dans les limites d'acceptation que l'analyste

s'est fixé en fonction des contraintes de son domaine d’activité.

_ -10 s :-".-,-_ ___JL..-—!:‘L"/E'“ s

16

10

Vraie filélité (%)

—_— 16 1§ =x
Vrai biais (%)

Figure 4 : Limites d’acceptation des performances d’une procédure en fonction de son «

vrai biais » (%) et de sa « vraie fidélité » (CV, %) [17].
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3. Objectif de la validation des méthodes :

L'objectif de la validation est de donner aux laboratoires ainsi qu’aux autorités
compétentes les garanties que chaque mesure qui sera réalisée ultérieurement en routine, une
fois la procédure validée, sera suffisamment proche de la "vraie valeur" inconnue de
I’échantillon ou du moins comprise dans une limite acceptable, en fonction de la finalité de la
procédure. Le but est de minimiser le risque tant au niveau du producteur que du futur
consommateur. Par conséquent, et contrairement a ce que la pratique courante peut laisser
penser, 1’objectif de la validation n’est pas simplement, d’obtenir des estimateurs du biais et
de la fidélité. Il n'en demeure toutefois pas moins que ces parametres, sont, comme nous

I’avons déja signal€, des ¢léments indispensables a 1'é¢tablissement des garanties précitées.
4. Les reégles de décision

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

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

Selon le processus de décision adopté, nous pouvons distinguer entre 3 approches
statistiques conventionnelles, se caractérisant toutes par le fait qu'ils comparent séparément la
justesse et la fidélité, c'est-a-dire respectivement les erreurs systématique et les erreurs
aléatoires de la méthode. Nous distinguons aussi une quatriéme approche qui s’intéresse a la
combinaison des erreurs systématique et aléatoire dans le concept d’erreur totale. Etant donné
que les trois premieres approches ont été largement appliquées et décrites dans la littérature,
nous allons brieévement les présenter, et nous nous arréterons plus sur ’approche par le profile

d’exactitude vue son adaptation face aux enjeux de la validation.
1.1 L approche descriptive [21,28],
1.2 L approche de différence [22, 21, 23,28],
1.3 L’approche d’équivalence [22; 21-24].

1.4 L approche par I’erreur totale ou profil d’exactitude [17,20,25,26-27,29]
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1.1. L’approche descriptive :

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

Biais et fidélité intermédiaire [21].

Les valeurs estimées de chaque critére sont calculées a chaque niveau de concentration

des standards de validation et sont comparées aux limites d'acceptation fixées a priori.
1.2. L’approche de différence

L'approche de différence est basée sur les tests d*hypothéses comme le test de Student

[22, 21, 23].

Les tests des hypotheses statistiques sont composés de deux hypotheéses mutuellement

exclusives, a savoir I'hypothése nulle HO et 'hypothése alternative HI.

Le critere de justesse (ou le biais de la méthode) est évalué en utilisant un test bilatéral
de Student dont les hypotheses nulles et alternatives sont données en dessous. Ceci peut étre
vérifié en comparant I’intervalle de confiance a 95 % du biais global estimé a la valeur 0% de

biais relatif.

Hypothese nulle :
HO : biais =0 < = > HO : biais relatif =0 % < = > HO0 : recouvrement = 100 %
Hypothese alternative :

HO: biais # 0 < = > HO : biais relatif #0 % < = > HO0 : recouvrement # 100 %

Avec biais = Xi -pr, le biais relatif = (xi -pr /pr)*100et le recouvrement =

(Xi/pr)*100

Si cet intervalle contient 0 % de biais, la justesse de méthode est acceptée, sinon, elle

devrait étre rejetée comme illustré dans la Figure 5 (a).
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Figure 5 : Les régles de décisions de validité des méthodes analytiques pour 5 situations
différentes (1 a 5) selon le biais relatif de la méthode ; (a) ’approche de différence du
biais relatif, (b) I’approche d’équivalence du biais relatif avec les limites de décision

fixées a 5%

1.3. L’approche d’équivalence

L'approche d'équivalence differe des précédentes par le fait qu’au lieu de vérifier si le
biais relatif estimé ou le CVFI estimé est inclus dans les limites d'acceptation, elle vérifie si la
vraie valeur de ces parametres est incluse dans leurs limites d'acceptation respectives, cela

pour chaque niveau de concentration des standards de validation étudiées comme le montre la
Figure 5 (b).

Cela consiste a comparer des intervalles de confiance des paramétres étudiés aux limites
d'acceptation [24].

Pour le critere de justesse, l'intervalle de confiance a 95 % du biais relatif est calculé

pour chaque niveau de concentration et comparé par exemple aux limites d'acceptation de
+2%.

L'hypothese statistique de ce test est maintenant :

HO1 : Biais relatif < -A vs H11 : biais relatif >-A
Et

HO2 : Biais relatif > A vs H12 : biais relatif <A
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Ou A(%) est la limite de décision, a savoir la différence maximale tolérée pour le biais

relatif de la méthode (par exemple 2%).

Comme illustré par les deux lignes horizontales représentant les limites de décision de
+5% au niveau de la Figure 9b, la régle de décision a changé. Avec cette nouvelle regle, les
procédures 4 et 5 sont rejetées, alors que la procédure 2 est maintenant considérée comme

valide.

Pour le critere de Fidélité, c’est la limite supérieure de l'intervalle de confiance a 95%
du CVy qui est comparée a, par exemple, la limite de 2% et qui doit étre plus petite que cette

valeur maximale.
1.4. L’approche de ’erreur totale ou Profil d’exactitude

A coté de ces approches classiques, il est possible de proposer cette méthodologie
alternative basée sur le profil d’exactitude en utilisant les intervalles de tolérance statistique et
l'erreur totale de mesure comme outil de décision unique [17, 20,26,27]. Cette méthode serait
mieux adaptée aux enjeux de la validation, a savoir la satisfaction des besoins des clients, tout

en contrélant le risque du laboratoire. On peut la résumer en trois points :

- fixer un objectif global de performance relatif a I’exactitude de la méthode, appelé
intervalle d’acceptabilité ;

- produire des preuves expérimentales qui servent pour calculer des parametres que
I’on va combiner pour évaluer I’exactitude ;

- vérifier si ces preuves sont en adéquation avec I’objectif global.

Pourquoi fixer un objectif de validation unique et global et non pas des objectifs, critére

par critére, comme cela se fait couramment ? Nous allons répondre par I’exemple suivant.

Exemple : prenons une méthode pour laquelle la fidélité, exprimée sous la forme d’un
CV de reproductibilité, doit étre inférieure a 15 % et la justesse, mesurée par un biais relatif

absolu, doit elle aussi étre inférieure a 15 %. La figure 6illustre les contraintes ainsi imposées.

Selon la stratégie classique, la méthode est validée si chacune de ces contraintes est
vérifiée indépendamment ’une de 1’autre (le cas de la procédure 4 dans la figure 3). On voit

ainsi qu’on peut accepter comme conformes des résultats qui différent jusqu’a 30 % de la
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valeur de référence quel que soit le test, ce qui semble cohérent : ce qu’illustre le cercle
pointillé de la figure 2a. Mais, en réalité, ces contraintes s’ajoutent et le biais de justesse peut
étre positif ou négatif. La figure 2b montre qu’en fait on peut étre amené a accepter des
résultats qui different jusqu’a 45 % de la valeur de référence ! On débouche alors sur des tests
qui se contredisent et on pourra conclure a la conformité de la fidélité, mais plus a celle de la

justesse.

et Valeur
: de référence

(®) valeurs seuils vérifiées simultanément

Figure 6 : Interprétation géométrique des valeurs seuils pour la fidélité et la justesse
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L’¢éclatement des objectifs « critére par critére » nuit a la clarté de I’enjeu. Il semble
donc préférable de proposer un critére unique qui caractérisera un résultat et pas seulement la
méthode. En effet, ce qu’on attend d’une procédure de dosage c’est qu’elle soit capable de
quantifier correctement un €chantillon, et non pas tellement qu’elle soit fidéle ou juste, méme
si une bonne fidélité et une bonne justesse constituent souvent (mais pas obligatoirement) des
gages de réussite. Ainsi, qu’'importe que la méthode ne soit pas tres juste, si elle est apte a
produire un résultat qui soit globalement acceptable pour les objectifs du client ? Nous

proposons d’appeler ce critére global I’intervalle d’acceptabilité [17, 20,26,27].

L’objectif de la validation n’est donc pas simplement, contrairement a ce que la lecture
de certains guides de validation peut porter a croire, d’obtenir des estimations correctes de la
justesse et de la fidélité. 11 parait raisonnable de prétendre que I’objectif est de répondre aux

besoins du client — demandeurs d’analyse ou autorités de controle — ¢’est-a-dire :

L’objectif de la méthodologie globale est de fournir des garanties que chaque résultat

qui sera obtenu en routine sera suffisamment proche de la valeur vraie de I’échantillon traité.
A la lecture de cet objectif, deux notions fondamentales se dégagent, a savoir :

— « suffisamment proche » signifie que le résultat fourni en routine sera a une distance

raisonnable (ou exigée par le client) de la valeur vraie ;

— « fournir des garanties » signifie qu’il faut calculer la probabilité de produire des

résultats situés a cette distance raisonnable.

On peut proposer une formalisation mathématique de ces deux notions. Si I’on appelle
Z le résultat fourni en routine et X la valeur vraie de 1’échantillon, la notion de «

suffisamment proche » peut s’écrire sous la forme suivante :
-A<Z-X<+A

Les quantités — A et + A représentent ces « distances raisonnables » maximales qu’un
client est prét a accepter. Elles forment ce que nous appelons I’intervalle d’acceptabilité. Si
ces distances sont les mémes de chaque coté de la valeur vraie, ’intervalle est symétrique et

I’équation précédente devient :

|Z-X| <4
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Elle peut aussi s’écrire sous la forme d’un écart relatif :

Quant a I'idée de « fournir une garantie », elle peut s’écrire sous la forme d’une

probabilité supérieure ou égale a une proportion 3 :
Prob (|Z-X|<4) =8

L’objectif de performance globale, noté A, est appelé la (ou les) limite(s) d’acceptabilité
de la méthode. Il est défini par le client et non pas par I’analyste et correspond a la
performance attendue de la méthode en termes d’exactitude. Rappelons que I’exactitude

combine justesse et fidélité (voir paragraphe ci-apres « critere d’exactitude »).

Finalement, ce dont on a besoin, c’est d’un outil statistique permettant de prédire entre
quelles limites se situera une proportion B de futurs résultats pour vérifier si ce nouvel
intervalle se situe bien entre les limites d’acceptabilité [17,20]. Cet outil existe, il s’agit de
I’intervalle de tolérance moyen de probabilité ou intervalle de prédiction. Il a été introduit des
les années 1940 pour construire les cartes de contrdle tres largement utilisées aujourd’hui pour
le contrdle statistique des procédés industriels (et qui présentent un moyen de suivre les

méthodes analytiques en routine) [30].

La figure 3 propose une interprétation graphique de la démarche. Le cercle grisé
délimite la zone dans laquelle se situe la proportion B % moyenne attendue de futures mesures
(intervalle de tolérance moyen de probabilité¢ ). Quant a la limite d’acceptabilité, elle est
représentée par le grand cercle centré autour de la valeur de référence. La méthode 1 est
valide parce qu’elle est capable de produire une proportion suffisante de futures mesures qui
se situeront a I’intérieur de la zone d’acceptabilité. Par contre, la méthode 2 n’en n’est pas

capable.
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Limite Valeur
d’acceptabilité de référence

La limite d’acceptabilité représente
« I'emploi prévu » de la méthode.

(@ méthode 1 (valide)

(®) méthode 2 (non valide)

Figure 7 : les concepts de base de la validation : valeur vraie, incertitude et limite

d’acceptabilité
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La méthode du profil d’exactitude, décrite en détail dans les parties qui suivent, consiste
d’abord a collecter des mesures, sous condition de fidélité intermédiaire (voir définition dans
la partie « critére de fidélité ») pour tenir compte de toutes les sources d’incertitude, puis, a
calculer les limites de tolérance moyenne de probabilité et a les comparer aux limites
d’acceptabilité. Puisqu’il convient de valider une méthode pour I’ensemble de son domaine
d’application, la démarche est généralisée a divers niveaux de concentration, afin de tenir
compte de la relation connue entre la fidélité et la concentration. Finalement, une seule
illustration graphique permettra de décider de la validité de la méthode sans qu’aucun test

d’hypothése ne soit effectué (voir la figure suivante).

Incertitude (4o)

A

+ A

>
Concentration

|
4

>
LQI INTERVALLE LQS
DE DOSAGE

Figure 8 : Illustration du profile d’exactitude comme outil de décision.

LQI : limite de quantification inférieure, LQS : Limite de quantification supérieure
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e Critere de justesse

- Critéres en relation avec la justesse :

Justesse : étroitesse de ’accord entre la moyenne d’un nombre infini de valeurs
mesurées répétées et une valeur de référence.

Sélectivité : Aptitude d’un systeme de mesure, utilisant une procédure opératoire
spécifiée, a fournir des résultats de mesure pour un ou plusieurs mesurandes, qui ne dépendent
pas les uns des autres ou de toute autre grandeur existant dans le systéme en cours de
mesurage.

Valeur de référence : valeur d’une grandeur, dont I’incertitude de mesure associée est
considérée communément comme suffisamment petite pour que la valeur puisse servir de
base de comparaison pour les valeurs de grandeurs de méme nature (valeur vraie ou valeur
cible).

Spécificité : capacit¢ d’une méthode a mesurer un analyte particulier dans un

¢chantillon sans que cette mesure soit faussée par d’autres composants de I’échantillon.[31]

L’estimation de la justesse implique qu’on soit capable de définir une valeur de
référence. A la place, on parle aussi de valeur vraie, par analogie avec les modeles proposés
par les statisticiens ou les métrologues ; nous utiliserons aussi le terme de valeur cible que

I’on désignera par X.

La figure 9 est une représentation graphique de la définition de la justesse. Chaque
mesurage, ou répétition, est représenté par un petit point. Le résultat, tel qu’il est défini et tel
qu’il sera rendu au demandeur d’analyse, est illustré par une croix située au milieu du nuage

de points formé par les mesurages.

Une idée classique, consiste a dire que le meilleur résultat est représenté par le centre de
gravit¢ du nuage de points, c’est-a-dire, lorsqu’on passe au mod¢le statistique, la moyenne
arithmétique. Mais cela voudrait dire qu’il faut faire des répétitions pour fournir un résultat,

ce qui n’est pas tenable économiquement dans bien des cas.
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L'estimation de la justesse suppose la connaissance
de la valeur de référence.

Figure 9 : Estimation de la justesse

En fait, on ne mesure pas la justesse mais on estime un biais de justesse défini par Z —
X, la justesse est alors estimée comme une erreur de mesure moyenne. On pourra aussi
calculer le biais de fagon relative, sous la forme 100. (Z — X)/X. Une autre forme possible est
R =100. (Z/X) qui s’interpréte comme un taux de recouvrement, a savoir « le pourcentage de
la quantité d’analyte exprimée par la méthode (ou expérimentalement retrouvée) par rapport a

la quantité d’analyte réellement présente ».

Les autres criteéres introduits ici, comme la spécificité ou la sélectivité, sont plutdt
qualitatifs. En fait, il est assez évident qu’ils sont a 1’origine d’un manque de justesse et
participeront quantitativement a ce qu’on appelle globalement I’erreur de mesure ou erreur

totale.

o Critére de fidélité

- Principaux termes en relation avec la fidélité

Fidélité de mesure : ¢troitesse de 1’accord entre les indications ou les valeurs mesurées
obtenues par des mesurages répétés du méme objet ou d’objets similaires dans des conditions

spécifiées.
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Condition de répétabilité : condition de mesurage dans un ensemble de conditions qui
comprennent la méme procédure de mesure, les mémes opérateurs, le méme systeéme de
mesure, les mémes conditions de fonctionnement et le méme lieu, ainsi que des mesurages

répétés sur le méme objet ou des objets similaires pendant une courte période de temps.
Répétabilité : fidélité de mesure selon un ensemble de conditions de répétabilité.

Condition de fidélité intermédiaire : condition de mesurage dans un ensemble de
conditions qui comprennent la méme procédure de mesure, le méme lieu et des mesurages
répétés sur le méme objet ou des objets similaires pendant une période de temps étendue, mais

peuvent comprendre d’autres conditions que 1’on fait varier.

Fidélité intermédiaire : fidélité de mesure selon un ensemble de conditions de fidélité

intermédiaire.

Condition de reproductibilité : condition de mesurage dans un ensemble de conditions
qui comprennent des lieux, des opérateurs et des systeémes de mesure différents, ainsi que des

mesurages répétés sur le méme objet ou des objets similaires.

Reproductibilité : fidélit¢é de mesure selon un ensemble de conditions de

reproductibilité. [31]

Malgré la similitude entre les premiers mots des définitions de la justesse et de la
fidélité, la fidélité est un critere qui quantifie la dispersion des mesurages sans faire intervenir
la valeur de référence, alors que la justesse caractérise un décalage par rapport a la valeur de

référence. La fidélité est toujours évaluée au moyen d’écarts-types.

La figure 10 illustre le concept de fidélité selon les mémes conventions que la figure 9.
Sur ce graphique, la valeur de référence X n’apparait plus puisqu’elle n’est plus utile pour
expliquer la définition ; I’estimation d’une fidélité ne demande pas de connaitre la valeur de

référence du mesurande.

Le cercle pointillé est une représentation graphique obtenue en combinant un écart-type
de fidélité s et un coefficient k appelé facteur d’¢élargissement ; le rayon de ce cercle est égal a
k x s. Un facteur d’élargissement est un coefficient supérieur a 1 par lequel on multiplie un

¢cart-type pour prendre en compte une probabilité.
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L'estimation de la fidélité requiert le calcul d'écarts-types.

Figure 10 : Estimation de la fidélité

Si on peut choisir entre différentes valeurs du facteur d’élargissement pour traduire une
c’est ce qui est défini comme

dispersion, on peut aussi avoir différents écarts-types
conditions de répétabilité, de fidélité intermédiaire ou de reproductibilité. Le parametre

statistique utilisé pour estimer la fidélité est I’écart-type et, pratiquement, on peut calculer :

un écart-type de répétabilité, noté S; ;

un écart-type de fidélité intermédiaire, noté Sg ;

un écart-type de reproductibilité, noté Sy .

Cependant, on ne peut calculer un écart-type de reproductibilité que lorsque les mesures

sont effectuées dans plusieurs laboratoires.
Le concept de fidélité intermédiaire, quoique moins connu, est trés utile pour la

validation interne des méthodes. Au sein d’un méme laboratoire, dés qu’on va faire des

mesurages en faisant varier les jours et/ou les opérateurs et/ou les réglages instrumentaux... on

est en condition de fidélité intermédiaire.
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La figure 11 résume sous forme graphique les différentes conditions d’estimation d’un
¢cart-type de fidélité. L échelle horizontale représente le nombre de sources de variation qui
sont prises en compte. Par exemple, si on étudie la seule influence des opérateurs au sein d’un
seul laboratoire, on est en condition intermédiaire de fidélité. Mais la situation peut
rapidement devenir complexe, car il est possible de combiner plusieurs sources de variation,
comme les opérateurs et les appareils : on débouche sur une fidélit¢ intermédiaire

opérateurs/appareils.

Les notations et les formules de calcul indiquées sur la figure 6 sont expliquées plus
loin. Mais on peut remarquer que les écarts-types de fidélité intermédiaire et de
reproductibilité incorporent tous la variance de répétabilité, notée S.°. Par définition, la
répétabilité est toujours plus petite (ou égale) que la fidélité intermédiaire ou la

reproductibilité.
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Figure 11 : Différentes conditions de mesure des écarts-types de fidélité

La fidélité est une mesure de I'amplitude avec laquelle une méthode disperse les
répétitions ; or les causes de dispersion sont nombreuses. Ainsi, deux opérateurs qui
appliquent la méme méthode sur un méme échantillon obtiendront des mesures différentes et
on pourrait calculer au moins trois valeurs fidélité : une estimation globale, une estimation

pour 'opérateur 1 et une autre pour I’opérateur 2.
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La figure 12 présente un diagramme général de toutes les sources de variation qui

peuvent jouer sur la dispersion des mesures dans un laboratoire. Il s’appuie sur les SM «

Matiere, Main d’ceuvre, Matériel (ou Moyen), Milieu, Méthode » et s’inspire de la

méthodologie décrite dans le guide Eurachem pour lister les sources d’incertitude de mesure

[32].

Cette classification permet de distinguer entre les trois « conditions » expérimentales

d’estimation de la fidélité, déja définies dans le début de ce paragraphe:

condition de répétabilité : on fait en sorte qu’aucune source de variation autre que
I’erreur aléatoire n’intervienne ;

condition de reproductibilité : toutes les conditions changent, car on fait appel a
plusieurs laboratoires ;

conditions intermédiaires de fidélité : au sein d’un méme laboratoire, on fait varier
plusieurs sources, comme I’équipement, la date de mesure, I’opérateur.
Pratiquement, la fidélité est mesurée par des écarts-types et on peut ainsi calculer :
I’écart-type de répétabilité, noté Sr ;

I’écart-type de reproductibilité, noté Sy ;

I’écart-type de fidélité intermédiaire, noté Sr.

Rappelons que le calcul d’un écart-type passe toujours par une étape préliminaire de

calcul d’une variance et qu’on trouve sa formule de calcul dans la figure 10.

Installations Méthodes
et conditions d'essai et
Personnel ambiantes d’étalonnage

Fidélité

=
/
Moyenl / Matiére |

Manutention
et transport des objets
d’essai et d'étalonnage

Equipement

Figure 12 : Principales sources d’erreur influencant la fidélité d’une méthode
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La procédure la plus simple, qui est généralement retenue pour établir un profil

d’exactitude, consiste a effectuer des répétitions sur plusieurs jours sur le méme échantillon.

Il se peut que d’autres opérateurs interviennent et que les réactifs et/ou I’échantillon a
analyser évoluent, etc., on va ainsi pouvoir mesurer les effets de différentes sources de
variation et simuler, en quelque sorte, les conditions effectives d’analyse. En effet, lorsqu’un
¢chantillon arrive a la porte d’un laboratoire, sa date d’analyse n’est pas exactement

prévisible, il en va de méme pour I’opérateur qui s’en chargera, etc.

Pour certains types d’analytes difficiles a conserver, comme les comptages bactériens,
cette solution peut étre problématique. Par exemple, si le laboratoire analyse des échantillons
tres instables, comme des échantillons de sang non congelables, on ne peut plus utiliser le jour
comme série. On va alors demander a plusieurs opérateurs de faire des répétitions sur un seul
jour et si le laboratoire possede plusieurs appareils, de méme modele ou non, on va combiner
I’opérateur et I’appareil. Dans le cas de 2 opérateurs et 2 appareils, on peut ainsi obtenir 4

séries, comme suit :

Seérie 1 Appareil 1 Opérateur 1
Série 2 Appareil 1 Opérateur 2
Seérie 3 Appareil 2 Opérateur 1
Seérie 4 Appareil 2 Opérateur 2

Une question classique qui se pose, quand il s’agit de préparer un plan d’expérience, est
de savoir quel nombre de séries et quel nombre de répétitions il faut faire. Les justifications

mathématiques de ces choix sont assez complexes.

D’une fagon générale, on peut retenir que plus on augmente le nombre de séries, plus
I’estimation de I’écart-type de fidélité intermédiaire sera bonne. Un nombre idéal se situerait a
8 mais, comme chaque essai a un colt et qu’il ne s’agit pas de déployer des efforts
disproportionnés pour valider une méthode, un choix raisonnable se situe entre 5 et 3 séries.
Mais le minimum est de 3. Par contre, le nombre de répétitions a peu d’influence et on peut

choisir 2.
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Le coefficient de variation (CV) de la fidélité intermédiaire (ou de la répétabilité) est

défini comme le rapport de I’écart-type a la moyenne.

Les analystes aiment bien I'utiliser pour exprimer la performance d’une méthode. On

peut y trouver plusieurs avantages :

- il permet d’additionner des sources de variation ;
- 1l est facile a calculer ;
- 1l permet de comparer facilement deux méthodes appliquées sur un méme

échantillon.

Malheureusement, ces avantages qu’on attribue au coefficient de variation sont souvent

fallacieux :

- d’abord, pour une méthode donnée, le CVy dépend de la concentration,[37]. Donc,
si on l'utilise pour comparer des méthodes, il faut s’assurer qu’elles ont été
appliquées sur des échantillons ayant des niveaux de concentrations proches

- ensuite, c’est une mesure relative qui dépend de deux parameétres : la moyenne et
I’écart type. On peut facilement voir que, si I’écart-type est constant lorsque la
moyenne varie, le coefficient de variation n’est pas constant

- enfin, il convient donc d’étre trés prudent vis-a-vis d’un CV car il peut masquer des
situations tres différentes et, tout compte fait, n’apporter que peu d’information.

o Critére d’exactitude

L’exactitude est définie comme une « combinaison » de la justesse et de la fidélité. La
justesse est 1’écart entre le résultat (moyenne) et la valeur de référence, la fidélité est la
dispersion moyenne des mesurages autour du résultat et on peut la représenter comme un
cercle qui contient une proportion connue des mesurages (sans entrer dans le détail de son
calcul). L’exactitude caractérise 1’écart entre un mesurage individuel et la valeur de référence.
Selon les conventions déja utilisées, la figure 13 propose une illustration schématique de

I’exactitude et des divers critéres de justesse et de fidélité¢ déja présentés.
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Figure 13 : Représentation schématique de I’exactitude

Si I’on s’intéresse a un futur mesurage unique qui servira a fournir un futur résultat, on
peut facilement voir que son exactitude combine la justesse et la fidélité. C’est pourquoi, on

utilisera ce critere pour conduire une validation, sous la forme d’un profil d’exactitude.
¢ Autres critéres

En ce qui concerne I’¢talonnage, on fait souvent la distinction entre les méthodes
directes qui ne demandent pas d’étalonnage et les méthodes indirectes qui doivent étre
¢talonnées. Dans ce cas, I’analyte n’est pas exactement défini en termes de molécules
clairement identifiées et n’est donc pas disponible sous la forme d’un étalon qu’on peut

acheter dans le commerce.
Si la méthode requiert un étalonnage, on distinguera entre :

— ’opération d’étalonnage direct qui consiste a établir la fonction mathématique qui

relie la réponse instrumentale Y et I’analyte X disponible sous la forme d’un produit pur ;

— I’étalonnage inverse qui consiste a prendre I’inverse de la fonction d’étalonnage pour
prédire la concentration d’un échantillon. Si la fonction d’étalonnage est une droite Y = ap +

al X, son inverse est X= (Y —ap) / a; Pour simplifier les notations, nous appellerons Z la

quantité prédite inverse X.
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Limite de détection (LD) : valeur mesurée, obtenue par une procédure opératoire
donnée, pour laquelle la probabilité de déclarer faussement I’absence d’un constituant dans un

matériau est B, ¢tant donnée la probabilité a de déclarer faussement sa présence.

On peut associer la limite de détection a I’instrument de mesure et plusieurs méthodes
de calcul de ce critére proposent d’utiliser les coefficients du modele d’étalonnage et leurs

€carts-types pour obtenir une estimation de la LD.

Limite de quantification (LQ) : la plus petite concentration de I’analyte pouvant étre
quantifiée, dans les conditions expérimentales décrites de la méthode. Sensibilité : mesure de
I’amplitude de la variation de réponse instrumentale relativement a une variation de la

quantité d’analyte.

Pour terminer, on peut évoquer la robustesse d’une méthode. Généralement, on I’évalue

a I’aide d’un plan d’expérience. Voir Chapitre 3.

Note : Lors du calcul de la fidélité intermédiaire, si on constate un effet inter-séries

¢levé en comparaison de la répétabilité, on pourra conclure au manque de robustesse.
¢ Génération du profile :

Les bases théoriques du profil d’exactitude et les raisons de son introduction ont été
décrites au-dessus. D’un point de vue pratique, c’est la combinaison, sous la forme d’un
graphique, de plusieurs intervalles de tolérance calculés a partir de mesures réalisées sur des
¢chantillons a différents niveaux de concentration et d’un intervalle d’acceptabilité. Cette
méthode a fait I'objet de nombreuses publications dont certaines sont indiquées dans les
références. Une normalisation complete de cette méthodologie a été réalisée, d’une part, par la
Société des sciences et techniques pharmaceutiques (SFSTP) [17,26,27], d’autre part par

I’ Afnor [33]. Divers projets de normes ISO en cour de rédaction la reprennent.
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Cette méthodologie s’appuie sur deux concepts complémentaires :

- la limite d’acceptabilité qui sert a chiffrer les objectifs de la méthode. C’est le
seuil de performance globale fix¢ par I’utilisateur du résultat. La plupart du
temps, elle s’exprime comme un pourcentage autour de la valeur de référence,
par exemple £ 10 % ;

- Dintervalle de tolérance qui délimite un intervalle dans lequel se trouvera une

proportion moyenne 3 % de futures mesures.

Et Elle peut se résumer par les 10 étapes suivantes :

NSk

9.

Disposer du mode opératoire et définir le mesurande ;

Définir le domaine de validation (gamme de concentrations) et ’objectif attendu de
la méthode sous la forme d’un intervalle d’acceptabilité ;

Sélectionner des échantillons de validation dont les valeurs de référence sont
connues;

Choisir un plan d’expérience de validation ;

Pour les méthodes indirectes, choisir du plan d’expérience d’étalonnage ;

Collecter les données ;

Pour les méthodes indirectes, calculer les concentrations retrouvées par étalonnage
mverse ;

Calculer les criteres de wvalidation a partir des concentrations retrouvées
principalement les écarts-types de fidélité et des biais de justesse ;

Calculer les intervalles de tolérance et construire le profil d’exactitude ;

10. Interpréter les résultats et décider si la méthode est valide ou non.

Note : - Les étapes 5 et 7 sont optionnelles dans le cas des méthodes qui fournissent

directement la concentration retrouvée sans ¢talonnage.

Pour choisir le plan d’expérience de validation nous vous préconisons de revenir vers le
guide de la commission de la SFSTP [17]

L’exploitation des données fait appel a des techniques statistiques qui demandent pas mal

de calculs il est évident que I’application numérique devient un aspect fondamental de la

validation. Or, le besoin d’un tableur qui permet parfaitement de réaliser ces calculs

s’exprime.
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La méthodologie du profil d’exactitude a déja connu un grand nombre d’applications

[27,34,35, 36,37]. On peut tirer de ces exemples un certain nombre de conclusions :

- La grande généralité¢ de cette approche, nous confirme que la liste est déja longue des
types de méthodes qui ont été étudies : chromatographie, spectroscopie, titrimétrie,
gravimétrie, ELISA, PCR, microbiologie, physique, etc.

- D’une facon trés globale, si on prend la définition de la validation, la démarche proposée
suit trés exactement cette définition : 1) partir des objectifs a atteindre en termes de
limites d’acceptabilité ; 2) collecter les preuves effectives grace a des plans d’expériences
; 3) puis les examiner statistiquement et graphiquement pour confirmer ou infirmer la
validité.

- Le mode de calcul du profil niveau par niveau permet de couvrir une trés large gamme
dynamique de concentrations. L’approche est donc applicable a des méthodes dont le
domaine d’application peut comprendre plusieurs décades. Ce point est important car,
avec beaucoup d’autres procédures, on doit faire 1’hypothese — irréaliste — que la fidélité
est constante dans tout le domaine étudié.

- On peut utiliser des modeles d’étalonnage variés et méme non lin€aires. En effet,
I’hypothese de linéarité de la fonction d’étalonnage peut étre totalement abandonnée.

- Le critere global d’acceptabilité ¢tant basé sur I’exactitude, on peut enfin régler les
conflits entre la justesse et la fidélité. Les méthodologies classiques de validation traitent
généralement séparément la justesse et la fidélité. Comme conséquence, on peut
déboucher sur des conclusions ambigués si seulement 1'un de ces deux critéres est
satisfaisant. Par contre, le profil d’exactitude permet de représenter simultanément, sur un

méme graphique, ces deux criteres (ou des combinaisons de ces critéres). [37]
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V. L’utilisation en routine

Si la validation s'avere conforme, la vie de la méthode se poursuit par son utilisation en
routine. L'obligation de maitriser la qualité implique un contréle permanent des performances
dans le temps. La norme ISO 17025 (2000), par exemple, [38] exige que les méthodes
d'analyse soient contrélées lors de l'utilisation de routine afin de garantir la fiabilité des
résultats analytiques qui sont produits pendant les séries de tous les jours et donc des
décisions subséquentes. De méme, la FDA [21] précise que, une fois la méthode d'analyse
validée, son exactitude doit étre controlée régulierement afin de s'assurer que la méthode
continue a fonctionner de fagon satisfaisante. Pour effectuer ce contrdle, on s'appuie, bien sir,
sur les connaissances acquises lors du développement et de la validation de la méthode mais

aussi sur des outils spécifiques qui sont les cartes de controle et les essais d'aptitude [1,2].

La méthode classique pour vérifier la fiabilité d'un systéme est de répéter I'analyse d'un
échantillon de référence a intervalles réguliers et de le surveiller avec les techniques de

maitrise statistique des procédés (MSP) [2, 39-40].

EURACHEM (1998) [13] encourage l'utilisation des cartes de contrdle de la qualité
(CQ) pour assurer la fiabilité quotidienne des méthodes et résultats obtenus. En outre, ils
proposent d'utiliser au moins 5% d'échantillons de CQ de routine dans les essais de routine
(un sur vingt échantillons analysés devrait €tre un échantillon CQ). Si un écart dans les
résultats se trouve, le systéme doit étre ajusté, dans la mesure du possible. En général, la
variation dansles résultats de tout systeme d'analyse peut tre interprétée comme la somme de
deux composantes: une composante aléatoire qui est due a la variabilité inévitable de la
méthode analytique, et une composante systématique ou non aléatoire qui pourrait étre
fonction du temps et qui peut €tre causée par l'utilisation des instruments, par des

changements des conditions environnementales voir annexe2, etc.

La plupart des systémes d'analyse réelle contiennent des piéces mécaniques, €lectriques
et / ou optiques, dans lesquelles le facteur temps peut avoir une importance déterminante : le
vieillissement de la lampe du détecteur photométrique, une diminution de la capacité de
séparation de la colonne chromatographique, ... D'autres systémes d'analyse peuvent étre

affectés par des changements dans les conditions environnementales, comme la température,
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I'humidité, .... Ces changements peuvent provoquer des dérives dans les résultats, c'est-a-dire
que des tendances systématiques des résultats sont fonction du temps, comme le montre la
Figure 14. Le but de la MSP est de séparer les variabilités communes (causes al€atoires) des
causes spéciales (systématique). Les cartes de contrdle sont les principaux outils utilisés pour

atteindre cet objectif.

Le but de cartes de controle est de tester les deux hypotheses suivantes ; celle qui stipule
que ces variations proviennent des causes communes contre I'hypothése alternative qui
suppose que ces variations sont d’origine spéciale. Dans le premier cas, le systeme est dit
travailler sous controle statistique ou €tre dans un état controlé, et dans le second, le systeme

est dit hors controle, devant donc étre ajusté.

Perturbations

-~ Changement de I'environnement

— Détérioration des equipements (Lampe, Colonne,...)
— Variations des entrées

Entrée . Sortie
- Echantillons . Meth?de — Résultats des échantillons (ng/ml,...)
—- Réactifs Analytique
- Equipement f
— Opérateur ‘
F \
Analyse des échantillons CQ
v .
Cartes CQ Validation des
. «---| tartestQ | :
Correction sorties

Figure 14 : Le process d’évaluation pour contréler les méthodes d’analyse durant

I’utilisation en routine [39]

Le Guide de la validation des méthodes de bioanalyse de la FDA (2001) [12] propose
une regle spécifique pour surveiller les méthodes d'analyse lors de l'utilisation de routine.
Pour atteindre cet objectif, un certain nombre d’échantillons de CQ doivent étre analysés avec

les échantillons inconnus.
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Le guide précise que deux répétitions de QC a trois niveaux de concentration devraient
étre intégrées dans chaque série de dosage : I'un pres de la limite inférieure de quantification
(LQI; 3 x LQI), un autre en milieu de gamme, et un autre pres de I'extrémité supérieure de la

fourchette.

Les résultats des échantillons CQ fourniront la base d'acceptation ou de rejet de la série.
Au moins quatre échantillons sur les six CQ devraient étre dans les 15% de leur valeur
nominale respective. Cette regle est appelée régle de 4-6-15. Deux des six échantillons QC
peuvent étre en dehors des 15% de leur valeur nominale respective, mais pas les deux a la

méme concentration.

Cette regle de 4-6-15 est I'une des nombreuses méthodologies qui permettent d'évaluer
si un processus ou une méthode d'analyse est stable dans le temps. Concernant cette regle
particuliére, des critiques ont été faites: les risques producteur et consommateur sont trés mal
contrdlés. Pour renforcer le contrdle de ces risques, il est nécessaire d'analyser un plus grand
nombre total d'échantillons (par exemple: 8-12-15, 12-18-15), et afin de controler
adéquatement les risques pour le consommateur, le nombre total des échantillons CQ a
analyser doit étre supérieur a 80 (pour avoir au plus 10% de chances d'observer au moins 80%

des résultats dans les limites d'acceptation, la régle doit étre : 74-86-15) [2;40 ;41].

Toutefois, d'autres types de méthodes de controle statistique existent ; les plus courantes
sont les cartes de Shewhart, les cartes des sommes cumulées (CUSUM), les cartes des

moyennes pondérées exponentielles (EWMA)... [2,41].

Dans le chapitre III nous nous intéresserons a 1I’étude de I'influence des €¢léments de
perturbation mentionnés dans la figure 14 ; et puisque la méthodologie adoptée est multivariée

nous allons rappeler bricvement la méthodologie des plans d’expérience dans le chapitre II.
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B. Chapitre II : Rappels sur la méthodologie des plans d’expériences

1. Introduction

Les plans d’expériences permettent d’organiser au mieux les essais qui accompagnent
une recherche scientifique ou des études industrielles [42]. Ils sont applicables a de
nombreuses disciplines et a toutes les industries a partir du moment ou 1’on recherche le lien

qui existe entre une grandeur d’intérét, y, et des variables, Xi.
I1 faut penser aux plans d’expériences si I’on s’intéresse a une fonction du type :
Y={(Xi)

Avec les plans d’expériences on obtient le maximum de renseignement avec le
minimum d’expériences. Pour cela, il faut suivre une démarche rigoureuse [43]. 1l existe de
nombreux plans d’expériences adaptés a tous les cas rencontrés par un expérimentateur. Les
principes fondamentaux de cette science sont indiqués et ses principales applications sont

passées en revue.
II. Plans d’expériences et le processus d’acquisition des connaissances

Augmenter ses connaissances c’est trouver la réponse a une question posée. On
commence donc par se poser une ou plusieurs questions (figure 15) qui correspondent
réellement au probléme. Bien sir, avant d’entreprendre des expériences, il est prudent de
vérifier que I’information cherchée n’existe pas déja ailleurs. Dans ce but, on effectue un
inventaire des connaissances, soit une bibliographie, soit une consultation d’experts, soit un
calcul théorique, soit toute autre démarche ayant pour but de répondre, sans expérience, aux
questions posées. Apres cette phase d’enquéte, les questions initiales peuvent étre entierement
résolues et il n’y a plus de probléme. Dans le cas contraire, certaines questions restent entieres
ou elles sont modifi€es : il est alors nécessaire d’entreprendre des expériences pour obtenir les

réponses completes que 1’on souhaite.
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N’ayant plus que les questions sans réponse immédiate, il faut faire des expériences.

Comment peut-on choisir ces expériences pour :

- Arriver rapidement aux meilleurs résultats possibles,

- Eviter de réaliser des expériences inutiles,

- Obtenir la meilleure précision possible sur les résultats,
- Permettre d’avancer a coup sir

- Etablir la modélisation du phénomene étudie,

Découvrir la solution optimale.

EE—
Systéme a étudier

N —

N
Questions
Q1,Q2..Qn

—

N
Inventaire des

informations
M—

Choix de la méthode
: d'expérimentation

Acquisition —— )

progressive Expérimentation
-
des
résultats Analyse des
: résultats
N
Connaissance du
systéme

Figure 15 : les plans d’expériences optimisent les 3 parties grisées du processus

d’acquisition des connaissances [42]

Les trois aspects essentiels du processus d’acquisition des connaissances sont les

suivants :

- Le choix de la méthode d’expérimentation,
- L’analyse des résultats,

- L’acquisition progressive de la connaissance.
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Examinons plus en détail ces trois aspects :
1. Choix de la méthode d’expérimentation

La méthode d’expérimentation choisie doit faciliter ’interprétation des résultats. Elle

doit également minimiser le nombre des essais sans toutefois sacrifier la qualité.

La théorie des plans d’expériences assure les conditions pour lesquelles on obtient la
meilleure précision possible avec le minimum d’essais. On a donc le maximum d’efficacité

avec le minimum d’expériences et par conséquent le colit minimum.
2. Analyse des résultats
L’analyse des résultats d’expériences est facilitée par le choix initial des expériences.

Les résultats seront faciles a interpréter et riches d’enseignement si I’on a bien préparé

les expériences.

Grace aux logiciels la construction des plans d’expériences (voir annexe 3) et les calculs
nécessaires a leur interprétation sont devenus tres simples. Ces outils favorisent également les
représentations graphiques qui illustrent de maniere spectaculaire les résultats et améliorent la

compréhension des phénomenes.
3. Acquisition progressive de la connaissance

L’expérimentateur qui entreprend une étude ne connait pas les résultats, il est donc sage
d’avancer progressivement pour pouvoir réorienter les essais en fonction des premiers
résultats. Une premiere ¢bauche permettra de mieux orienter les essais vers les seuls aspects

mtéressants de I’étude et d’abandonner les voies sans issues.

Une premiere série d’expériences conduit a des conclusions provisoires ; en fonction de
ces conclusions provisoires, on lance une nouvelle série d’essais. L ensemble des deux séries
d’expériences est utilis€ pour obtenir un contour précis des résultats d’études.
L’expérimentateur accumule ainsi les seuls résultats dont il a besoin et s’arréte dés qu’il a

obtenu ce qu’il cherche.

La méthodologie des plans d’expériences est destinée a optimiser la conduite et
I’interprétation de 1I’expérimentation en faisant varier simultanément les différents facteurs et
en fournissant des outils d’exploitation des résultats. C’est donc une approche rationnelle pour
construire la série d’essais la plus 1égeére possible en prenant en compte les contraintes telles

que celle qui relevent du colit ou temps par exemple.
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III. Les étapes d’acquisition de ’information selon la méthodologie des

plans d’expériences

L’acquisition de I’information par la méthodologie des plans d’expérience se fait selon

la démarche suivante :

Identification

SN Choix de la ou Choix des
de I'objectif a .
k des réponses facteurs
atteindre
Confirmation Réalisation des Définition de la
des conclusions essais série d'essais

Figure 16 : Les étapes d’un plan d’expériences
1. Identification de I’objectif a atteindre

I1 est nécessaire de définir I’objectif de I’expérimentation ainsi que les contraintes liées

a sa réalisation.
2. Choix de la ou des réponses

Quel que soit I’objet du plan d’expériences envisagg, il est nécessaire de définir une ou
plusieurs grandeurs permettant de caractériser le fonctionnement du systeme. Cette (ou ces)

grandeur(s) sont désignée(s) sous le nom de réponse(s).

Il est tres important d’apporter le plus grand soin aux choix de la ou des réponses, un
choix inappropri€ peut conduire a une analyse inutilement compliquée des résultats de

I’expérimentation ou a une expérimentation inutilement longue.
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Il est souhaitable qu’une réponse ait les qualités suivantes :

- Traduire le mieux possible le fonctionnement du systeme ;
- Avoir un écart type de répétabilité satisfaisant ;
- Etre facilement et rapidement mesurable ou évaluable ;

- Etre de nature continue

3. Choix des facteurs

N .

Cette étape consiste a identifier le parametre appelés facteurs (voir annexe 1). Les

facteurs peuvent €tre qualitatifs ou quantitatifs. La maniére de procéder est la suivante :

Recenser tous les facteurs susceptibles d’avoir une influence sur la réponse.

- Si des informations sont disponibles, sélectionner les facteurs a priori les plus
importants pour 1’é¢tude. En cas d’absence d’information, les conserver tous ;

- Choisir le nombre de valeurs que prendra chaque facteur au cours de I’essai ; ces
valeurs sont appelées modalités pour les facteurs qualitatifs et niveaux pour les
facteurs quantitatifs

- Sélectionner les interactions entre facteurs a priori importantes pour la réponse, si

la connaissance du systéme le permet.

Le nombre de facteurs, le nombre de modalités, ou niveaux de chaque facteur et les

interactions éventuelles sont des critéres déterminants pour la sélection du plan.
4. Construction de la série d’essais

La série d’essais est construite, aprés le choix d’un modele, en utilisant des matrices
d’expériences issues de la théorie des plans d’expériences, plans factoriels complets ou

fractionnaires, etc...

Certaines combinaisons de modalités peuvent é&tre parfois impossibles a réaliser
expérimentalement, il faut alors redéfinir certains facteurs ou s’engager vers des plans
nécessitant 1’utilisation de logiciels spécifiques pour la construction des matrices

d’expériences (voir annexe 3)
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Pour confirmer la dispersion expérimentale et évaluer une dérive éventuelle, il est utile
de répéter un essai, choisi si possible au centre du domaine expérimental pour les variables
quantitatives. Il est préférable de répartir ces répétitions sur ’ensemble de la durée de

I’expérimentation.
5. Réalisation des essais

Les expériences prévues sont réalisées en faisant varier les facteurs selon les
interactions fournies par la matrice d’expériences choisie. Cette matrice se présente sous la

forme d’un tableau dont chaque ligne est une expérience et chaque colonne est un facteur.
6. Analyse des résultats d’essais

L’analyse de la variance et la régression sont des méthodes d’analyse couramment

utilisées.

Les résultats obtenus a I’issue des essais permettent de calculer les coefficients d’un
modele quantifiant I’effet de chacun des facteurs et des interactions retenues, sur chacune des

réponses ¢tudiées.
7. Confirmation des conclusions

Des essais supplémentaires sont le plus souvent nécessaires pour valider les conclusions

du plan.
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IV. Domaine d’application

Les objectifs auxquels peuvent répondre les plans d’expériences ont été regroupés en

cinq grands thémes :

- Identification des facteurs influents parmi un grand nombre : Criblage
- Estimation de I'influence des facteurs : modélisation

- Détermination des configurations optimales : Optimisation

- Minimisation de I’influence des facteurs bruits : Robustesse

- Optimisation des propriétés d’un mélange : plan de mélange

I est essentiel de choisir parmi les objectifs proposés ci-dessus, ceux qui correspondent

le mieux au probléme €tudi€ juste apres 1’étape d’identification du probléme.
1. Identification de facteurs influents parmi un grand nombre

L’objectif est de déterminer, parmi un grand nombre de facteurs, les plus influents sur le
systeme ¢étudié et ’ordre de grandeur de I’effetde chacun. En effet, au début d’une étude

expérimentale, la connaissance initiale du systeme est faible.

Cette technique, appelée criblage ou screening, peut étre une fin en soi ou une étape

préliminaire a une modélisation ou une optimisation.

Ne pas effectuer de criblage peut alourdir I’expérimentation en étudiant trop longtemps
des facteurs non influents. Choisir de fagon subjective les facteurs retenus pour une
expérimentation plus approfondie peut conduire a éliminer des facteurs influents, ce qui

risque de fausser les résultats.
Plans fréquemment utilisés : Plan de Placket et Burman
Plans factoriels
Plan de Taguchi ...

Note : ces plans sont décrits dans le chapitre 111
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2. Quantification de I’influence des facteurs

Apres avoir identifié les facteurs influents, I’expérimentateur peut vouloir décrire et
prédire le comportement de son systéme en tout point du domaine expérimental. Faire tous les
essais correspondants n’est pas toujours envisageable. La modélisation est souvent une étape

préalable a ’optimisation.

Le comportement du systeme se traduit par une relation: Réponse = Fonction

(Facteurs).
Pour chaque réponse, la modélisation se décompose en trois étapes :

- Choisir un type de fonction, souvent du ler ou 2eme degré. Ce choix peut étre guidé
par la connaissance physique du phénoméne, modele théorique, ou par I’approche
empirique souvent associée a un plan d’expérience ;

- Calculer, a partir des résultats du plan d’expériences, les coefficients du modele afin
de quantifier I’influence des facteurs ;

- Valider le mode¢le a I’intérieur du domaine expérimental, par la réalisation d’un ou de
deux essais supplémentaires.

3. Détermination des configurations optimales

L’optimisation consiste a rechercher les meilleures conditions de fonctionnement d’un
systeme. Il s’agit donc de trouver les valeurs a donner aux facteurs pour que les réponses

satisfassent a des conditions prédéfinies.

Les problémes types d’optimisation peuvent étre de maximiser, minimiser ou atteindre

une valeur cible pour une grandeur, bien souvent la réponse.

Dans le cas de plusieurs réponses, il est possible d’étudier séparément chacune des
réponses et de trouver une zone de compromis ou de créer une combinaison des réponses, en

utilisant par exemple une fonction de désirabilité, et de la retenir comme grandeur a optimiser.

Le choix de la stratégie d’optimisation dépend de contraintes telles que la possibilité
d’extrapoler en sortant du domaine expérimental, la nécessité¢ de se confiner a une partie du

domaine ou I’obligation d’évoluer a petit pas.
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Plans fréquemment utilisés :

L’optimisation des méthodes analytiques est le plus souvent réalisée par la

méthodologie des surfaces de réponses.

Nous nous contenterons ici d’expliquer brievement les plus utilisées en développement

des méthodes analytiques.
¢ Plans composites centrés
Un plan composite est constitué de trois parties :

- Un plan factoriel dont les facteurs prennent deux niveaux.
- Au moins un point expérimental situé au centre du domaine d’étude.

- Des points axiaux en étoile. Ces points expérimentaux sont situés sur les axes de

chacun des facteurs.

X3

Figure 17 : Exemple de plan composite centré pour 3 facteurs X1, X2 et X3

Ces plans sont souvent utilisés lorsque le plan demande une expérimentation
séquentielle, car ils peuvent intégrer des informations provenant d'une expérience factorielle

correctement planifiée.
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e Plans de Doehlert

La caractéristique principale des plans de Doehlert [44] est d’avoir une répartition
uniforme des points expérimentaux dans I’espace expérimental. La figurel8 montre la
disposition de ces points pour un plan a deux facteurs (essais 1 a 7). Tous les points sont a la
méme distance du centre du domaine d’étude et sont situés sur le cercle trigonométrique. Ils

forment un hexagone régulier.

Figure 18 : Extension d’un plan de Doehlert a deux facteurs. Trois points suffisent pour

retrouver un nouveau plan de Doehlert [45]
¢ Plans de Box-Behnken

Box et Behnken ont proposé en 1960 ces plans qui permettent d’établir directement des
modeles du second degré. Tous les facteurs ont trois niveaux : -1, 0 et +1. Ces plans sont
faciles a mettre en ceuvre et possedent la propriété de séquentialité. On peut entreprendre
I’étude des k premicre facteurs en se réservant la possibilité d’en rajouter de nouveaux sans

perdre les résultats des essais d¢ja effectués [45-46].

Le plus connu des plans de Box-Behnken est celui qui permet d’étudier trois facteurs.
Les points expérimentaux sont au milieu des arétes de chacun des c6tés du cube (Figure 19).
Ce plan comporte douze essais auxquels on peut ajouter un (ou plusieurs point(s) central (aux)

[47-48].
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Figure 19 : Plan de Box-Behnken pour trois facteurs

Comme les plans de Box-Behnken comportent moins de points, leur cotlit est moindre
que celui des plans composites centrés pour le méme nombre de facteurs. Ils peuvent estimer
efficacement les coefficients de premier et second ordre ; toutefois, ils ne peuvent pas inclure

d'essais provenant d'un plan factoriel.
4. Minimisation de I’influence des facteurs bruits

Dans certains cas, 1’objectif d’une étude peut €tre non seulement de trouver une
configuration du systeme pour laquelle les performances sont d’un niveau satisfaisant ; mais
aussi de minimiser I’influence de facteurs bruit sur ce niveau de performance. En effet, il est
inacceptable de réaliser un produit fonctionnant parfaitement en laboratoire, mais dont les
performances seraient dégradées dans certains environnements particuliers que le systéme
risque de rencontrer ou de concevoir une méthode qui donnerait des résultats variables en

fonction des facteurs d’environnement.

Un systéme est dit robuste lorsque ses performances sont peu altérées par la variation
des conditions dans lesquelles il peut étre amené a fonctionner. Ces conditions sont
caractérisées par des facteurs bruit. L’étude de la robustesse consiste a évaluer I’influence de

ces facteurs bruit durant I’expérimentation.
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Facteurs bruit

Facteurs de controle Réponses

| Systeme |

Figure 20 : schéma représentatif du fonctionnement d’un systéme

L’expérimentation de la robustesse a eu en général pour objectif de trouver les réglages
qui donnent une performance satisfaisante du systéme tout en demeurant insensible aux
facteurs bruit qui sont non ou mal maitrisés. Lorsque le systeéme est déja défini, le plan
d’expérience n’a pour but que de valider les réglages pour garantir que les bruits n’induisent
pas une variabilité trop importante des réponses au point de rendre le systéme inacceptable

pour 'utilisateur. [49]
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C. Chapitre III : Revue de la littérature sur la robustesse

I. Introduction
La fiabilité des résultats, en particulier dans 1'industrie pharmaceutique, est primordiale.
Comme on I’a vu au chapitre 1 La validation de la méthode analytique joue un rdle essentiel
dans I'évaluation de cette fiabilité. Un autre type important d'étude dans lequel les méthodes
analytiques peuvent se heurter est le test de robustesse. Bien que les tests de robustesse ne
soient pas encore obligatoires selon la ligne directrice de I'IlCH [10], ils sont généralement

demandés par les autorités pour I'enregistrement des médicaments, par ex. par I’US FDA [50]

la robustesse d’une méthode d’analyse est sa capacité a rendre des résultats exacts en
présence de faibles changements de conditions expérimentales susceptibles de se produire

dans I'utilisation de cette méthode.[51]

On entend par faible changement de conditions expérimentales tout écart d’un
parametre opératoire par rapport a sa valeur nominale telle que définie dans la méthode
d’analyse. Les paramétres opératoires peuvent €tre trés vari€s : pH du milieu, composition du

ou des réactif(s), conditions d’extraction, températures, composition de la matrice etc.

Pour évaluer la robustesse d’une méthode d’analyse, on applique un test sur un
¢chantillon homogéne en faisant varier les parametres retenus. Si on utilise la technique
classique consistant a faire varier chacun des parametres, tout en maintenant les autres
constants, 1’opération est rapidement irréalisable en raison du nombre des essais a effectuer.
D’ou I'utilité¢ de la méthodologie des plans d’expériences, qui consiste a varier plusieurs
parametres en méme temps. Cette démarche permet de diminuer de facon importante le

nombre des essais.
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II. Contexte, objectifs et étapes d’un test de robustesse

Les tests de robustesse ont ¢té introduits pour éviter les problemes aux €tudes inter
laboratoires et d’identifier les facteurs potentiellement responsables [52]. Comme les études
inter laboratoires s’effectuent dans la phase finale de la validation cela signifie que le test de
robustesse est effectué¢ a un stade tardif ainsi ce test a été considéré comme une partie de la

détermination de la reproductibilité de la méthode [53-54].

Toutefois, procéder a un test de robustesse a la fin de la procédure de validation
comporte le risque que lorsqu’une méthode s’avére non robuste, il devrait étre redéveloppée
et optimisé. A ce stade beaucoup d’effort et argent ont déja été dépensés dans I’optimisation
et la validation, C’est pourquoi I’exécution d’un test de robustesse a été déplacé a des stades
antérieurs dans la vie de la méthode. Les directives de I'ICH [10], ainsi que quelques auteurs
qui travaillent en bio-analyse [55] considerent la robustesse comme une rubrique de la
validation des méthodes effectuée au cours de la phase de développement et de I’optimisation
des méthodes. La position exacte a relativement peu d’influence sur la facon dont il est

exécuté.

Le test de robustesse a pour objectif d’examiner les sources possibles de la variabilité
sur une ou plusieurs réponses de la méthode. Dans un premier temps, les aspects quantitatifs
(teneurs, recouvrements) sont €évalués. Cependant en dehors de ces réponses €¢galement, ceux
du systéme de suitabilité peuvent étre évaluées (résolution, facteurs de capacité, efficacité de

la colonne dans une méthode chromatographique...).[56]

Afin d’examiner les sources possibles de la variabilité, un certain nombre de facteurs est
tiré du mode opératoire et examiné dans un intervalle qui dépasse 1égérement les variations a
quoi on peut s’attendre lorsqu’une méthode est transférée d’un instrument a ’autre ou d’un
laboratoire a I’autre. Ces facteurs sont ensuite examinés dans un plan d’expérience et I’effet
des facteurs sur la ou les réponse(s) de la méthode est évalué. De cette facon les facteurs
susceptibles de perturber I’exécution de la méthode sont caractérisés. L analyste sait alors que

ces facteurs doivent étre strictement controlés lors de ’exécution de la méthode.
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On adopte la démarche suivante pour la réalisation du test de la robustesse :

Identification des Définition des Sélection du plan
facteurs a tester niveaux des facteurs d'expérience

Déterminationde la
ou des réponses a Définition du plan
étudier et execution d'expérimentation
des expériences

Calcule des effets

Interprétation Tirer des conclusions et si possible prendre des
statistique et mesures pour améliorer les performances de la
graphique des effets methode

Figure 21 : Les étapes de la réalisation d’un test de robustesse

1. La sélection des facteurs

Les facteurs a étudier dans un test de robustesse peuvent étre liés a la méthode
analytique (facteurs opérationnels) ou aux conditions environnementales (facteurs

environnementaux).

Les facteurs opérationnels sont sélectionnés a partir du mode opératoire, tandis que les
facteurs environnementaux ne sont pas nécessairement spécifiés explicitement dans la

méthode analytique. Les facteurs sélectionnés peuvent étre quantitatifs, qualitatifs ou mixtes.

Le tableau 1 indique une liste des facteurs pouvant étre pris en compte lors des tests de
robustesse d’une méthode chromatographique (chromatographie liquide, gazeuse ou en
couche mince), la liste est non exhaustive mais donne au lecteur une idée sur les facteurs

fréquemment examinés.
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Si une étape de préparation d’échantillon (extraction liquide-liquide, extraction solide-

liquide, ultrafiltration...) est nécessaire avant I’analyse chromatographique, on doit prendre en

considération aussi les facteurs de cette étape dans le test de robustesse. Le nombre de

facteurs a examiner augmente aussi lorsqu’on doit réaliser une étape de dérivatisation.

Tableau 1 : liste des facteurs pouvant étre pris en compte lors des tests de robustesse

d’une méthode chromatographique.

Méthode

Facteurs

HPLC

Ph de la phase mobile

Quantité¢ du modificateur organique

Concentration de tampon, concentrations de sel ou force ionique
Concentration d’additifs : réactifs d'appariement d'ions
Débit

Température de la colonne

Gradient d’élution

Composition initiale de la phase mobile

Composition finale de la phase mobile

Pente du gradient

Colonne

Phase stationnaire

Fabricant de la colonne

Age de la colonne

Détecteur

Longueur d’onde

Sensibilité

CPG

Température d’injection de gaz
Température de la colonne
Température de détection
Température initiale

Température finale
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Pente du gradient de la température
Débit du gaz

Flux initial

Flux final

Pente du gradient d’écoulement
Colonne

Phase stationnaire

Fabricant de la colonne

Age de la colonne

Composition d’¢luant

PH de la phase mobile

Température

Forme de spot

CCM Taille de spot

Lot de plaques

Conditions de séchage (température, temps)

Conditions de visualisation des taches (pulvérisation de réactif,

détection UV, plongeant dans un réactif)

Les facteurs sélectionnés devraient représenter ceux qui sont le plus susceptibles d’étre
modifiés lorsqu’une méthode est transférée et qui pourrait potentiellement influencer la ou les

réponse(s) de la méthode.
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2. La sélection des niveaux des facteurs

Les niveaux des facteurs sont généralement définis de manieére symétrique autour de la
valeur nominale indiquée dans le mode opératoire. L'intervalle choisi entre les niveaux
extrémes représente les limites entre lesquelles les facteurs peuvent varier quand une méthode
est transférée. La sélection des niveaux peut également Etre basée sur la précision ou
I’incertitude [57], par exemple I’incertitude sur le facteur « pH d’une solution » dépend de
I’incertitude du résultat du pH-meétre. Supposons qu’on sait, par exemple, que le pH varie
avec un niveau de confiance de 95% dans un intervalle pH+0.02. En raison de cette
incertitude on peut s’attendre a un pH (nominal) qui varie dans un intervalle pH +0.02. Pour
sélectionner les niveaux extrémes dans le test de robustesse, on va élargir cet intervalle pour
deux raisons, prendre en considération des éventuelles variations entre les instruments des
différents laboratoires et de distinguer les effets dus aux facteurs de I’effet de I’erreur
expérimentale. Ceci peut étre fait par la multiplication de I’incertitude par un coefficient
d’élargissement K, la valeur K=5 est proposée par default. D’autres valeurs peuvent étres
utilisées lorsque 1’analyste considére un intervalle plus grand ou plus petit pour que 1’étude de

certains facteurs soit réalisable.

Pour quantifier l'incertitude dans les mesures analytiques les lignes directrices détaillées

d'Eurachem sont disponibles [57].

L’intervalle entre les valeurs extrémes est généralement symétrique autour de la valeur
nominale, mais il se peut que pour certains facteurs la sélection d’un intervalle asymétrique

puisse refléter plus de réalités.
3. Sélection du plan d’expérience

Les facteurs sont examinés dans un plan d’expérience, qui est sélectionné en fonction du
nombre de facteurs a étudier. Généralement on recourt a des plans de criblage qui permettent
d’étudier un nombre relativement important de facteurs par un nombre raisonnable
d’expériences. Ces plans-1a peuvent d’€tres de type plan factoriel fractionnaire, de Taguchi ou
de Plackett-Burman [58]. Dans la littérature, on trouve aussi des applications des plans

factoriels complets et méme certains plan de surface de réponse.
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En pratique la plupart des modeles utilisés pour la détermination de la robustesse sont
des plans factoriels fractionnaires ou du type Plackett-Burman. Pour cette raison, nous allons

accorder plus d'attention a ces plans la et nous allons bri¢vement décrire les autres.

e Plan factoriel complet :

Dans un plan factoriel complet, toutes les combinaisons entre les différents facteurs et
les différents niveaux sont faits. Supposons que l'on ait trois facteurs (A, B, C) qui seront
testés a deux niveaux (- et +). Les combinaisons possibles de ces niveaux de facteurs sont
présentées au tableau 2. Huit combinaisons peuvent étre faites. En général, le nombre total
d'expériences dans un plan factoriel complet a deux niveaux est égal a 2Mavec f'le nombre de
facteurs. L’avantage de cette méthodologie par rapport a la démarche classique c’est que non
seulement les effets principaux des facteurs qui peuvent étre calculés, mais aussi les effets des
interactions des facteurs.

Les effets des interactions qui peuvent étre considérés ici sont trois interactions a deux
facteurs (AB, AC et BC) et une interaction a trois facteurs (ABC). A partir de la matrice
représentée dans le tableau 2 ces sept effets peuvent étre calculés, une huitiéme statistique
peut étre obtenue de cette matrice c’est le résultat moyen.

A partir d*un plan complet 2', on peut calculer 2" statistiques.

Tableau 2 : Plan factoriel complet pour 3 facteurs

Experiences A B C " Réponse

1 - - - Y1

2 + - - »

3 -+ - 3

4 + + - Y4

5 - + Y5

6 + - 4 Y6

7 4 ‘ V7

8 R 8

Le nombre des effets qui peuvent étre calculés pour les différents plans factoriels

complets est décrit dans le tableau suivant :
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Tableau 3 : Le nombre des effets qui peuvent étre calculés pour les différents plans

factoriels complets

Plan factoriel complet (2)

Statistiques f=2  f=3 f=4 f=5 f=6 f=7 f=8
Effet moyen 1 1 1 1 1 1 1

Effets 2 3 4 5 6 7 3

principaux

Intéractions

Effets
2-Facteurs 1 3 6 10 15 21 28
3-Facteurs 1 4 10 20 35 56
4-Facteurs | h) 15 35 70
s.Facteurs 1 6 21 56
6-Facteurs 1 7 28
7-Facteurs 1
8-Facteurs 1

Z: 4 8 16 32 64 128 256

Pour expliquer le concept d'interaction, considérons I’interaction de deux facteurs. Cette
interaction se produit lorsque l'effet du premier facteur obtenu au niveau bas (-) du deuxieme
facteur est différent de I’effet obtenu au niveau haut (+) du second. L’effet d'un facteur est
influencé par celui de l'autre et ; donc il est dit qu'ils "interagissent". Nous allons essayer
d'expliquer cela avec un exemple. Supposons que dans le tableau 2, le facteur B soit la
"colonne HPLC" (niveau (+) = colonne K et niveau (-) = colonne L) et le facteur A est le "pH
de la phase mobile"(niveau (+) = 5.2 et niveau (-) = 4.8) Une interaction de deux facteurs
entre le fabricant de la colonne et le pH de la phase mobile se produit lorsque 1'effet du pH sur

la réponse (par exemple la résolution) sur la colonne K est différent de l'effet du pH sur la
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colonne L. L'interaction est calculée comme la moiti¢ de la différence entre l'effet du pH sur
la colonne K et I'effet du pH sur la colonne L. L'interaction est appelée dans cet exemple

l'interaction pH / colonne ; elle est symbolisée par AxB ou AB ou BA.

L'effet de l'interaction (AB) = 1 (I'effet pH sur la colonne K - I'effet du pH sur la colonne L)
2

Ou
1
Effet de I'interaction (AB) = E(EA,B('*) - EA.B(-))

Considérons maintenant les interactions a trois facteurs (par exemple ABC dans le
tableau 2) pour donner une idée générale de la maniére dont ces effets d’interactions ; et celles

d’ordre supérieur (interaction de 4 facteurs, de 5 facteurs...) ; sont fait :

Une interaction a trois facteurs signifie qu'un effet d’interaction a deux facteurs est
différent aux deux niveaux du troisiéme facteur. L’effet de I’interaction AB est estimé avec C
au niveau (+) (représenté par E apc(+)) et C au niveau (-)(représenté par E ap () ), la moitié de

la différence entre ces deux estimations donne I’effet d’interaction a trois facteurs (ABC)
1
L'effet de I'interaction (ABC) = - (EAB, C(+) - EAB,C(-))

Comme c’est le cas pour les interactions a deux facteurs, ’interaction a trois facteurs est
¢galement symétrique dans toutes ces variables. Les effets d’interaction ABC, ACB, BAC,
CAB, BCA et CBA donnent tous le méme résultat. Les effets d’ordre supérieur sont calculés

par un raisonnement analogue.

¢ Plan factoriel fractionnaire PFF :

L’inconvénient des plans factoriels complets c’est que le nombre d’expériences
augmente rapidement avec le nombre de facteurs étudiés. Pour 6 facteurs, 64 expériences sont
nécessaires et pour 7 facteurs 128. En pratique, il n’est généralement pas possible d’effectuer
un si grand nombre d’expériences dans un laps de temps raisonnable. Pour cette raison,
souvent une fraction d’un plan factoriel complet, selement, est effectué¢e. Ce type de plan est

appelé Plan factoriel fractionnaire.
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Considérons d’abord un plan factoriel en demi-fraction. Seule la moitié du nombre
d’expérience nécessaires pour un factoriel complet est effectuée. Par exemple pour4 facteurs,
16/2 = 8 expériences sont effectuées. Ceci peut étre observe sur le tableau 4 dans lequel un
plan factoriel complet pour 4 facteurs est démontré. En sélectionnant 8 expériences
appropriées a partir de ’ensemble des 16 expériences, on obtient un plan factoriel en demi-

fraction, qu’on symbolise par 2*.

Tableau 4 : Sélection d’un plan factoriel en demi-fraction a partir d’un plan factoriel

complet pour 4 facteurs

Facteurs
Expériences A B C D
(1)
2
3
C))
5
(6)
Q)
8
9
(10)
an
12
(13)
14
15 - +
(16)

L L T
' + o+ + 4+ + 4+

+ 4+ 4+ + 0 '

o+ F oo ok o+ '

+
-+

En réduisant le nombre d’expériences, on perd aussi I’information, en effet dans un PFF
on ne peut pas estimer séparément et avec une grande précision les effets principaux des

interactions comme dans un plan factoriel complet.

Considérons par exemple la matrice formée par les expériences entre parentheses dans
le tableau 4 et calculons les colonnes de contraste pour les interactions a trois facteurs (voir le
tableau 5). On remarque que la colonne ABC est égale a la colonne D. C’est aussi le cas pour
la colonne A et BCD; B et ACD; C et ABD. Dans la matrice qui est formée par les
expériences qui sont entre parenthéses dans le tableau 4, on estime ’effet total du facteur D et

de I’interaction ABC.
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On dit que le facteur D et I’interaction ABC sont confondus les uns avec les autres, ce
qui signifie qu’ils ne peuvent pas étre estimés séparément. Tous les autres effets principaux
sont également confondus avec une interaction a trois facteurs (A avec BCD, B avec ACD et
C avec ABD). En calculant les colonnes des coefficients de contraste pour les interactions a
deux facteurs, on remarque que chacune est confondue avec une autre interaction double (par

exemple AB avec CD)

En terme de valeur absolue, les effets principaux ont tendance a étre plus importants que
les interactions a deux facteurs qui, a leur tour, sont souvent plus grandes que les interactions
a trois facteurs, et ainsi de suite. Dans la matrice du tableau 5, les effets principaux devraient
étre significativement plus importants que les interactions a trois facteurs avec lesquels ils
sont confondus. En conséquence, il est supposé que I’estimation de I’effet principal et de

I’interaction ensemble est une estimation de 1’effet principal seul.

Tableau 5 : colonnes des coefficients de contraste pour les interactions triples de la

matrice désignée dans le tableau 4

Facteurs Interactions
Exp. A B C D ABC ABD ACD BCD
1 - - - . - - - -
4 + + - - - - + +
6 + - + - - + - +
7 - + - - - + + -
10 + - - + + - - +
11 - + - + + - + -
13 - - + + + + - -
16 + + + - + + + +

Voyons maintenant comment on doit choisir les expériences du plan factoriel complet
pour obtenir le plan fractionnaire approprié. En pratique, pour construire un plan 2*"', on
construit d’abord un plan factoriel complet pour 4-1 =3 facteurs voir tableau 4. Le quatrieme
facteur D sera attribué a I'une des colonnes des interactions (par Ex. a ABC dans ce cas), ce
qui signifie que ’on confond le facteur D avec !’interaction ABC de cette facon nous

obtenons le tableau 5.
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La relation D= ABC est appelée le générateur d’aliase. Le facteur D et I'interaction a
trois facteurs ABC sont appelés pseudonymes, tous les autres aliases (voir tableau 6) peuvent

étre déterminés avec 1’aide de cette relation :
I1=Dx ABC=ABCD

Tableau 6 : les aliases d’un plan 2*' avec IFABCD

Aliases
A =BCD
B=ACD
C=ABD
D= ABC
AB =CD
AC=BD
AD =BC

ABCD = |

La résolution de ce plan est de IV, on la définie par le nombre de terme dans I’équation
de la matrice identité. Plus la résolution est élevée et plus le nombre des effets des interactions

confondues avec les effets principaux est grand.

Pour des informations plus détaillées sur la génération des différents PFF nous vous

préconisons de se reporter a [59-60].

Des plans factoriels fractionnaires minimaux pour un nombre donné de facteurs sont
proposés dans le tableau 7, certains plans peuvent étre étendus a des matrices similaires a
celles décrites dans le tableau 7, Cette possibilité d’expansion permet d’exécuter une fraction
plus petite, puis, apreés une premiere €valuation des effets, d’effectuer une autre fraction pour
laquelle la combinaison avec les expériences précédemment réalisées conduit a une matrice

analogue a celles données dans le tableau 7 .
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Tableau 7 : Les plans factoriel fractionnaires proposés

N Le ol Générateur | Générateur Nombre
ombre de facteurs e plan
d’aliases d’expansion | d’expériences
3 Plan factoriel complet 2° - - 8
D=ABC -
4 Fraction 1/2°™: 2*! 8
D=AB D=-AB
5 Fraction 1/4°™: 252 8
E=AC E=-AC
D=AB E=-AB
6 Fraction 1/8°™: 2% E=AC E=-AC 8
F=BC F=-BC
D= AB D=-AB
E=AC E=-AC
7 Fraction 1/16°™: 27 8
F=BC F=-BC
G=ABC G=ABC
E=ABC
F=BCD -
8 Fraction 1/16°™: 28+ 8
G=ABD
H=AC
9 Fraction 1/32°™: 2°° - - 16
10 Fraction 1/64°™; 2106 - - 16
11 Fraction 1/128°™: 2117 ~ R 16
12 Fraction 1/256°™: 2128 _ R 16
13 Fraction 1/512°™; 2137 - - 16
Fraction 1/1024°™: 2%
14 0 - - 16
Fraction 1/2048™: 21>
15 - - 16

11

67




Note : aucune matrice d’expansion n’a ¢été proposée pour les plans factoriels
fractionnaires minimaux de 16 expériences étant donné qu’un total de 32 expériences est
considéré comme irréalisable et les générateurs ne sont pas proposés lorsqu’aucune extension

n’est prévue et lorsqu’il n’est pas possible de créer un plan de résolution IV [59-60].

Les plans proposés, dans le tableau au-dessus, sont ceux ayant le petit nombre

d’expériences et qui satisfont aux caractéristiques suivantes :

- Les interactions a deux facteurs ne sont pas confondues avec les effets principaux
c'est-a-dire que leurs résolution est d’au moins IV

- Au moins trois effets d’interaction a deux facteurs peuvent étre estimés

Les effets d’interaction a deux facteurs qui peuvent étre estimés a partir des plans
factoriels fractionnaires du tableau 7 servent a estimer I’erreur expérimentale. (Voir partie

7.2)
e Plans de Taguchi :

Les plans de Taguchi permettent a la fois d’optimiser une méthode analytique et de

tester sa robustesse.

Les facteurs a optimiser sont appelés facteurs de controle ou facteurs contrélable [61].
Ceux qui doivent étre testés pour la robustesse sont appelés facteurs de bruit [61-62],
variables environnementales [62] ou sources de bruit [63], certains facteurs de controle et de
bruit pourraient étre identiques mais examinés a différents niveaux, généralement des

intervalles beaucoup plus petits dans le test de robustesse[60].

Ce type de plans a ¢galement été utilisé souvent dans les études de robustesse [64,65].
Ces plans proposent généralement I’utilisation de plans factoriels fractionnaires a deux
niveaux, qui forment des matrices orthogonales désignées par L4,L.8,L12,L16 et L32, dans
lesquelles 1’indice numérique correspond au nombre d’expériences a effectuer. La matrice L4
est un plan factoriel fractionnaire 2°"dont les niveaux de la troisiéme variable sont définis par

la relation génératrice 1=123.

La matrice L8 est un plan factoriel fractionnaire 2" avec les relations génératrices de :
[=-123, [=-135, 1=-236 et I=1237. La matrice Taguchi L12 est assez différente du plan Placket

et Burman proposée pour évaluer 11 facteurs avec 12 essais. Cependant, ces deux matrices
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sont orthogonales et devraient montrer les mémes résultats si tous les effets d’interaction sont

négligeables [66].
e Les plans pour les tests de robustesse a trois niveaux :

Pour examiner les facteurs a trois niveaux dans un test de robustesse, plusieurs modeles

se proposent :

Une premiere possibilité est l'utilisation de plans factoriels complets a trois niveaux
[67]. L'inconvénient des plans factoriels a trois niveaux est que le nombre d'expériences

augmente tres rapidement pour un plus grand nombre de facteurs.

Une deuxieme possibilit¢ est ['utilisation des plans composites centrés. Leur
inconvénient est le grand nombre d'expériences requises méme pour un faible nombre de
facteurs, par ex. 25 expériences pour 4 facteurs et 273 expériences pour 8 facteurs. Méme 25
expériences différentes peuvent déja prendre un temps déraisonnable pour étre réalisables.
Les plans composites centrés permettent d'estimer non seulement les effets principaux mais
aussi les effets d'interaction et les effets quadratiques. Cependant, les effets quadratiques ne
sont normalement jamais pris en compte dans un test de robustesse. Ces plans sont

principalement utilisés a des fins d'optimisation et moins pour les tests de robustesse.

Les plans composites centrés sont interprétés a 1’aide d’une méthode de régression et
pour obtenir une régression raisonnable, les niveaux des facteurs devraient différer
suffisamment, mais dans un test de robustesse, de larges intervalles entre les niveaux
devraient €tre évités. Néanmoins, certains auteurs les ont utilisés pour des tests de robustesse

[68,69,70].

Une autre possibilité qui semble a premicre vue attrayante est les plans a trois niveaux
proposés par Plackett et Burman [71]. Cependant, ils ont montré un certain nombre de limites,
en effet des confusions entre les effets peuvent étre produites [72]. Et méme les plans a trois
niveaux équilibrés qui sont décrits dans la littérature et qui semble arranger la confusion entre
les facteurs ne permettent d’examiner que la moiti¢é du nombre de facteurs initialement

proposés par Plackett et Burman [60].

69



Ces plans équilibrés pourraient €tre utilisés dans les tests de robustesse, cependant

aucune ¢tude de cas n’a été connue jusqu’aujourd’hui.

Pour tester les facteurs a trois niveaux dans un test de robustesse, on applique
généralement les plans dits réfléchis [73,74,75]. Un plan réfléchi est, en fait, un plan factoriel
complet, fractionné ou de type Plackett-Burman a deux niveaux exécuté en deux fois. Une
fois le plan contient le premier extréme et le niveau nominal et une fois ’autre extréme et le
niveau nominal. Les deux plans ont une expérience en commun, a savoir 1I’expérience dans
laquelle tous les facteurs sont dans des conditions nominales. Un schéma de Plackett-Burman

reflété pour 7 facteurs est montré dans le tableau 8

Tableau 8 : Plan réfléchi pour 7 facteurs dérivés du plan de Plackett-Burman

Facteurs
Exp. A B C D E F G
1 +1 +1 +1 0 +1 0 0
2 0 +1 +1 +1 0 +1 0
3 0 0 +1 +1 +1 0 +1
4 +1 0 0 +1 +1 +1 0
5 0 +1 0 0 +1 +1 +1
6 +1 0 +1 0 0 +1 +1]
7 +1 +1 0 +1 0 0 +1
8 0 0 0 0 0 0 0
9 -1 -1 -1 0 -1 0 0
10 0 -1 -1 -1 0 -1 0
11 0 0 -1 -1 -1 0 -1
12 -1 0 0 -1 -1 -1 0
13 0 -1 0 0 -1 -1 -1
14 -1 0 -1 0 0 -1 -1
15 -1 -1 0 -1 0 0 -1
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e Plans de Plackett et Burman

Les plans de Plackett-Burman sont des plans de résolution III. Dans un plan de
résolution III, les effets principaux sont aliasés avec les interactions a deux facteurs. [58].
Dans un test de robustesse on s’intéresse uniquement aux effets principaux des facteurs [76]
et donc Les interactions d’ordre deux ou plus peuvent étre négligeables [77]. Ce qui fait de

ces plans les plus utilisés dans les tests de robustesse.

Le tableau suivant décrit le nombre d’expériences recommandées en fonction du nombre de

facteurs a examiner

Tableau 9 : le nombre d’expériences recommandées en fonction du nombre de facteurs a

examiner.
Nombre de
Nombre de facteurs Nombre
facteurs a Le plan choisi
fictifs d’expériences
examiner

3-7 -Plan P-B pour 7 facteurs 4-0 8
8-11 -Plan P-B pour 11 facteurs 3-0 12
12-15 -Plan P-B pour 15 facteurs 3-0 16
16-19 -Plan P-B pour 19 facteurs 3-0 20
20-23 -Plan P-B pour 23 facteurs 3-0 24

Le nombre minimum de facteurs a examiner dans un plan est de trois, alors que ceux

avec plus de 28 expériences sont considérés comme peu pratiques.

Le plan de Placket et Burman est construit comme suit : la premiére ligne pour un plan
donné de N=8-24 est donné dans le tableau 10 avec N est le nombre d’expérience et (+) et (-)

les niveaux ou la modalité du facteur.
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Tableau 10 : La premiére ligne pour un plan donné de Placket et Burman

Plan (N) La premiére ligne
8 +4++-+--
12 -+
16 4+t
20 e I i
24 i S R

Dans le tableau ci-dessus, seule la premicre ligne s'affiche. Cette ligne est permutée de
maniére cyclique pour obtenir une matrice (n - 1) X (n - 1). Une dernicre ligne composée

uniquement de signes moins est alors ajoutée. [77]

Par exemple, si ’on souhaite étudier 7 facteurs, on aura a effectuer 8 essais dont la

premiére ligne sera + + + - + - -.

On déduit ensuite les N-2 autres lignes par permutation circulaire selon le schéma

suivant :

NNYYVY ‘l
Sttt -+

On reproduit I’étape précédente jusqu’a obtenir une matrice de ce type pour 8 essais et 7

facteurs :

Tableau 11: Exemple d’un plan de Placket et Burman a 7 facteurs et 8 essais

Facteurs
Expériences

A B C D E F G
1 + + + - - -
2 - + + + - + -
3 - - + + + - +
4 + - - + + + -
5 - + - - + + +
6 + - + - - + +
7 + + - + - - +
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On peut également procéder par rotation circulaire des colonnes [78]

Note : Apreés détermination du nombre de facteurs réels a examiner, Les colonnes
restantes dans le plan sont définies comme facteurs fictifs. Un facteur fictif est un facteur

imaginaire pour lequel le passage d'un niveau a l'autre n'a pas de signification physique. [79]
4. Exécution des expériences

Les expériences sont faites dans les différentes conditions expérimentales et ce, de
préférence dans une séquence aléatoire. Pour des raisons pratiques des expériences peuvent
étres triées par un ou plusieurs facteurs, dans ce cas il est recommandé de controler la dérive
(effet de temps) [76], qui peut étre définie par 1’évolution de la réponse mesurée a des

conditions constantes en fonction du temps.

Un blocage par des facteurs externes non examinés dans le plan tel que, par exemple,
les jours est également possible. Cependant, 1’estimation de ces effets sera biaisée quand ils
sont calculés a partir des données mesurée sans prendre certaines précautions, telle que la

correction de la dérive en utilisant des réplications nominales [76].
5. Détermination des réponses

A partir des expériences réalisées, un certain nombre de réponses peuvent étre
déterminées. Pour les méthodes de dosage, les réponses décrivant une quantité telles quel’air
sous la courbe ou la hauteur du pic sont les plus évidents, pour une méthode de séparation, il
faut, aussi considérer un ou plusieurs parametres décrivant la qualité de la séparation, comme
par exemple la résolution ou le temps de rétention relative; autres réponses peuvent

¢galement étre étudi€es telles que le facteur de capacité, le facteur d’asymétrie ...
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6. Calcul des effets

Les effets peuvent étre calculés a partir des mesures ou les résultats de la réponse

corrigée (en cas de dérive). Pour chaque facteur son effet est calculé selon I'équation :

P BV

Ex=—3n N/2

Ey :Leffet de X sur la réponse

LY(+) : La somme de toute les réponses lorsque X est au niveau extréme (+)
LY(—): La somme de toute les réponses lorsque X est au niveau extréme (-)
N : le nombre des expériences

Les effets peuvent également étre rapportés par rapport au résultat nominal moyen et
exprimé donc en pourcentage (voir équation en dessous) ce qui permet a 1’utilisateur de la
méthode une meilleure considération de I’'influence des facteurs, méme sans interprétation

statistique.

E.
E (%) = —)_j x 100%.

Ey : Leffet de X sur la réponse.

Y : Résultat nominal moyen

E(70) : L’effet normalisé
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7. Interprétation des données

7.1. Approche graphique

L’approche graphique de I’identification des effets importants consiste a représenter un
nuage de points mettant en relation les valeurs observées et les valeurs théoriques de la

distribution normale [80] (figure 22) ou de la distribution semi normale [58] (figure 23).

Les effets qui ne sont pas significatifs sont généralement distribués autour du zéro et ont
tendance a se distribuer de part et d’autre d’une droite qui passe par le zéro (la droite

d’Henry). Un exemple des deux courbes est représenté ci-dessous :
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Figure 23 : Half normal plot
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Les effets attendus sont les valeurs de la variable aléatoire suivant une loi normale

centré réduite, alors que le rankits est données dans le tableau suivant pour les plans les plus

utilisés :
Tableau 12 : Les Rankits correspondants aux plans P-B 8, 12 et 16
Effet N=8 N=12 N=16
1 0.09 0.06 0.04
2 0.27 0.17 0.12
3 0.46 0.29 0.21
4 0.66 0.41 0.29
5 0.90 0.53 0.38
6 1.21 0.67 0.47
7 1.71 0.81 0.57
8 0.98 0.67
9 1.19 0.78
10 1.45 0.89
11 1.91 1.02
12 1.18
13 1.36
14 1.61
15 2.04

Pour créer le Half normal plot, les valeurs absolues des n effets sont classés par ordre
croissant ensuite chaque point de cette séquence sera représenté par rapport a la valeur

correspondante du tableau ci-dessus.
D’autres types de graphique peuvent également étre utiles, les plus courants sont :

¢ Le diagramme en baton : qui consiste a tracer des batons ou la surface de chacun, est
proportionnelle a la valeur de I’effet (bi) du facteur correspondant sur la variation de la

réponse.
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Plus le baton est grand, plus le poids du facteur est important, et le sens de la représentation (a

droite ou a gauche) distingue des effets positifs de ceux négatifs.

Effet b, posiaf Effet b, négatif

[ ] [——

Figure 24 : représentation des effets positifs et négatifs sur le diagramme des effets

Sur ce diagramme, les limites de confiances peuvent étre indiquées par deux droites en

pointillés correspondant aux seuils de signification.

Nous verrons certains outils d’aide a I’interprétation des résultats qui permettent de fixer

ces limites de signification dans la partie de ’analyse statistique
e Diagramme de PARETO

Il est possible de décomposer la variation d’une réponse a partir des contributions
apportées par chacun des facteurs dans un modele. L’écriture polynomiale facilite la

définition de la contribution d’un facteur i a partir de la relation suivante :

B

CTR, =

Zb‘:

Les contributions des facteurs sont alors ordonnées par ordre croissant puis représentées

sous forme de diagramme en batons. Le diagramme de Pareto est complémentaire au tracé des
effets moyens. Il permet de déterminer les facteurs influents par ordre de contribution

décroissante, il est aussi possible de tracer la fonction cumulée de ces contributions.
7.2. Analyse statistique

L’équation du modéle mathématique calculé n’est qu’une approximation de la réalité, la
mise en ceuvre de tests statistiques nous permet de porter un jugement sur les résultats
obtenus et de connaitre la qualité des estimations des coefficients [81]c'est-a-dire de fournir a

I’utilisateur une valeur limite numérique qui peut étre tracée sur la représentation graphique et
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qui permet de définir, de maniere moins subjective ce qui est important de ce que ne 1’est pas.
Cette valeur limite qui permet d’identifier statistiquement les effets significatifs provient

généralement du test t [52].

t critique

;

(SE). : Perreur standard d’un effet
teritique - UNE valeur tabulée pour un degré de liberté donné et a un seuil de signification

donné. Voir table de Student (annexe 4).
Pour les expériences de robustesse, cette erreur standard peut étre estimée de différentes

facons [76]:
e L’estimation de ’erreur a partir de la précision intermédiaire :

L’erreur standard d’un effet estimé peut tre calculée selon I’équation suivante :

.2 02
BS— [Za b
\ N Ry

2 2 . .,
S, et Sp° les variances estimées de deux ensembles de mesures et n, et n, sont

. . 2 2 . , N .
respectivement les nombres de mesures de ces ensembles. Si.S,” et S,” sont estimées a partir

d’une méme variance S° , N,=n,=N/2 I’équation devient :

g ‘sz s2  [4s?

V 4

: 2 A r . r r b 4 r r M .
La variance S§° peut étre déterminée des expériences répétées au niveau nominal ou

d’une répétition du plan.
Quand on répéte les expériences au niveau nominal ddl=n-1, N est le nombre

d’expériences répétées. Tandis que dans le cas ou on répete le plan la variance est calculée

comme suit :



N 2
il X d;

s- [ ——

2N

N=ddl et d;est la différence entre les répétitions du plan.

Ainsi, ce critére ne peut €tre utilisé que si des estimations de précision intermédiaire
sont disponibles, ce qui n’est souvent pas le cas lorsqu’un test de robustesse est effectué, de
méme ce n’est pas toujours pratique de faire des répétitions du plan ; pour remédier a cela on

peut estimer 1’erreur a partir de la distribution des effets.
Dans la partie pratique on, va essayer d’appliquer les deux approches.
¢ Estimation de I’erreur a partir des effets fictifs ou des interactions doubles :

L’estimation peut également étre obtenue a partir des effets fictifs ou des interactions
négligeables selon I’équation suivante :
E E 2

L~ erreur

ES =\ ——
\l‘ n erreur

,
2E erreur La somme des carrés des n effets fictifs ou interactions doubles

Note : la puissance du test statistique serait proportionnelle au nombre de degrés de
liberté, en effet pour avoir une estimation de l’erreur qui serait satisfaisante, on doit

sélectionner un plan d’au moins 3 facteurs fictifs.
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¢ Estimation de ’erreur a partir de la distribution des effets (algorithme de Dong)

L’algorithme de Dong est un outil appropri¢ pour identifier les effets significatifs [82],

cet algorithme peut étre appliqué a tous les plans mentionnés au tableau 9.

Dans cette approche une estimation initiale de l’erreur est obtenue de la maniere

suivante :
s, = 1.5 mediane|E,

E, : leffet de la valeur de ’effet 1.

A partir de Sy, une estimation finale de I’erreur standard est faite :

5 = 3 m~ "> E} pourtout |E,| < 2.5s0

m : est le nombre des effets en valeur absolue inférieur a 2.5Sq

Ensuite la valeur S1 est utilisée pour calculer la marge d’erreur (ME) qui correspondrait

a l’effet critique.

ME =t _ .2 .0an 51

1-0/2=0.975 et ddl = m

La ME est statistiquement un critére valable pour tester la signification, quand un seul
effet doit étre testé. Quand il s’agit de tester plusieurs effets la chance qu’un effet non
significatif puisse dépasser la ME augmente, pour pallier a cet événement le niveau doit étre

ajusté et une seconde limite est définie : La marge d’erreur simultanée (MES).

M ES = I(l x*/2.ddN S

Avec: Le niveau de signification ajusté =* =1 — (1 — )"
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Selon la littérature, un effet qui dépasse le ME, mais inférieur a la MES, est considéré
comme potentiellement significatif et un effet supérieur a la MES est considéré comme

significatif.

Cependant, dans la pratique, il est recommand¢ d'utiliser la limite ME comme criteére de
décision pour tous les effets calculés a partir du test de robustesse. En effet, en utilisant la
MES on réduit la probabilité des faux positives (le risque a), c'est-a-dire le fait de considérer
un effet qui n’est pas significatif comme étant significatif, mais en revanche il augmente
considérablement le nombre des faux négatifs (risque B); ce qui fait qu’on qualifie la
méthode de robuste alors qu’elle ne I’est pas. Par conséquent il peut étre recommandé de ne

pas utiliser la limite des MES en test de robustesse.

Si le nombre d’effet significatif est trop grand I’algorithme de Dong peut étre itéré,

c'est-a-dire que Sy est remplacé par S; et un nouveau S;* est calculé [76].
8. Estimation des intervalles de non-signification pour les facteurs significatifs

Une fois qu’on a caractérisé les facteurs a effets significatifs, on peut se demander dans

quel intervalle les niveaux de facteur doivent étre controles pour €éliminer I’effet.

Ces niveaux peuvent €tres estimés par :

r g
’ “un LD

|: Y "X( 1) /\,I 1 )‘Ecrilical

- th) il X( l)lEcrilicul:|
0
(0) ?_IE\‘

2|Ex|

X0), X(1), et X1y sont les valeurs réelles du facteur X pour les niveaux (0), (1) et (-1)

respectivement.
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Partie pratique : Test de la robustesse d’ une
méthode indicatrice de la stabilité de
Chydrochlorothiazide etdu Valsartan et d’une
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1. Introduction :

Les antihypertenseurs sont généralement des médicaments administrés par voie orale, et
il existe beaucoup de spécialités pharmaceutiques ou on associe deux voir trois molécules anti
hypertensives dans le méme médicament, cette association permet de diminuer davantage les
chiffres tensionels qu’un doublement de la dose de ’'un de ces antihypertenseurs tout en

maitrisant les effets indésirables doses dépendants.

Dans ce travail on s’est intéressé a 1’association Hydrochlorothiazide et Valsartan, ce

médicament est commercialisé sous une dizaine de représentations au Maroc.

En I’absence d’une méthode robuste et indicatrice de la stabilité pour la quantification
simultanée du VS et de 'HCT en présence de leurs impuretés, une méthode HPLC a été

développée et validée selon le profil d’exactitude dans un travail antérieur.

Dans la partie suivante on a testé la robustesse de cette méthode, en utilisant le plan
d’expérience de Plackett-Burman a deux niveaux avec sept facteurs, et dans un deuxiéme
temps on a appliqué le test a une autre méthode de dosage d’un autre Principe actif a 11

facteurs.

II. Exemple 1: La méthode indicatrice de la stabilit¢ de
I’hydrochlorothiazide et du Valsartan :
1. Matériels et méthodes :

1.1. Produits chimiques et réactifs

L’hydrochlorothiazide a 99.9% et le valsartan a 98.6 ont été obtenu aupres du

Laboratoire Nationale du Contréle des Médicaments, en tant qu’étalons secondaires certifiés.

L’acétonitrile de qualité HPLC provenait de Sigma-aldrich ( Darmstadt,Allemagne). Du
peroxyde d’hydrogéne a 30% et du phosphate de potassium monobasique ont été obtenus
aupres de Riedel-de-Haen (Seelze, Allemagne). Des pastilles d’hydroxyde de sodium ont été
obtenues aupres de Fluka (Bale, Suisse). L’acide phosphorique 85% et I’acide chlorhydrique
37% ont été fournis par Merck (Darmstadt, Allemagne).
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1.2. Conditions nominales

Le Systéme de séparation utilis¢é est un appareil HPLC constitu¢ d’une pompe

quaternaire waters 2696 couplée a un détecteur de barrette de diodes 2998 et utilisant le

logiciel Empower pour le traitement et I’acquisition des données.

La séparation chromatographique a été réalisée sur une colonne YMC Symmetry C18-

Sum250 mm x 4.6 mm (Waters) a température ambiante (25°C), a travers laquelle une phase

mobile constituée de (A) tampon phosphate pH=3 et (B) acétonitrile percolait selon le

gradient indiqué au Tableau a un débit de 1mL/min. Le volume d’injection a été SuL et la

longueur de détection a été fixée a 273 nm.

Tableau 13 : le gradient de solvants utilisés

Temps (minutes) % Tampon % Acetonitrile
0 80 20
8 80 20
10 55 45
30 55 45
31 80 20
40 80 20

La méthode a été validée selon le profil d’exactitude pour une gamme de [62.5 -

175png/mL] et [405 — 1120pg/mL] pour HCT et VS respectivement.[83]

La robustesse de la méthode a été étudiée en présence des impuretés générées par la

dégradation forcée en utilisant le plan d’expérience de Plackett-Burman.

Les conditions de dégradation forcée consistent en: hydrolyse par HC1 (1M) et NaOH

(IM) a 22°C pendant une heure. Température (70°C) pendant 4 heures et 1’oxydation par
H202 (3%) pendant 30 min.
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Le plan d’expérience de Plackett-Burman est a deux niveaux avec sept facteurs qui

sont :
Tableau 14 : les facteurs retenus pour le test
Facteur unité Pa ou modalités Valeur nominale

pH +0.2 3
Débit (mL/min) +0.2 1
% Acetonitrile au

% +5 20
début du gradient
%Acetonitrile a la

% +5 20
fin du gradient
La longueur d’onde (nm) +2 273
Température °C +5 25

Type de colonne

YMC Symmetry C18

Phenomenex Luna C18

YMC Symmetry C18

Le tableau suivant indique les expériences faites :

Tableau 15 : La matrice des expériences

Facteurs
Expérience pH Débit FACK %ACN | Longueur Température | colonne
début fin d’onde
1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
2 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1
3 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1
4 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
5 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1
6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1
7 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1
8 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
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valeur nominale pour pouvoir estimer I’erreur standard.

2. Résultats et discussion :

Les réponses obtenues sont les suivantes :

Tableau 16 : les résultats obtenus

En plus de ces expériences aux valeurs extrémes, six expériences ont été faites a la

Hydrochlorothiazide Valsartan
Teneur | Temps de Teneur en | Temps de
en PA . Asymétrie PA . asymeétrie | résolution
Essais a la valeur nominale (n=6)
Moyenne | 100.66 7.51 1.87 100.20 28.87 1.12 63.11
Cv 0.95 0.36 0.05 0.83 0.26 0.05 0.08
Essais aux valeurs extrémes :
1 102.08 3.24 1.97 100.41 14.62 1.63 33.06
2 102.17 3.08 1.97 99.84 14.63 1.81 35.72
3 102.60 7.72 1.47 98.87 30.92 1.13 63.10
4 107.7 591 1.88 98.87 17.87 1.78 24.51
5 101.6 8.56 1.21 97.99 23.68 1.09 53.05
6 98.25 6.92 1.32 100.01 28.61 1.19 68.75
7 102.84 9.64 1.28 99.24 23.52 1.26 43.90
8 106.61 6.74 1.93 99.80 28.74 2.01 22.26
Moyenne | 102.98 6.48 1.63 99.37 22.82 1.48 43.04
Cv 2.87 36.21 20.81 0.79 28.40 24.22 40.17
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2.1. Calcul des effets

Les effets sur les différentes réponses sont calculés et classés dans le tableau suivant :

Tableau 17 : les coefficients des effets des différents facteurs sur les réponses

Hydrochlorothiazide Valsartan
Teneur | Temps de Teneur | Temps de
Facteur Asymétrie Asymétrie | Résolution
en PA | rétention en PA | rétention

Effet -0.528 -0.098 -0.033 0.517 -3.338 -0.045 -0.977
pH -1.617 -0.692 -0.042 -0.007 -7.423 -0.080 -3.223
Débit -3.412 -2.473 0.108 0.797 -1.258 -0.095 14.228
% ACN début 1.692 0.223 0.043 -0.357 -2.178 0.015 -2.473
%ACN Fin 1.692 0.223 0.043 -0.357 -2.178 0.015 -2.473
Longueur

1.028 -0.238 0.008 -0.698 -2.103 -0.160 0.773
d’onde
Température -1.102 -0.718 -0.067 -0.393 -3.253 -0.040 4.928
Colonne -3.318 3.468 -0.618 -0.713 7.718 -0.640 28.313

Effet en %

pH 0.91 0.05 0.26 12.29 7.57 0.45 0.09
Débit 8.53 2.49 0.45 0.003 37.45 1.41 0.99
%ACN début 37.96 31.76 2.87 29.18 1.07 1.99 19.35
%ACN Fin 9.34 0.26 0.45 5.86 3.22 0.05 0.58
Longueur

3.44 0.29 0.01 22.32 3.00 5.63 0.06
d’onde
Température 3.96 2.67 1.13 7.07 7.19 0.35 2.32
Colonne 35.87 62.47 94.82 23.29 40.49 90.49 76.61
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2.2. Interprétation graphique des effets calculés

- Diagramme des effets :

-OO‘AOO 4)‘00 0.00 40‘00 004‘00
WHCT ¥i b1 L2l
TreCT Y2
FAMCT Y3
“vs Y
Tr Vs s
FAVS Y6
Résohbon A4
WHCT Yi t Détnt
Tr o CY Ya
FAMNCT Y3
*%VvsS Y4
Tr Vs Ys
FAVS Yé
Résohbon Y7
WHCT Yi b3 ACN début
Tr 1oCT Y2
FAMNCT Y3
*%VS Y4
Trvs s
FA VS Y6
Résohbon Y7
WHCT Yi b4 ACN fn
Tr 1oCT Y2
FAMCT Y3
*%VS Y4
Trvs Ys
FAVS Y6
Résohubon Y7
WCT Yi bs Longuewr donde
Tr 1Y Y2
FANCT Y3
*%VS Y4
Trvs s
FA VS Y6
Résohubon Y7
“HCT Y1 be Température
Tr oCT va2
FANCT Y3
%VS Y4
Trvs Ys
FAVS Y6
Résohubon Yz
WHCT Y b7 colonne
Tr oCT Y2
FANCTY Y3
*%VS Y4
Trvs s
FAVS Y6
Résolubon L4

Figure 25 : diagramme des effets de tous les facteurs sur toutes les réponses
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- Diagramme de Pareto

Réponse 1 : Teneur de I’hydrochlorothiazide

%ACN début
colonne
%ACN fin
Débit
Température

Longueur d'onde

Figure 26 : Effets des facteurs sur la teneur de I'hydrochlorothiazide

Réponse 2 : Temps de rétention de I’hydrochlorothiazide

0 25. 50‘ 75. 10?
colonne b7 62.47
%ACN début b3 31.76
Température b6 2.67
Débit b2 2.9
Longueur d'onde bS 0.29
%ACN fin b4 0.26
PH bl 0.05

Figure 27: Effets des facteurs sur le Temps de rétention de I’hydrochlorothiazide
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Réponse 3 : I’Asymétrie du pic Hydrochlorothiazide

0 25. SO. 75‘ 10?
colonne b7 94.82
%ACN début b3 2.87
Température b6 1.13
Débit b2 0.45
%ACN fin b4 0.45
PH b1 0.26
Longueur donde bS 0.01

Figure 28 : Effets des facteurs sur I’Asymétrie du pic Hydrochlorothiazide

Réponse 4 : Teneur du Valsartan

50‘ 7S‘ 10?

colonne b7 40.49

Débit b2 37.45

|PH b1

Température b6

%ACN fin b4

Longueur donde bSs

%ACN début b3

Figure 29 : Effets des facteurs sur la Teneur du Valsartan

90



Réponse 5 : Temps de rétention Valsartan :

75 100

%ACN début b3
colonne b7

Longueur d'onde bs

Température b6
%ACN fin b4

Débit b2

Figure 30 : Effet des facteurs sur le Temps de rétention Valsartan

Réponse 6 : La résolution

0 25‘ SO. 75. 10?

colonne b7 76.61
9%ACN début b3 19.35

Température b6 | 2.32

Débit b2 0.99

%ACN fin b4 0.58

PH bl 0.09

Longueur d'onde bS 0.06

Figure 31 : Effets des facteurs sur La résolution

D’apres le tableau des effets, le diagramme des effets et les diagrammes de Pareto on
remarque un effet nettement important du facteur type de colonne sur toutes les réponses

Nous avons vérifié cela par I’algorithme de Dong :
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La ME et la MES sont calculés dans le tableau suivant :

Tableau 18 : la ME et la MES calculées pour les différentes réponses

Hydrochlorothiazide Valsartan
Teneur Temps de Facteur Teneur Temps de | Facteur de )
_ _ _ _ Résolution
en PA rétention | d’asymetrie | en PA rétention rétention
ME 3.30 2.10 0.55 1.73 4.83 0.66 3.85
SME 5.36 342 0.89 2.81 7.86 1.07 6.26
Les courbes Normal probability plot et Half normal plot sont représentées comme suit :
e Hydrochlorothiazide
-
© %HCT SME 15 Temps de rétention
5 > 2
4 o
3 o * ME 0,5 °
0 o
2 e © 0,5 ®
1 & o *® -1 °
0 -1,5
0 0,5 1 1,5 2 2,5 4 2 0 2 4
15 4 Temps de rétention
1 i $ 4 - + SME
0,5 ° o Iy
0 ° 2 + ME
@
0,5 o b | &
1
=2 o Y
4,5 0
4 0 1 2 3 s 0 0,5 1,5 2 2,5
2 - .
45 Facteur d'assymétrie - : o
'1 & Facteurd'assymétrie
1,5
0,5 o
0 ° 1 SME
©
- °
41,5 0le—o o o o ®
20,8 0,6 0,4 0,2 0 0,2 0 0,5 1,5 2 2,5
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e Valsartan

2 3,5
%VS 3 %VS
g SME
1,5 2,5
° 2
1 ° 1'5 1 ME
° 1
0,5 ° ° o b
. 0,5 o ®
0 * it
-1 0,5 0 0,5 1 0,5 1 1,5 2 2,5
2 NG5 10 R
Temps de rétention Temps de rétention
. s SME
1,5 3 boc
o B
1 ME
° 4
L J L ] L]
0,5 o 2 .
L J L ]
0 e 0
-10 -5 0 5 10 0,5 1 1,5 2 2,5
2 3 1,5 z
Facteur d'assymetrie = Facteur d'assymetrie
= 3 SME
L ]
1
o L + ME
. 0,5
0,5 o
b4 °
0 * ole_o o © @
0,8 0,6 0,4 0,2 0 0,2 0,5 1 1,5 2 2,5
2 . . 30 S .
Résolution ~ 25 Resolution
1,5
E 20
1 ° is5 °
os| o 1: SME
° ._j
o Le 5 8 ME
-5 0 5 10 15 20 25 30 0,5 1 1,5 2 2,5
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D’apres les courbes Half normal plot, les facteurs qui ont un effet a priori significatif sur

les réponses sont :

Le débit sur le temps de rétention pour I’hydrochlorothiazide

Le %ACN début sur la teneur, le temps de rétention de 1’hydrochlorothiazide et la

résolution

Le type de colonne sur toutes les réponses sauf la teneur du Valsartan

Note : dans la partie théorique on explique que lorsqu’on considere la ME comme

critére de décision on augmente le risque des faux positifs, d’ou I’'intérét d’une interprétation

statistique

2.3.

Interprétation statistique des effets calculés

Nous avons calculez le tmeorique des différents effets (selon 1’équation de la partie 7.2 du

chap3) :
Tableau 19 : le critére de Student calculé des différents facteurs
Hydrochlorothiazide Valsartan
Teneur Temps de Facteur Teneur Temps de Facteur . .
a . - a . o Résolution
HCT rétention d’asymétrie valsartan rétention d’asymétrie
Ei tieo | Ei tieo | Ei tieo | Ei tinéo Ei tieo | Ei tieo | Ei tinéo
pH 0.53 | 0.01 |0.10 |0.04 |0.03 |043 |0.52 |0.01 334 1054 |0.05 098 |0.98 0.24
Débit 1.62 | 0.02 |0.69 |031 |0.04 |0.56 |0.01 |0.0001 |742 |1.21 |0.08 |1.75 |3.22 |0.78
%ACN 341 10.04 |247 |1.12 |0.11 |1.41 |0.80 |0.01 1.26 | 0.21 |0.10 |2.07 | 142 | 3.45*
début
%ACN 1.69 | 0.02 |0.22 |0.10 |0.04 |0.56 |036 |0.01 2.18 1036 | 001 |033 |24 0.6
fin
Longueu | 1.03 | 0.01 |0.24 |0.11 |0.01 |O0.1 0.70 | 0.01 2.10 | 0.34 |0.16 |3.5% [0.77 |0.19
r d’onde
Températ | 1.10 | 0.01 | 0.72 | 0.33 |0.07 |0.88 |0.39 | 0.01 325 1053 |0.04 |0.87 |4.93 1.20
ure
Colonne | 3.32 | 0.04 |3.47 | 157 |0.62 |8.09 |0.71 |0.01 7.72 1 1.26 |0.64 |14.0 | 28.3 6.87*
sk kesk %

Ei: ’effet du facteur i en valeur absolue

*E  tineo>t0,01:6)aveC t0,0156) =3.7

* tineo=1(0,05;6) AVECt(0,05;6)= 2.45 (voir annexe 4)
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On déduit alors que :

- le type de colonne influence le facteur d’asymétrie des pics des deux PA
ainsi que leur résolution,

- La longueur d’onde influence le facteur d’asymétrie du pic de Valsartan

- Le %ACN du début influence la résolution des deux pics des PA

3. Conclusion :

Toutes les réponses influencées par les facteurs sont qualitatives on peut donc conclure

que la méthode est robuste.
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III. Exemple 2 : La méthode du dosage du Ridogrel

1. Introduction :

L’¢tude de cas suivante décrit le test de robustesse appliqué a une méthode HPLC pour
I’identification et le dosage d’un principe actif (MC) et la détection de deux produits

apparentés (RC1 et RC2)

2. Matériels et méthodes :

2.1. Produits chimiques et réactifs
Les solutions utilisées dans ce test de robustesse sont:

(1) une solution étalon contenant 125 mg/L de RC1 et de RC2 dans le méthanol

(11) une solution de référence contenant pour 100 ml, 25 mg de matériaux de référence MC
et Iml de solution étalon (i) dans un mélange méthanol : 0,25% d'acétate d'ammonium
dans l'eau (9: 1, v: v)

(111) un échantillon de solution contenant 100 ml, 25,0 mg de MC, 1ml de la solution étalon
(1) et 10 comprimés de formulation placebo dans un mélange méthanol: 0,25% d'acétate
d'ammonium dans l'eau (9: 1, v: v)

(1v) une solution a blanc contenant du méthanol: 0,25% d'acétate d'ammonium dans I'eau (9:

I, v:v)

Les mélanges pour préparer les solutions (ii) et (ii1) sont agités mécaniquement pendant
30 minutes, dilués au volume et filtrés a travers un filtre résistant aux produits chimiques de
0,45 mm.

2.2. Conditions nominales

Les analytes sont €lués a travers une colonne de type Hypersil BDS-C18-3um 10cm
x4.6 mm dans un mode d’€lution en gradient a un débit de 1.5ml/min a température ambiante.

le solvant de gradient utilisé est indiqué dans le tableau 13.

La détection des analytes est effectuée par spectrophotométriec a 265nm. Le volume

d’injection est de 10ml

96



Tableau 20 : le gradient des solvants utilisés

%0.25 Acétate d’ammonium
Temps Acetonitrile Eau
dans I’eau
0 50 25 25
13 50 43 7
15 50 43 7
17 50 25 25
22 50 25 25

2.3. Sélection des facteurs et de leurs niveaux

Les facteurs étudiés dans I'évaluation de la robustesse de la méthode HPLC pour
l'identification et le dosage de MC et de ses substances apparentés sont résumés dans le

tableau suivant :

Tableau 21:les facteurs retenus pour le test

Facteurs Unités Pa ou modalité Valeur nominale
Débit ml/min 0.1 1.5
Le pH du tampon 0.3 6.8
La température de la )
°C 5 Ambiante
colonne
Alltech Hypersyl
Le type de colonne . Alltech
Prodigy, Phenomenex
%ACN début % 1 25
%ACN % 2 43
Concentration du tampon % m/v 0.025 0.25
La longueur d’onde Nm 5 265
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Les huit facteurs choisis ont été examinées dans un plan de Placket etBurman pour 11

facteurs :

Tableau 22 : Plan de Placket etBurmanpour 11 facteurs et 12 essais

Exp F1 F2 F3 F4 F5 Fé6 F7 F8 F9 F10 | F11
1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
3 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1
4 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1
5 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1
6 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
7 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1
8 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1
9 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1
10 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1
11 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

F1: pH du tampon; F2: type de colonne; F3,F7 et F11: facteurs fictifs; F4:
température de la colonne ; F5: %ACN début ; F6 : %ACN fin ; F8 : débit ; F9 :longueur

d’onde ; F10 : concentration du tampon .

Aucune expérience aux valeurs nominales n’a été ajoutée

98




3. Résultats et discussion :
Les réponses déterminées dans ce test de robustesse sont :
Les recouvrements de MC, RClet RC2 ;
La résolution RS de la paire de pics critiques MC et RC1 (voire figure 32)
Le facteur de capacité k’ de MC
Le facteur d’asymetrie Fas de MC

Temps de rétention de la derniere substance éluée EC2(voire figure 32)

MC
tr = 4.600
RC1
0.917 tr = 5.667 RC2
tr = 9.833
1 M

R
p

T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14
T (min)

Figure 32 : Chromatogramme de la solution de référence contenant 100% du PA et

0.5% des substances apparentées aux conditions nominales
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Le tableau suivant montre les réponses obtenues :

Exp Réponses
%MC %RC1 %RC2 Rs K°’(MC) fas Tr

1 101.6 100.9 101.4 5.691 3.800 0.813 11.500
2 101.7 101.2 102.7 7.484 5.083 1.031 13.000
3 101.6 101.7 101.3 5.770 4.000 1.453 9.833
4 101.9 103.0 102.9 5.025 3.167 1.549 9.483
5 101.8 99.3 99.1 5.440 3.800 1.458 10.317
6 101.1 99.9 101.7 5.711 5.817 0.861 12.567
7 101.1 100.8 101.4 5.932 5.250 0.836 12.083
8 101.6 100.2 98.8 4.962 3.200 1.059 8.417
9 98.4 97.1 101.8 5.427 3.367 0.977 9.200
10 99.7 100.5 99.3 6.344 5.350 0.853 13.800
11 99.7 98.6 98.7 6.715 4.783 0.920 13.317
12 102.3 101.1 103.1 5.186 4.933 1.412 11.150
Moyenne 101.0 100.4 101.0 5.807 4.379 1.102 11.222
Cv 1.15 1.52 1.61 12.131 20.24 24.519 15.122

Les effets sur les différentes réponses sont calculés et classés dans le tableau suivant :

Facteurs % MC %RC1 %RC2 Rs K’ Fas Tr
Ph 0.683 | 0850 | 0.000 | 0427 | -0547 | 0204 | 0.039
Colonne 0450 | -0.083 | -0300 | 1011 | 1269 | -0432 | 2.978
Facteur fictif
ac e‘f M 0683 | 20917 | -0.500 | -0.154 | -0.047 | -0.065 | -0.039
Température | -0.717 | -1.150 | -0367 | 0408 | -0.008 | -0.103 | -0.333
%ACNdébut | -1.117 | -0.617 | -1.067 | -0226 | -0.869 | -0.147 | -0.539
%ACN fin | 0883 | 1450 | 0467 | -0584 | -0347 | -0.013 | -1.150
Facteur fictif
ac e‘;r U 0017 | -0.883 | -0300 | 0031 | -0592 | -0.146 | -0.939
Deébit 20017 | -0.883 | -0300 | 0.031 | -0592 | -0.146 | -0.939
L
OMEUCUT 10517 | 0.650 | 0533 | 0.041 | 0.047 | 0.067 | 0.084
d’onde
Concentration
0617 | 0717 | 1.100 | 0380 | -0019 | 00290 | 0.022
du tampon
Facteur fictif
ac e‘;r M 0250 | 0350 | -2.500 | 0.106 | 0.036 | -0.011 | 0.144
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Les effets critiques correspondant a chaque réponse ont été calculés:

%MC %RC1 %RC2 Rs K’ Fas Tr
Alpha =
1.919 2.778 4.694 0.500 0.122 0.121 0.354
0.05
Alpha 0.1 1.419 2.054 3.471 0.370 0.090 0.090 0.262

La marge d’erreur est calculée pour les différents facteurs dans le tableau suivant :

%MC | %RC1 %RC2 Rs K’ Fas Tr
ME Alpha | 1.476 | 1.939 1.307 0.691 0.084 0.228 0.545
=0.05
ME Alpha | 1.205 | 1.582 1.064 0.562 0.067 0.186 0.440
=0.1

Les courbes Normal probability plot et Half normal plot sont représentées comme suit :
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Deux interprétations statistiques ont été effectuées, celle ou I’estimation de 1’erreur a été

faite a partir des effets fictifs, et celle par I’algorithme de Dong. En général, une seule

interprétation suffirait mais, dans ce travail, on a opté pour les deux a titre de comparaison.

Les effets critiques obtenus avec les deux interprétations sont indiqués dans le tableau

suivant :

%MC | %RC1 %RC2 Rs K’ Fas Tr

Estimation des effets critiques a partir des effets fictifs

pH - - - Al B1 B1 -
Colonne - - - B1 Bl B1 B1
Facteur fictif 1 - - - - - - -
Température - - - Al - Al Al
%ACN debut - - - - B1 B1 B1
%ACN fin - - - B1 B1 - B1
Facteur fictif 2 - - - - - - -
Débit - - - - B1 B1 B1
Longueur
d’onde ) ) ) ) ) ) )
Concentration
du tempon ) ) ) Al ) ) )
Facteur fictif 3 - - - - - - -
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Estimation par I’algorithme de Dong

pH

D1

C1

Colonne

D1

D1

D1

D1

Facteur fictif 1

Température

%ACN debut

D1

C1

%ACN fin

D1

D1

Facteur fictif 2

Débit

D1

D1

Longueur

d’onde

Concentration

du tempon

Facteur fictif 3 - - D1 - - - -

A significatif a alpha=0.1
B significatif a alpha=0.05
C significatif a ME (alpha=0.10)

D significatif a ME (alpha=0.05)

En utilisant les effets des facteurs fictifs pour estimer I’erreur expérimentale, On
observe que les recouvrements des substances ne sont pas considérés comme
significativement affectés par les facteurs étudi€s, alors que lorsqu’on a appliqué le critére de
Dong certains facteurs ont été trouvés significatifs pour le %RC2 a un niveau de alpha=0.1.
Cette différence peut étre expliquée par le fait que I’effet d’un facteur fictif (facteur 3) est
relativement €levé, et affecte 1’effet critique estimé a partir des effets fictifs, alors que ce n’est

pasle cas pour la limite du critére de Dong.

104




Cela démontre que le critere de Dong est unestimateur plus robuste que I’erreur

expérimentale lorsque les effets fictifs sont relativement importants.

En considérant les méthodes graphiques on pourrait également retirer le facteur fictif 3
de I'interprétation statistique, car il semble étre une aberration a la population des effets non
significatifs.

Apres sa suppression de 1’estimation de ES les effets critiques deviennent comparables a ceux

estimés par le critére de Dong (voir tableau suivant) :

% MC %RC1 %RC2 Rs K’ Fas Tr
Alpha =
1.919 2.778 1.604 0.500 0.122 0.121 0.354
0.05
Alpha 0.1 1.419 2.054 1.088 0.370 0.090 0.090 0.262

4. Conclusion :

La méthode de dosage de MC et de ses composés apparentés peut €tre considérée

comme robuste parce que :

e Aucun des facteurs étudiés n’a un effet significatif a alpha=0.05 sur la détermination
des recouvrements quand on estime l’erreur expérimentale a partir des facteurs
fictifs.

e En utilisant le critére de Dong, aucun des facteurs n’a un effet significatif.

o Les résultats extrémes obtenus dans le tableau des réponses se situent dans les limites
d’acceptation de recouvrement (95%-105%)

e Les coefficients de variation des résultats sont également considérés acceptables pour

cette méthode (1.2 ; 1.5 et 1.6 pour MC, RC1 et RC2 respectivement)

Le fait que pour les autres réponses telles que résolution, facteur de capacité, temps de
rétention ou facteur d'asymétrie plusieurs effets significatifs sont trouvés ne signifie pas que la
méthode doit étre considérée comme non robuste ou que la méthode n'a pas été bien

optimisée.

Lorsque 1'aspect quantitatif de la méthode n'est pas influencé par les facteurs examinés,

la méthode peut €tre considérée comme robuste.
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A partir de ce travail nous avons essayé¢ de présenter, de comprendre et d’utiliser un
ensemble de méthodes et de modes de raisonnement destinés a tout expérimentateur désirant
faire de la planification expérimentale et/ou de ’analyse de données dans le but d’optimiser
I’efficacité¢ de sa recherche expérimentale. Il existe des méthodes pertinentes et judicieuses

adaptées a chaque problématique.

La méthode des essais et des erreurs, qui consiste a effectuer des expériences de
maniere séquentielle en faisant varier les facteurs d’entrée du systéme étudi€¢ 1'un apres
I’autre, sans planification préalable, présente un certain nombre de limites, elle est trés
coliteuse en temps car elle nécessite inévitablement la réalisation d’un grand nombre

d’expériences.

En regroupant les acteurs d’une étude au cours d’un brainstorming, la réflexion
collective doit permettre de trouver les causes possibles d’un probléme et les solutions de

celui-ci en termes de méthodes ou de combinaisons de méthodes a appliquer.

La méthodologie des plans d’expériences aide I’expérimentateur a exprimer, au mieux,
son probléeme en lui proposant des stratégies expérimentales optimales en fonction des
objectifs qu’il s’est fixé, et des moyens dont il dispose. Les objectifs peuvent amener a
explorer un domaine expérimental inconnu (recherche exploratoire dans le domaine de
variation d’un ensemble de facteurs), a isoler les facteurs influents (plan de criblage), a
¢laborer des modeles descriptifs ou prévisionnels des phénomenes étudiés (étude quantitative

des facteurs et des réponses), a effectuer des optimisations (plans a surfaces de réponses).

Les méthodes d’analyses de données ne peuvent étre mise en ceuvre sans que
I’expérimentateur dispose d’un nombre suffisant de données expérimentales. L’objet de toutes
ces méthodes est la description des relations entre plusieurs ensembles de données. Cette

méthode ne s’applique qu’a des ensembles de données quantitatives.

A travers ce travail, nous avons développé et appliqué les méthodes qui semblaient les
plus appropriées aux deux exemples €étudi€¢s. Les outils d’analyse et de synthése et les plans
d’expériences pouvant étre utilisés pour traiter un probléme sont nombreux et il est nécessaire
de les adapter a chaque problématique. Les perspectives sur ce travail seraient d’approfondir
la connaissance de ces méthodes mais également de découvrir et d’appliquer de nouveaux

outils.
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Résume

Titre : Application de la méthodologie des plans d’expérience a la robustesse des

méthodes analytiques : Etude de cas Hydrochlorothiazide/ valsartan et Ridogrel
Auteur : Yacine AIT BAHCINE

Mots clés : Robustesse, approche multivariée, Placket et Burman, validation analytique.

L’approche univariée classique qu’un expérimentateur effectue pour optimiser un
processus, se fait en variant un facteur a la fois. Cette démarche donne des résultats biaisés,
elle est couteuse en temps et nécessite un grand nombre d’expériences. L’approche
multivariée basée sur la méthodologie des plans d’expérience permet de collecter, de résumer
et de présenter les données de fagon a en tirer le maximum d’informations tout en réduisant

les cotits et le temps.

L’objectif de cette these est, d’une part ; de présenter, la mise en ceuvre et ’'intérét de la
méthodologie des plans d’expériences a fin d’optimiser la robustesse d’une méthode
analytique indicatrice de la stabilit¢, pour la détermination simultanée de
I’hydrochlorothiazide et le valsartan en présence de leurs impuretés respectives ; et d’autre

part, montrer I’intérét des outils statistiques robustes appliqués a cette approche.

Le plan de criblage Placket et Burman a 7 facteurs et 8 expériences a été appliqué pour
déterminer les effets des facteurs importants. 1’analyse statistique et graphique appliquées aux
données ont montré que le type de colonne est le facteur le plus important affectant les
réponses qualitatives : le facteur d'asymétrie, temps de rétention et résolution.Ce facteur a
¢té pris en considération pour que la teneur en principe actif ne soit pas affectée. La méthode

indicatrice de stabilité est considérée comme robuste.

Un deuxieéme exemple a €té présenté en vue d’appliquer le test a un plan de Placket et
Burman a 11 facteurs, aprés avoir estimé 1’erreur standard par I’algorithme de Dong et

procédé a I’analyse graphique, la méthode du dosage du Ridogrel s’est avérée robuste.



Summary :

Title: Application of the methodology of design of experiment to the robustness of

analytical methods: case study Hydrochlorothiazide/Valsartan and Ridogrel
Autour : Yacine AIT BAHCINE
Keywords : Robustness, multivariate approach, Plackett-Burman, Analytical validation

The classical univariate approach that an experimenter performs to optimize a process
with input and output elements, is realized by varying one factor at time, this approach gives
biased results and may be time consuming due to the fact that it requires a large number of
experiments the multivariate approach based on the design of experiments collects,
summarizes and presents data in a way that maximizes the information while reducing the

cost and time required to complete the experiments.

The aim of this thesis is to present, the implementation and the interest of the design of
experiments methodology, in order to optimize the robustness of a stability indicating method
for simultaneous determination of hydrochlorothiazide and valsartan in the presence of their
respective impurities. And to raise the interest of the robust statistical tools applied to this

approach.

The 7 factors Placket and Burman screening plan . And 8 experiments has been applied
to determine the effects of the main factors, the statistical (student) and graphical analysis
histogram for effect estimation, normal probability plot. And half normal plot applied to the
data, showed that the column type is the most important factor that affect a number of
qualitative responses, namely peak tailing, retention time and resolution, this factor has been
taken into account so that the active ingredient content is not affected. The indicating method

of stability is considered robust.

A second example has been presented to apply the test to 11 factors Plackett-Burman
plan, after estimating the standard error by the Dong algorithm and performing a graphical

analysis the essay of Ridogrel is proved robust.
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Annexe 1 : Vocabulaire plan d’expérience (liste non définitives)
e Criblage :
Plan d’expériences qui aide a dégager le poids des facteurs principaux.
o Effet d’un facteur :
Quantification de I’influence d’un facteur sur une réponse.
e Essai:
Réalisation d’une expérience.
e Expérience :
Combinaison de niveaux ou modalités des facteurs controlés.
e Expérimentation :
Ensemble des expériences réalisées.
e Facteur:
Cause possible de variation de la ou des réponses étudiées.
e Facteur bruit :

Facteur habituellement non maitrisé, et dont les fluctuations en fonctionnement normal

peuvent €tre une source de variation de la ou des réponses.
e Facteur contrélé :

Facteur dont la variation est maitrisée pendant 1’expérimentation.
e Fonction de désirabilité :

Fonction qui permet de combiner plusieurs réponses dans le but de réaliser une optimisation

multiple.
e Interaction :

Effet pour lequel I’influence apparente d’un facteur sur la réponse dépend d’un ou de

plusieurs autres facteurs.



e Matrice d’expériences :

Traduction formalisée du plan d’expérience par tableau dont chaque ligne est une expérience

et chaque colonne est un facteur.
e Modalité :

Valeur que peut prendre un facteur qualitatif durant I’expérimentation.
e Modéle:

En plans d’expériences, c’est une équation permettant de relier la réponse aux facteurs.
e Niveau:

Valeur numérique prise par un facteur quantitatif durant I’expérimentation.
e Plan d’expériences :

Ensemble des expériences prévues et organisées par I’expérimentateur.
e Réponse :

Caractéristique traduisant le fonctionnement du systeme.
e Randomisation :

Consiste a tirer au hasard I'ordre des essais pour supprimer I’influence des facteurs

perturbateurs non identifiés pouvant étre corrélés avec I’ordre des essais.
e Série d’essais :

Ensemble des essais réalisés dans le cadre d’un plan d’expériences.



Annexe 2 : Rappel sur les types d’erreur

En régle générale, deux principaux types d'erreur sont reconnus en chimie analytique:
I’erreur systématique et I’erreur al€atoire, comme le montre la Figure en dessous . Pour
estimer l'erreur al€atoire, les variances, les écarts-types ou les coefficients de variation sont
calculés sur la base des mesures répétées du méme échantillon. Pour estimer l'erreur
systématique, la premicre étape consiste a calculer la moyenne de plusieurs répétitions de
mesures de méme échantillon, puis I’écart a une valeur de référence est calculé afin d'estimer

le biais.

Ces deux composantes d'erreur sont faciles a estimer lorsque plusieurs répétitions d'un
échantillon avec une concentration de référence ou une valeur conventionnellement vraie sont
analysées. L'évaluation séparée de ces deux parties est souvent appliquée dans la validation
des méthodes, dans le transfert, dans la comparaison des méthodes ou dans les études

iter-laboratoires.

Enfin, certains auteurs ont proposé¢ de subdiviser ces deux grandes catégories d'erreurs
afin de diagnostiquer les sources les plus importantes d'erreurs [19, 20,45, 54-57]. La
détermination de la quantité relative de chaque source est essentielle, si I'on vise a améliorer
les performances analytiques d'une méthode (par exemple, en réduisant le biais dont 1’origine
est due a des facteurs controlables, tels que les opérateurs ou les équipements). Ce point est

d'un intérét surtout pour les laboratoires de R & D ou les fabricants des kits de dosage.



Méthode de Validation
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L’erreur totale pour la validation des méthodes. * La concentration de
I’échantillon n’est jamais connue parfaitement, c’est, en général, la valeur de référence

ou valeur vraie par convention qui est utilisée.

Cependant, quand seulement une seule mesure est effectuée, comme lors de I'analyse en

routine, il est impossible de différencier ces deux types d'erreur. Comme l'illustre la Figure

13, une seule mesure est soumise a ’ensemble des erreurs d'analyse, c'est-a-dire de la

combinaison simultanée des composantes systématiques et aléatoires de l'erreur.



Représentation schématique des composantes de l'erreur; fleche orange: Erreur
systématique ou biais, fleche verte : erreur aléatoire ou écart type ; Fleche rouge :

erreur totale. X est la moyenne des résultats (points rouges) etuT est la vraie valeur.

Donc, I’erreur totale est une mesure de la distance entre tout résultat individuel et la
valeur de référence de la concentration de l'analyte présent dans I'échantillon. L’erreur
d'analyse totale ou I'erreur totale est donc la combinaison simultanée des parties systématiques

et aléatoires de l'erreur.



Annexe 3 : liste non exhaustive des logiciels d’analyses de données et des

NEMRODW

JIMPSAS

STATISTIC

STATGRAPHICS

MINITAB

STAVEX

MODDE

CORICO

EXCEL

XLSTAT

plans d’expériences.

université¢ de Marseille
Institute SA

AStatsoft France

Sigma plus

Minitab Inc

Aicos technologies AG
Sigma plus

Statistique industrielle
Microsoft

Addinsoft

www.Nemrodw.com
WWW.jmp.com
www.statsoft.com
www.sigmaplus. fr
www.minitab. fr
WWW.aicos.com
www.sigpmaplus. fr
www.knowllence.com
www.products.office.com

www.xlstat.com



Annexe 4 : Table de la Loi t de Student (pour test bilatéral)

Niveau de confiance 95% (a=0.05)

n-1  #c=0.03) n-1  e=0.03) n-1  #a=0.05)
1 12.706 21 2.080 45 2,014
2 4303 22 2,074 50 2.009
3 3.182 23 2.069 55 2.004
4 2.776 24 2.064 60 2.000
5 2571 25 2.060 65 1.997
6 2447 26 2.056 70 1.994
7 2.365 27 2.052 80 1.990
8 2.306 28 2.048 90 1.987
9 2262 29 2.045 100 1984
10 2228 30 2.042 110 1982
11 2.201 31 2.040 120 1.980
12 2.179 32 2.037 130 1978
13 2.160 33 2.035 140 1977
14 2145 34 2.032 150 1976
15 2.131 35 2.030 200 1972
16 2.120 36 2.028 250 1970
17 2.110 37 2.026 300 1.968
18 2.101 38 2.024 400 1.966
19 2.093 39 2,023 500  1.965

20 2.086 40 2.021 1000 1.962
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