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application

Il - Mise en oeuvre pratique (SFSTP)

Application pratique des critéres de linéarité, jasse, fidélité et limites de
détection et de quantification

II-1 Linéarité et justesse

- intervalle de concentration: 5 concentrationsminimum (ex: 60,
80,100,120,140 % de la concentration théorique en PA).

- trois sériesindépendantes de cing concentrations

- araison d'une série par jour

- simultanément suPrincipe Actif seul (PA)et sur laForme Pharmaceutique

Reconstituée (FPR)

N échantillons de teneur connug:X groupes (j varie de 1 a k) de n (i varie de 1 a n) (al
minimum N=15, k=5, n=3)
y; = signal mesuré
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| - Exemple d'application selon I'lCH

Publication :

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis

27 (2002) 177-182

A new HPLC method to determine Donepezil hydrogtier

in tablets

H. Pappa, R. Farru , P. O. Vilanova, M. PalaciosTMPizzorno
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[I-1 Linéarité et justesse

Valeur Signal
théorique  mesuré
Xij Yij
X11 Yu
60 X1 Y21
X31 Ya1
X12 Y12
80 X2 Y22
X32 Y32
X13 Y13
100 %3 Ya3
X33 Y33
X14 Y14
120 %4 Yoa
X34 Y34
X15 Yis
140 %5 Y25
X35 Y3s
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[I-1 Linéarité et justesse

[I-1-1 Linéarité

II-1-1Linéarité
estimation des droites de régression linéaire (méthodtes moindres

carrés)
FPR— D;  y=bx+a
PA — D, y=bx+a, ki =

PIPNCTEIRY
nj =
DDk =x)?

ogalcul de la pente (b)

=1 i1

oCalcul de I'ordonnée a I'origine (a) a:?—b;

oCalcul du coefficient de corrélation (r) r :M
S)g] Sy‘J

nj nj

i« _ R Z
D20 =X -Y) Zz‘(xu—xf 5 -v)°

Etude de la linéarité sur la forme pharmaceutiggenstituée Etude de la linéarité sur le PA
%PA date de pesée mg Surface du pic % PA date de pesée m: Surface du pic
l'analyse =X =V l'analyse =X =Y
15.12.04 96.5 76626 15.12.04 97.2 76521
60 16.12.04 96.8 75154 60 16.12.04 97 75251
17.12.04 96.7 76049 17.12.04 96.8 75297
15.12.04 130 103197 15.12.04 130.5 102749
80 16.12.04 129.8 101786 80 16.12.04 131.2 102210
17.12.04 129.7 101858 17.12.04 131 102283
15.12.04 161.8 128105 15.12.04 161.1 126779
100 16.12.04 161.5 126865 100 16.12.04 163 127242
17.12.04 161.2 127788 17.12.04 161.2 126801
15.12.04 1955 155967 15.12.04 194.1 153035
120 16.12.04 195.3 153848 120 16.12.04 194.1 151598
17.12.04 195.3 153608 17.12.04 1945 153867
15.12.04 227.8 181879 15.12.04 226.4 178584
140 16.12.04 228.6 180355 140 16.12.04 225.6 176002
17.12.04 228.2 180909 17.12.04 2259 178332
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1I-1-1 Linéarite
Valeur  Valeur 3 =2 = -2 = =
théorique mesurée (x" XJ (Kw'x] (v‘. y] [yu'Y] (Xu X]"(Yu v)
Xij Yi
Xi1 Yu
60 X1 Ya1
X31 Y1
X12 Y1z
80 X2 Yoz
Xa2 Yaz
X1z Y13
100 Xz Y23
X33 ¥s3
X4 Ve
120 X24 Yoa
Xaa Yaa
X15 Yis
140 Xes Y25
X35 ¥s5
3 S k = k N =2 L] = kN =2 k = =
X Y X; =X Xj =X Vi -y vi-y Xy =x)x(yy -y
200 23009 X2Y) 233 B2l X))
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_ s — 1L iR — i
Cov(x; ,y;) = = Sx; = = Sy; = =
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[I-1-1 Linéarité
Etude de la linéarité sur la forme pharmaceutique reconstituée
%PA eséemg  Surface X =2 [y -y =2 = =
pestemg Surtaced ) (53 (1) (n-3) (x4 -5 3)
96.5 76626 -65.8 43314 -51640.3 2666717141 3398618
60 96.8 75154 -65.5 42920  -53112.3 2820912870 3479562
96.7 76049 -65.6 43051 -52217.3 2726642938 3426149
130 103197 -32.3 10442 -25069.3 628468131 810072
80 120.8 101786 325 1057.1  -26480.3 701204523 860962
129.7 101858 -32.6 1063.6  -26408.3 697396548 861262
161.8 128105 05 0.3 -161.3 26007 83
100 161.5 126865 0.8 07 -1401.3 1963548 1140
161.2 127788 11 12 -478.3 228739 532
195.5 155967 332 11014 27700.7 767330627 919205
120 195.3 153848 33.0 1088.1 255817 654425080 843856
195.3 153608 33.0 1088.1 253417 642203448 835939
227.8 181879 65.5 42885  53612.7 2874325175 3510919
140 228.6 180355 66.3 43939  52088.7 2713236140 3452789
228.2 180909 65.9 43411 52642.7 2771257373 3468454
162.3  128266.3 0.0 32396.6 0.0 20666338201 25869631
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[I1-1-1 Linéarité

Courbe de tendance 200000
180000
160000 y = 798.53% - 1345.5
140000 R? = 0.9996

Fonction droitereg

Etude de a Inéarité sur a forme pharmaceutigaensituée
9%k datede  pesée mg Surface du

ranalyse =% pic=y,
15.12.04 96.5 76626
16.12.04 96.8 75154
17.12.04 96.7 798.53 134552
15.12.04 130 455 767.66
80 16.12.04 129.8 1.00 818.38
17.12.04 129.7 30844,11699

151204 1618
100 161204 1615
171204 1612
151204 1955
120 161204 1953
171204 1953
151204 2278
140 161204 2286
171204 2282

20657631632 8706650.078
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[1-1-1 Linéarité

Utilitaire d’analyse
Régression linéaire

Variable X 1 Graphiqus des residus.

WEA | dwrde | peieemg | Swhace dupe
=5

e ..] .. . -
i = = Y g
” ™ J F R . s
= o
R m——e
m . e petiey
H —
» P =y
o e =y
oo — pr g ey e
-
Variable X 1 Courbe de régression
pre— . i
= [ 150000 .

; .

; < (- .

Y 50000 I :

! [}

! " @ 0o 180 0 e

. vabla X1

M1S2 SM-APC Métrologie et chimiométrie — validation intralaboirat- 10
anplication

[1-1-1 Linéarité

o est de comparaison de I'ordonnée a I'origine avec 0

o€omparaison des pentes et des ordonnées a l'origine dksites D, et D,

oChangement de variable
oifest d’homogénéité des variances

oifest de I'existence d’une pente significative
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[I-1-1 Linéarité

i est de comparaison de I'ordonnée a l'origine avec 0

=2

1 X
S =Ste IR
& + 220507
§a< (@N-2) AR
k_nj _ k_nj _ k_nj
DY TN =07 | DDy - Yy)?
avecé; — i ==L A
e

N-2 N-2

oComparaison des pentes et des ordonnées a l'origine dksites D, et D,

a=a = La?‘zﬁ(a,N,thA)
R g+ <2
12 = &~ variance delpente
- (5 =%)?
b =b, = M(‘(u,mwﬂ) 12:1: =il
/S,
12
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[1-1-1 Linéarité

oChangement de variable

nj
2 i
il —_i=l
nj

y = at+b.x; 1)

Y, =a+b.X; )

2-@)
ofrest d’homogénéité des variances

_ S
C= K < C(a;k;n)
2
j=
2 . ’
s; = variancedugroupej

s2., = variancelaplusélevéedesk groupeg

[I-1-1 Linéarité

i est de I'existence d’'une pente significative
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11-1-2 Justesse
Se calcule sur la FPR
Calcul des recouvrements
teneuexpérimentde
recouvremgt = ————
teneurthéorique
oSystéme de référence : P
—a,
re, =21 100
.X‘J
g Systéme de référence : étalon a 100%
X
re; =Yi%X100 44
Yr00-Xjj
Vérification homogénéité des variances (test de Cochran)
Détermination du taux de recouvrement moyen et de sontervalle de
confiance
= tgnanS
Ire=rex— N =2
JIN
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Variations DDL Somme des carrés Variance F calculé
K nj —y
Variation totale N1 >T= ZZ(Y‘l - Y)
=1 0=
Variation due a la k (— :)z
2 _R2 - 2
. . 1 Z' ‘bZ"iXJ'X SZ_ZI
régression = 5
F=2
L s o2 oo SR Sk
Variation résiduelle  N-2 = D R®=>"T?->" f==
(N-2)
Fl = g F(a i1n-2)
§ = variancedueila régression
& = variancerésiduelleou variancedesrésidus
Méthodes de linéarisation
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Elude de lexactitude sur la forme pharmaceutigus reconstituge (référence * droite de régréssion PA seul)
“aPA date de peseemg  Swiace du re
Fanalyse =x pic =1,
a b
15.12.04 76626 100,96 15.12.04 -353,4589 790,1081
60 16.12.04 75154 99,92 046701224 161204 -659,8276 783,823
171204 76049 101,21 171204 -2332, 18935
151204 103197 100,81
80 16.12.04 101786 100,68 00713843
171204 101858 10030
151204 100,48
100 16.12.04 100,74 0,0266T005
17.12.04 10079
15.12.04 101,20
120 16.12.04 100,03 0642041
17.12.04 153608 93,70
15.12.04 181879 101,25
140 16.12.04 180355 101,02 0,267 18633
171204 180909 100,26
b 1475 Smaws 0317 Cupssn 088
Tutervalle de confiance uﬁm"“"f_’:s
[ 2145
Intervalle 100,69 ES 0.26816811
de
confiance
100,740.3
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Il - Mise en oeuvre pratique (SFSTP)

II-2 Fidélité
- trois sériesindépendantes de six déterminations a 100% de la
concentration théorique
- a raison d'une série par jour (fidélité intermédiare) ou dans
des laboratoires différents (reproductibilité)
- sur laForme Pharmaceutigue Reconstituée (FPBY) sur un
lot homogéne dproduit fini
N échantillons de teneur connug: Xk groupes (j varie de 1 a k) de n (i varie de
1 an) (au minimum N=18, k=3, n=6)
Y = signal mesuré

lI-2 Fidélité

Groupe pesée m¢ Surface du pic
=% =Y
162.8 129250
162.3 128913
163 129414

1 162.9 129463
162.5 129145
162.1 129739
161.8 128105

162 127696
162.3 128179
160.6 126673
2 161.2 127474
161.1 126867
161.6 127375
161.5 126865

161.7 127775
162.5 128688
162.7 128784
3 163.5 128907
162.9 128633
161.5 127535
161.2 127788
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T
[I-2 Fidelite
3 groupes
p
[ 6 essais } 6 essais ‘ [ 6 essais }
AN
6 essais — Conditions de répétabilité
CV, =100.=+
m
3 groupes— Conditions de fidélité intermédiaire
Conditions de reproductibilité si labos différents
CVy = LO(J.STR
m
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II-2 Fidélité

Calcul des recouvrements

teneuexpérimentde
teneurthéorique

recouvremst = 100

oSystéme de référence : D

re, = Yi—2
bl.x‘J

8 Systéme de référence : étalon a 100%

100

_ YiiXi00
Y100-Xjj

Analyse de variances (ANOVA) a un facteur contr6lé

re; 100

Ll
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II-2 Fidélité

Fidélité sur la forme pharmaceutique reconstituéérence = étalon 100%

Groupe pesée mg Surface du pic re
jours =X =Y
différents
162.8 129250 100.88
162.3 128913 100.93 b jour 1 786.9584
163 12941« 100.8¢ b jour z 780.625¢
1 162.9 129463 100.99 b jour 3 786.6067
162.5 129145 100.99
162.1 12973¢ 101.7¢
161.8 128105 100.61
162 127696 100.98
162.3 128179 101.17
160.6 126673 101.04
2 161.2 127474 101.30
161.1 126867 100.88
161.6 127375 100.97
161.5 126865 100.63
1617 12777¢ 100.4¢
162.5 128688 100.68
162.7 128784 100.63
3 163.t 12890° 100.2¢
162.9 128633 100.39
161.5 127535 100.39
161.2 127788 100.78
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lI-2 Fidélité

i i 3
100.88 100.98 100,16
180,93 10117 100,66
100,89 10104 10063
180.99 10130 100.23
100.99 10088 100,39
100,70 100,97 10039
100.61 10063 100.73

Analyse de vanance. un facteur

RAPPORT DET)
Groupes

Wortrs dechantiions
it i
2 7
B L

Degré de berte_Mojanne

& Valeur oritiqus
554

Afints 7 18 0,06532

Totsl 20
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Il - Mise en oeuvre pratique (SFSTP)

1I-3 Seuil de détection, de guantification
Vérification fidélité et justesse au seuil de qifargtion
Fidélité oy < S100

avean = moyennedesvaleursobtenues

Justesse _ mi00
m sQ
Srmt @ n-1) s100
ICry =R, +———" aves,, =——
Rm m «/H Rm SQ
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Il - 3 Seuil de détection, de quantification

Exemple: Déterminer la fidélité et la justesse au seuguaatification

SQ =1,6 ug/ml

Résultats de 10 essais
(concentration introduite=1,62pg/ml)

1,68
1,64
1,54

15
1,57
1,55
1,67
1,66
1,54
1,54
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lll - Le profil d'exactitude

Validation par construction du profil d'exactitude NF V03- 110 (Mai 2010)

- évaluation simultanée de la justesse et de léitBdé

- outil visuel de décision sur les performances glleb d'une méthode
S'appuie sur deux concepts complémentaires :
L'intervalle d’acceptabilité (ou limite d'acceptabilité¢) : spécification de la
performance exigée pour la méthode, exprimée comme unaagptable autour d¢
la valeur de référence. Les limites de l'intervalle sonééx par le client ou par ung
obligation réglementaire, parfois en fonction du niveawdecentration. Elles son
notées +\ en valeurs absolues et dans I'unité du mesurande ouX)Lx-100 en
valeurs relatives ‘Vref <\

. . . ) . . .Vme .
L'intervalle de tolérance d’espérancer (intervalle de tolérance) :intervalle qui
contient en moyenne une proportiofo définie de futurs mesurages, obtenus selpn
un mode opératoire donné et pour une concentrdtionée. NOTE 1 Les limites d¢
I'intervalle sont obtenues par le calcul a partsdais réalisés en vue de la
validation. NOTE 2 Une valeur dede 80 % signifie gu’en moyenne un résultat sp
cing sera en-dehors des limites de l'intervalleaaeau de la limite de
quantification. Pr eref - VmeJ < X) >1
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lll - Le profil d'exactitude

Validation par construction du profil d'exactitude NF V03-110
(Mai 2010)

Etapes de réalisation d’un profil d’exactitude :

1 - Définition domaine de validation, de la limitecceptabilité, de la
probabilitért

2 - Sélection échantillons de validation de valelgséférence connues
3 - Choix du plan d’expérience de validation

4 - Choix du plan d’expérience d’'étalonnage

5 - Collecte des données de validation et d'étalgarfealcul des
coefficients des modéles d'étalonnage)

6 - Calcul des critéres de validation (fidélité tasse, intervalles de
tolérance)

7 - Construction du profil d’exactitude

8 - Interprétation des résultats
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[l - Le profil d'exactitude

Validation par construction du profil d'exactitude NF VO03-
110 (mal 2010) + Valeur de référence ("valeur vraie")

O Limite d'acceptabilité

Valeurs expérimentales

* obtenues lors de la validation

+* Valeur moyenne obtenue lors de
la validation

Intervalle de tolérance
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Il - Le profil d'exactitude

profil d’exactitude : combinaison, sous une forme graphique, d’'un ou
plusieurs intervalles de tolérance d'espérancalculés a différents niveaux

de concentration et d’un ou plusieurs intervalles d’'acceptabilité.
190%

—o— Recouvrement (justesse) Limite basse tolérance (%)
——Liniite haute tolérance (%) — — Umite d'acceptabiité basse

170% — — Limite d'acceptabilite haute

150%

(%)

130%

110% \ —————————————————————————

Exactitude

= e lp——
90% 7vafﬁ3 ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ Z %
Niveaux
70%
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lll - Le profil d'exactitude

Validation par construction du profil d'exactitude NF V03-110
(Mai 2010)

Exemple d'application :
- travail dans des conditions @idélité intermédiaire
exemple : 6 concentrations réparties sur le domaine de validatig
jours d'analyse, 2 analyses par jour et par concentration
- analyse d'étalons (courbe d'étalonnage, 60 analyses) e
standards de validation (ajout connu dans matrice, 60 analyf
dans ces conditions de fidélité intermédiaires
- détermination de la courbe d'étalonnage (pas forcément &péai
- calcul du recouvrement pour chaque standard de validation
- calcul de la répétabilité (2 analyses par jour), de laiféél
intermédiaire (2 injections sur 5 jours)
- représentation graphique du biais en % (recouvrement — 1009

de l'intervalle de tolérance associé pour chaque concentration.
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lll - Le profil d'exactitude

Validation par construction du profil d'exactitude NF V03-110
(Mai 2010)

- une seule série de manipulatienméthode adaptée ou non
- prise de décision simple, immédiate, visuelle

- outil visuel de décision sur les performances globales d'étigoaie
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[l - Le profil d'exactitude

a
Lower LOQ = 14.2
-40%
Upper LOQ = 5000

60% Concentration (mgiL)

Relative bias %

Lower LOQ = 14.2

Concentration (mg/L)
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Métrologie
Chimiométrie
FIN DE

VALIDATION INTRALABORATOIRE
DES METHODES D’ANALYSE

Applications
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