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nique de loin la plus utilisée dans le contrdle pharmaceutique,
mais il existe des aspects particuliers inhérents a 'EC [8] qu'il

est important de considérer. Nous examinerons les principales
caractéristiques de validation des méthodes en EC en souli-

Guidelines are given on how to carry out valida-
tion for methods using capillary electrophoresis
in pharmaceutical analysis. The similarities and

differences with that of method validation in high gnant les similarités et différences par rapport a la CLHP. Les
performance liquid chromatography are outlined. différents points de la validation seront illustrés par quelques
The different validation criteria are successively exemples issus de notre laboratoire [9-12] ou empruntés a la
examined and illustrated with examples issued littérature [13-29]. Ces exemples, destinés a montrer les per-
from the different application areas of capillary formances de la technique, couvrent les principaux secteurs
electrophoresis in the pharmaceutical industry : d'application de 'EC dans lindustrie pharmaceutique [1] :

assay of a main component, determination of détermination du titre d’'une substance, identification, dosage

impurities, chiral separations and small ions

HrREE d’impuretés, séparations chirales et dosage des « petits ions ».

Cadre réglementaire de la validation
: analytique en matiére
Introduction d’analyse pharmaceutique

La reconnaissance de 'EC comme technique d'analyse par Beur I'analyse pharmaceutique, la référence internationale de
autorités réglementaires autorisant la mise sur le marché degse en matiére de validation analytique est actuellement
spécialités pharmaceutiques est a la base du développememmstituée par deux textes [30-31] publiés dans le cadre d’ICH
gu'elle connait dans les laboratoires de Recherche €@nternational Conference on Harmonisation of Technical
Développement et les laboratoires de Contréle de l'industri@equirements for Registration of Pharmaceuticals for Human
pharmaceutique. Une enquéte [1] menée en 1994 auprés delz®). Ces textes ont été établis pour combler les différences
grandes compagnies pharmaceutiques de Grande Bretagnejut existent souvent entre différents recueils et textes regle-
des Etats-Unis avait révélé qu'a cette date des méthodes d’E@ntaires de I'Union Européenne, des Etats-Unis et du Japon.
avaient été incluses dans plusieurs dossiers d'autorisation e constituent des « recommandations » ; des approches dif-
mise sur le marché (AMM) de spécialités pharmaceutiques firentes peuvent étre proposées mais elles doivent étre justi-
acceptées sans problemes. Depuis lors, 'EC est utilisée en rdiges dans le dossier d'AMM.

tine dans de nombreuses compagnies pharmaceutiques [2-3],

plusieurs compagnies pharmaceutiques ont inclus ou soumisCes textes concernent la validation des procédures d'ana-
des méthodes d'EC dans les dossiers d’enregistrement de ngide les plus communes :

veaux médicaments [4-5], Les premiéres monographies conte-
nant des méthodes d’EC pour le chlorhydrate d'éthambutol gt
le borate d'épinéphryl [5-6] devraient étre introduites dans la
pharmacopée des Etats-Unis et un avant-projet de monogra-
phie générale sur 'EC a été proposé [7] pour cette méme phar-procédures concernant les tests limites ou tests quantitatifs
macopee. Le présent article a pour but de donner a I'analysted’impuretés destinés a évaluer la pureté de I'échantillon,
nouvellement confronté & l'utilisation de cette technique, des i i o ) i )
recommandations en matiére de validation des méthodes. L'esProcédures de détermination du titre d'un échantillon.
criteres a valider et la méthodologie de validation en EC ne

different pas fondamentalement de ceux appliqués par exemples caractéristiques a étudier (Tab. 1) et la méthodologie a
en chromatographie liquide haute performance (CLHP), teclappliquer varient en fonction du type de procédure a valider.

procédures d’'identification permettant de s’assurer de
l'identité d’'un analyte dans un échantillon,
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Tableau I. Criteres de validation en fonction du type de procédure a valider (d'aprés les recommandations de la
Conférence Internationale d’Harmonisation) [30].

Type de procédure a valider
Identification Dosage d’impuretés  Test limite d’impuretés Dosage comp. majeur

Critéres
Exactitude - + - +
Fidélité
Répétabilité - + - +
Fidélité intermédiaire - + (1) - +(1)
Spécificité (2) + + + +
Limite de détection - -3 + -
Limite de quantification - + - -
Linéarité - + - +
Intervalle - + - +

— Signifie que le critére n’est normalement pas évalué,

+ signifie que le critére est normalement évalué,

(1) dans les cas ou la reproductibilité (analyse inter-laboratoires) a été évaluée, la fidélité intermédiaire n’est pas nécessaire,
(2) le manque de spécificité d’'une procédure d’analyse pourrait étre compensé par I'utilisation d’autres procédures d’analyse,
(3) peut étre nécessaire dans certains cas.

Lapproche la plus commune est I'utilisation de détecteurs a

Etude des critéres de validation en EC : barrette de diodes qui équipent la plupart des appareils d’EC
similitudes et aspects particuliers et permettent & l'aide de techniques diverses (superposition
par rapport a la CLHP spectrale, rapport d'absorbance a deux longueurs d'onde,

« match factor »...) de s'assurer de la pureté des pics
[9,30]. La détection des impuretés dans un pic est limitée
Spécificité (specificity) comme en CLHP [33] par les différences spectrales entre le
o ) composé principal et I'impureté et le degré de résolution entre
La spécificité correspond a la capacité de la méthode de détgfimpureté et I'analyte. Il est également possible de vérifier
miner l'analyte de maniére non univoque en présence de coffthomogénéité des pics en utilisant 'EC en tant que méthode
posés susceptibles d'étre préseftstons que le terme sélec- micro-préparative. Si la méthode est bien controlée, des injec-
tivite parait un terme plus approprié que le terme specificitgons répétées en séquence permettent de recueillir des frac-
adopté par ICH. tions suffisantes et de les réanalyser avec une autre technique,
ar exemple la CLHP [14] : 'obtention d’'un seul pic permet

La spécificité est confirmée en montrant que le résultat an N ; X .
le conclure a la pureté de la fraction collectée.

lytique n'est pas affecté par la présence d'impuretés, produl
de dégradation, intermédiaires de synthése et/ou d'excipients.
D'autres aspects plus particuliers a 'EC doivent étre exa-

Pour un test d'impuretés ou une détermination de titre damgings au stade de la validation, notamment la répétabilité de
une matiére premiere la specificité de la méthode est testée|grygiectivité.

EC comme en CLHP, en préparant des solutions de l'analyte
surchargées a un niveau de concentration approprié avec les 3 )
composés susceptibles diinterférer (produits de dégradation, EN EC, une €lectrolyse du tampon se produit au cours des

intermédiaires de synthése, ...). Si les impuretés ou produﬁgparations sous l'effet de la tension appliquée : elle se traduit

de dégradation ne sont pas disponibles, des solutions de I'algf-r une acidification de I'électrolyte du coté anodique et une

lyte dégradées dans des conditions forcées (lumiere, pH, cigicalinisation du cote cathodique. Ce changement dans la
leur, oxydation, hydrolyse acide ou alcaline) sont injectées ¥gleur du pH varie en fonction de la capacite tampon et de la

les profils de séparation sont examinés. Pour la déterminatié{Ce ionique de I'électrolyte, de la tension appliquée, du
du titre d’'un principe actif dans une formulation, la non-interolume des flacons d'électrolyte et de la durée de seéparation.

férence des excipients de la formulation et des solvants d'eke changement de pH peut affecter fortement la sélectivité des
traction doit aussi étre étudiée en injectant une solution de pfgEParations et conduire méme a une inversion des pics [33]

cebo analytique traité suivant la procédure & valider. puisque le pH controle le taux d'ionisation des especes et le
niveau du flux électroosmotique. Il est donc important de

Il est également recommandé de tester comme en chronaterminer au stade de la validation la répétabilité des temps
tographie liquide la pureté du pic électrophorétiquede migration et de notifier dans le protocole le nombre
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maximum d’injections qui peuvent étre réalisées avec uconstante sont injectés, en raison du phénomene d'injection
méme couple de flacons de séparation. « spontanée ».

Il faudra aussi vérifier dans le cas des séparations chiralg§( :

s . L - < | EXactitude

réalisées avec des cyclodextrines (CD) substituées si la sélec-
tivité de la séparation est maintenue en utilisant différents lotsexactitude exprime I'étroitesse d’accord entre la valeur trou-
de CD et/ou des CD issus de différents fournisseurs. En effe€e et la valeur acceptée comme vraie ou acceptée comme
les CD substituées peuvent présenter des degrés de substiéference.
tions différents ou des substituants en différentes positions sur . I . o )
la CD ou avoir des taux de pureté différents qui peuvent Pour la détermination du titre du principe actif dans une

. AT . L o atiere premiere, I'exactitude de la procédure peut étre testée
g];llé%ngg]r la_sélectivite de la séparation énantiomérique [Zéenn comparant les résultats obtenus avec ceux d’'une méthode

indépendante dont les caractéristiques sont connues ou en
déterminant le titre sur un matériau de référence. Pour la déter-
mination du titre dans une forme pharmaceutique, I'exactitude

La linéarité de la réponse en fonction de la concentration dofst validée : i) le plus souvent en préparant puis en dosant,
étre étudiée dans un intervalle de concentration approprié Selon la procédure, des formulations reconstituées, surchargées
en analyte a concentration variable ; un minimum de 3 répéti-
En EC comme en CLHP, la linéarité de la gamme d'étaions & 3 concentrations est recommandé ; ii) si les composants
lonnage est en général établie avec 5 concentrations minimufg sont pas disponibles, en comparant les résultats obtenus &
Dans le cas de l'analyse d’un produit principal, la gamme deeux d’une méthode indépendante ou en ajoutant a I'échan-
linéarité étudiée se situe entre 80 — 120 % ou 50 — 150 % @on & analyser des quantités connues d’analyte et en vérifiant
40 — 160 % de la concentration cible ou se situe le dosagg.les surcharges sont retrouvées. Cette derniére approche ne
Pour les impuretes, la linéarité doit étre démontrée en preésenggrmet pas de s'assurer de I'absence d'interférences de la
du produit principal, en maintenant sa concentration fixe et efatrice sur la réponse de I'analyte, aussi la vérification de
ajoutant des concentrations croissantes de I'impureté ; l'intefhomogénéité des pics avec un détecteur & barrettes de diodes,
valle de linéarité étudié se situe autour du taux maximumonstitue-t-elle un complément utile de cette approche.
d'impuretés toléré ; si le taux maximum toléré est de 0,1 % . o . L )
(m/m) par rapport au produit principal lintervalle étudié sera Pour les impuretés, I'exactitude est validée en ajoutant des
par exemple 0,05 % — 0,2 % (m/m) ou au-dela. guantités connues d'impuretés aux échantillons ; si les impu-

- retés ne sont pas disponibles, les résultats peuvent étre com-
En EC, l'analyse quantitative est effectuée le plus souveiarés a ceux d’une procédure indépendante.

en utilisant les surfaces de pics plutdt que les hauteurs car IaL, tilisation d techni th | basé

gamme de linéarité est plus étendue avec les surfaces [37]. Il u.”S"’(‘j!]?fr,] une « tec ,”.'f‘.l“el,o ogonda ed)’)’ asee iurdun

doit étre noté aussi que la gamme dynamique des détecteBf{ICIPe difierent, pour verifier 'exactitude d'une methode
C est souvent utilisée dans l'indutrie pharmaceutique, sur-

UV en EC est plus limitée qu'en CLHP, en raison de la géa: 3 . . e
métrie cylindrique de la cellule de détection. Cette gammiQUt pour dénombrer et doser les impuretés dans les principes

dynamique est le plus souvent suffisante pour réaliser petifs [40]. Ainsi, pour la détermination du titre du céfotaxime

dosage des impuretés apparentées en % (surface/surfaceft U faux de ses impuretés apparentees, il a ét¢ montré que

lintérieur d'une méme injection. Si le composé majeur (pré-és résultats d’EC sont en bonne concordance avec ceux de la

sent a forte concentration pour pouvoir quantifier les impuré=LHP [9-10]. L'analyse de traces de principes actifs a partir

tés) donne un signal situé en dehors de la zone de linéarited§ tampons d'€couvillonnage, réalisée dans le cadre de la vali-

est possible de remédier a ce probléme en réalisant deux injigtion des procédures de nettoyage des cuves de fabrication de

tions : I'une correspondant & une quantité faible de réchafOMPOses pharmaceutiques, a montré des résultats concordants

tillon permettra d’obtenir une réponse du composé majeur dal gtre cfes d?”’é metr&odes [18]' (;_e éa}ux ge .pro?uns, d% de%:a-
la zone de linéarité, l'autre correspondant & une quantité folfgtion formes dans des essais de degradation forcee du chlor-

de Péchantillon permettra de détecter et quantifier les impurf—ydrate de mitoguazone [29] a été trouvé similaire en utilisant

tés. Ces deux injections peuvent étre réalisées en EC a pgfiic €t 1& CLHP. Il est important de noter que pour que les

d'une seule solution concentrée de I'échantillon en faisaf@UX de produits de dégradation en % (surface/surface) puis-

varier le volume injecté [38]. Le taux dimpuretés est ensuit§€Nt €€ compares, les facteurs de réponse des impuretes doi-

calculé en tenant compte des volumes injectés. Il est essenYglt €re du méme ordre de grandeur que celui du produit prin-
dans le calcul du taux dimpuretés en % (surface/surfac%)al pour les deux méthodes (ce qui implique I'utilisation de

Linéatrité

d'utiliser les surfaces corrigées (surface/temps de migratiofff] de separation et de longueur d'ondes de détection simi-
pour tenir compte des temps de résidence différents d res). Dans Ie_domalne des §eparat|0ns chirales, une bonne
espéces dans la fenétre du détecteur concordance existe entre les résultats de dosage obtenus avec

des méthodes d’EC et les séparations chromatographiques sur
La relation surface-concentration est linéaire [9-11,13,150lonne chirale, comme le montre le dosage de la ropivacaine
19,22-28,30]. Les droites d'étalonnage passent par l'origindgR) dans des solutés injectables de ropivacaine (S) [27] ou la
lorsque des volumes constants de solutions de concentratidétermination de la composition énantiomérique d'un principe
croissante sont injectés, mais ne passent pas par l'origine Etif [12]. Dans le domaine du dosage des petits ions, les résul-
lorsque des volumes croissants d'une solution de concentratitais de la validation croisée EC-complexométrie ont montré la
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validité de I'EC pour déterminer la stoechiométrie d'un pringés ; les facteurs changés sont le plus souvent le jour/et ou
cipe actif, 'acamprosate de calcium [11]. lanalyste, et/ou l'appareillage... Dans tous les cas il faudra
Fidélité préciser le ou les facteurs que I'on fait varier.

La fidélité exprime le degré de dispersion entre une série c}éarlanons entre jours
mesures obtenues a partir de prises d'essai multiples d’'upes variations sont étudiées en préparant chague jour une nou-
méme échantillon homogeéne dans des conditions déterminé@sile solution d'électrolyte, de solution étalon et échantillon.

Elle doit étre effectuee sur des échantillons reels, a défaut gog faibles variations sont en général observées [11,27-28].
des échantillons reconstitués. Elle peut étre établie a trois . . o
niveaux : répétabilité, fidélité intermédiaire et reproductibilité.Variations entre capillaires

La répétabilité Les séparations doivent étre répétées sur différents lots de

. L, . . _capillaires ou sur des capillaires de différents fournisseurs ; une
Elle exprime la fidélit¢ lorsque les mémes conditions Op€rgsonne concordance a été trouvée pour les TM relatifs et les

toires (méme analyste, méme appareil, ...) sont appliquées Yrfaces relatives Ca/Mg sur deux capillaires issus de fournis-
un court intervalle de temps. seurs différents [11-28].

La répétabilité du systemest évaluée en EC comme enyiations entre lots de réactifs
CLHP par injections successives (souvent dix injections) d’'une
méme solution étalon. Les réponses analysées sont les terasis avons déja mentionné dans I'étude de la spécificité qu'l
de migration (ou les mobilités) et les surfaces (ou les hauteuré}ait important de tester, en particulier, différents lots et/ou
Parmi les principaux facteurs qui contribuent a assurer urfieurnisseurs de cyclodextrines substituées. Si des électrolytes
bonne répétabilité des temps de migration et des surfaces @@ts a I'emploi sont utilisés, différents lots devront étre éga-
EC [39] figurent la capacité tampon de I'électrolyte, I'intro-lement testés.
duction d'étapes de ringage entre injections, le volume injec

et l'utilisation d’'un étalon interne. R(;ananons entre analystes

La répétabilité des temps de migration est un parame
important si les temps de migration sont utilisés pour confir=
mer l'identité des substances ; elle est souvent voisine de 1 Y%riations entre appareils
en EC. La mobilité des espéces (calculée en ajoutant un mar- ) _ ) )
queur de flux électroosmotique & I'échantillon) ou les tempkes meéthodes analytiques dans I'industrie pharmaceutique sont
de migration relatifs par rapport & un étalon interne permettefigstinées a étre utilisées dans plusieurs laboratoires et donc en
une identification plus sdre car ils conduisent & une meilleu@néral sur divers appareils. En chromatographie liquide, le
répétabilité [41]. Ainsi, les coefficients de variation des temp#cteur « appareil » n'est pas considéré comme un facteur
de migration relatifs du calcium par rapport au magnésiungssentiel au stade de la validation, sauf dans le cas de

choisi comme étalon interne, sont inférieurs & 0,1 % sur deuRéthodes utilisant un gradient de solvants. Par contre, en EC
capillaires de fournisseurs différents [11]. les appareillages présentent des systémes d’introduction de

T - I'échantillon différents (utilisant la pression, le vide, la diffé-
La répétabilité des surfaces ou des surfaces corrigées en face de niveau entre flacons) et différents systémes de

est souvent voisine de 1 — 2 % pour un produit principal [23kontrole de température du capillaire (refroidissement par
ce qui est souvent insuffisant pour I'analyse pharmaceutiqugquide réfrigéré, par air pulsé...). D’autre part, les capillaires
Aussi est-il recommande, chaque fois que cela est possibgyt des longueurs totales et des distances du point d'injection
d'utiliser un €talon interne pour s'affranchir des variations dy, |5 fenétre optique différents. Il en résulte que les conditions
systeme d'injection : la répetabilite des surfaces relatives egheratoires devront étre Iégérement modifiées d'un appareil a
alors souvent inférieure a 1 % et comparable a la CLHPFytre et quiil peut étre important de tester si la méthode est
[2,11,23]. transférable sur des appareils différents.

La répétabilité de la procédurédans son ensemble doit o
aussi étre évaluée comme en CLHP en répétant la procédéteproductibilité

dans sa,totali_té (prépgratipn de I'étalon et de I’échantillpn) Ve terme désigne pour ICH fidélité entre laboratoiregana-
n > 6 déterminations indépendantes, ou en testant séparém

la répétabilité de préparation de I'échantillon et de I'étalon re% es collaboratives). L'étude de la reproductibiite n'est pas

| - o e tée dans les criteres a évaluer dans le cadre du dossier
pectivementr{ > 6). Des coefficients de variation voisins de Ay - elle est souvent appliquée a la standardisation de la
1 % sont couramment obtenus en utilisant un étalon inter ’

. . : -y . éthodologie, par exemple pour les méthodes pharmacopées.
sur les solutions échantillons de matiere premiére ou dansqﬁ: g€ p piep P P

cas de formulations ou le protocole analytique de préparation Des méthodes d’EC portant sur une séparation chirale [15],
de I'échantillon est simple [11,22-23,25]. la détermination de la stoechiométrie d’'un principe actif [16]
et le titre d'un principe actif dans une formulation [17] ont été
appliquées par sept compagnies pharmaceutiques, utilisant des
Ce terme désigne dans IClds variations a l'intérieur d’'un appareils de conception différente. Les résultats satisfaisants
méme laboratoirequand un ou plusieurs facteurs sont chand'un point de vue sélectivité, exactitude et répétabilité ont

tfzhaque analyste devra préparer son capillaire, ses solutions
électrolyte, d'étalon et d’échantillon.

Fidélité intermédiaire
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montré que les méthodes d’EC peuvent étre transférées erdee la solution de céfotaxime, car le céfotaxime s’hydrolyse

sites. Lutilisation en routine de diverses méthodes d’'EC sumpidement en déacétylcéfotaxime [10].

différents sites et dans différents laboratoires confirme que les S r rétude de | bilité d

méthodes d’EC, correctement validées, ne posent pas de plro-Un aspect pfopre alEC concerne l'étude de la stabilite de
a solution d'électrolyte. En raison des faibles volumes

bléemes particuliers [2,23,25]. . o . . .

P [ ] consommeés quotidiennement (10 a 20 mL/jour), I'électrolyte
est utilisé sur plusieurs jours, voire plusieurs semaines ou plu-
sieurs mois. Il sera donc essentiel de déterminer la durée de

La robustesse est une mesure de la Capacité de la méthodeViﬁgdeS solutions d’électrolyte. Cette stabilité est trés variable

rester non affectée par des variations faibles, délibérémestivant le type d'électrolyte : le tampon borate de sodium peut

introduites dans les paramétres de la méthdtlie donne une étre conserveé au moins trois mois a température ambiante [2],

indication de la fiabilité de la méthode dans les conditions nofandis que I'électrolyte chromate-bromure de tétradécyltrimeé-

males d'utilisation. La robustesse n'est pas listée dans les ditylammonium [42] devra étre préparé journellement.

teres d'e,va!idation, de ICH maig il est poté quelle doit &trg ;..o He détection (LD) et de quantification (LQ)

considérée a une étape appropriée du développement de la pro-

cédure d’analyse. Les tests de robustesse permettent de fiker LD correspond a lguantité la plus faible d’'analyte qui

des tolérances sur chacun des facteurs de la méthode. peut étre détectée dans I'échantillon, mais pas nécessairement
uantifié¢e comme une valeur exadile est souvent définie

La robu‘stesse est Ie, plus souvent e}udlee en faisant vamme la quantité d’analyte qui donne un rapport signal/bruit
les parametres de la méthode simultanément selon une matiee,| 5 3

d’expériences bien définie. Les facteurs testés sont les facteurs

considérés critiques dans les séparations : composition dela LQ correspond a lguantité d'analyte la plus faible qui
I'électrolyte (pH, force ionique, concentration en ion absorbarfeeut étre quantifiée avec une exactitude et une fidélité conve-
en détection UV indirecte, concentration en cyclodextrines, epables Elle n’est évaluée que pour les impuretés et les pro-
tensio-actif ou en modifiant organique), tension appliquéejuits de dégradation. Un coefficient de variation voisin de
temps d'injection, température de séparation, longueur d’ondé) % et une exactitude voisine de + 10 % sont en général tolé-
de détection. Les réponses étudiées sont la résolution, k& au niveau de la LQ.

temps de migration, le nombre de plateaux théoriques ou les Les limites de détection et de quantification peuvent étre

surfaces de pics. Des plans factoriels fractionnaires saturés [%Ualuées comme en GLHP en se basant sur une évaluation
ou non saturés [19,20,22,24,27] ont été utilisés pour Opt'm'Sstuelle, sur le rapport signal sur bruit ou sur lécart-type de

les méthodes et dépister les facteurs critiques. Les plans fr “réponse et la pente de la droite d'étalonnage [32]. Les esti-

tionnaires autres que les plans satures ont €té le plus SouVERtio o devront étre validées en analysant les échantillons sur-
utilisés car les possibilités d’interactions entre facteurs So'ahargés a ce nivean & 6)

plus élevées en EC qu'en CLHP [8]. lls ont été appliqués a
des méthodes concernant des séparations chirales [27], leEn général, la LD (en concentration) en EC est supérieure
dosage de solvants organiques [24] de contre-ions [20,22] aucelle en CLHP ; cependant des impuretés du céfotaxime ont
d'impuretés [18]. Les facteurs trouvés significatifs dans cepu étre dosées en EC a un taux de 0,02 % (surface/surface
plans de criblage ont été quelquefois étudiés dans un plan tdeale) alors qu'elles n’étaient pas détectables en CLHP [10].
surface de réponse [19,20] qui donne un descriptif plus corbes impuretés a des tasx0,05 % ou moins sont couram-
plet de l'effet des facteurs dans la région de la méthode. lment détectées ou dosées dans les principes actifs [43,44].

réalisation des tests de robustesse implique un grand nombreL ; i \ abai la LD la L
d'expériences qui est facilité en EC par la compléte automaj: es facteurs contribuant a apaisser la LD et la LQ sont
augmentation du diamétre du capillaire (qui a pour effet

sation de 'appareillage et par le fait que I'équilibre du capil*

laire entre les changements d'électrolyte est rapidement atteif@Ugmenter le parcours optique et le volume injecté), laug-
mentation du temps ou de la pression d'injection, I'utilisation

d’'un solvant de I'’échantillon de faible conductivité par rapport

a I'électrolyte, le choix d'un tampon dont les ions ont une
En EC, comme en CLHP, il est nécessaire de déterminer mobilité voisine de I'analyte, I'utilisation de cellules en forme
temps pendant lequel les solutions échantillons et les solutiofl§ « bulle » ou en Z haute sensibilité. Enfin il est souvent pos-
étalons peuvent étre utilisées sans dégradation notable ; la §ile d'abaisser la LD en détectant les composés a des lon-
bilité est souvent établie & 4 °C, & température ambiante @geurs d’'onde basses (200 nm) qui ne peuvent étre utilisées
dans le passeur d’échantillons. Lutilisation d’'un passeur réfren CLHP a cause de I'absorption des solvants organiques de
géré peut étre nécessaire pour retarder une éventuelle dédaphase mobile.

dation. Dans le cadre d'un test d'impuretés, la stabilité du pri
cipe actif (en solution a forte concentration) aprés sa mise
solution peut étre particulierement critique pour s’assurer de laintervalle d'application de la méthode correspond a linter-
fiabilité des dosages de l'impureté. Ainsi, il a été montré quealle (concentration inférieure et supérieure incluses) dans
le dosage du déacétylcéfotaxime, produit de dégradation dquel la procédure s'est révélée satisfaisante d'un point de
céfotaxime, doit étre effectué en utilisant un passeur d’échamue exactitude, fidélité et linéarit&lle ne doit pas étre utili-
tillon réfrigéré a 5 °C et dans I'heure qui suit la préparatioisée en dehors de ces limites.

Robustesse

Stabilité des solutions

Zig]tervalle d’'application
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Dossier

Conclusion

trophorése capillaire dans le domaine de I'analyse pharmaceu-
tique, en soulignant les aspects particuliers qu'elle présente .

Capillary electrophoresis

13. Thomas, B. R.; Ghodbane, &.Liquid Chromatogr1993 16,

1983-2006.

14. Altria, K. D.; Dave, Y. K.J. Chromatogr. AL993 633 221-225.

Nous avons essayé de donner dans cet article un apercu gé&mé- Ajria, K. D.; Harden, R. C.; Hart, M.; Hevizi, J.; Hailey, P. A;
ral de la validation des procédures d'analyse utilisant I'élec-

rapport a la validation en chromatographie liquide. Ces points

particuliers concernent notamment :
 le capillaire (lot, fournisseur),

+ la source de réactifs (par ex. : lot et fournisseur de cyclog
19.

20.
.

dextrines, d’électrolyte préts a I'emploi...),
« la stabilité des solutions d’électrolyte,

* la répétabilité a long terme des injections (effet d'appa

vrissement du tampon),

17.

e I'étude de la robustesse (surtout pour la détection UV ind'b—2

recte),
« le transfert de méthodes entre appareils.

23.

Il est d'autre part important de souligner qu’'un protocole de

méthode d’EC doit mentionner :

* le procédé de traitement du capillaire neuf,

 la procédure de ringage entre injections,

* la procédure de rincage et de stockage du capillaire,
¢ la préparation détaillée du tampon.

En routine, il est recommandé de dédier un capillaire a chaqaé'

24.

25.

26.

application (surtout lorsque des tensio-actifs sont incorporés_a

I'électrolyte) et de vérifier avant chaque série d'analyses, C]L?ég'
le systéeme est opérationnel en réalisant des tests de confor

(répétabilité d'une série d'injections, calcul de la sélectivité
de la résolution entre les paires critiques de composés,

détection pour les impuretés).

e
nombre de plateaux théoriques et vérification de la limite de™
31.

Makwana, J. V.; Porsmouth, M. J. Chromatogr. AL993 641,
147-153.

Altria, K. D.; Clayton, N. G.; Hart, M.; Harden, R. C.; Hevizi,
J.; Makwana, J. V.; Porsmouth, M.@hromatographial 994 39,
180-184.

Altria, K. D.; Clayton, N. G.; Harden, R. C.; Makwana, J. V,;
Porsmouth, M. JChromatographial995 40, 47-50.

Altria, K. D.; Hadgett, T. AChromatographial995 40, 23-27.
Altria, K. D.; Filbey, S. DChromatographial994 39, 306-310.
Filbey, S. D.; Altria, K. D.J. Capil. Electroph1994 3, 190-195.

Rogan, M. M.; Altria, K. D.; Goodall, D. MChromatographia
1995 38, 723-729.

. Altria, K. D.; Assi, K. H.; Bryant, S. M.; Clark, B. J.

Chromatographial997, 44, 367-371.

Altria, K. D.; Frake, P.; Gill, I.; Kelly, M. A.; Rudd, D. R.
J. Pharm. Biomed. Anall995 13, 951-957.

Altria, K. D.; Howells, J. SJ. Chromatogr. A1995 696, 341-
348.

Altria, K. D.; Elgey, J.; Howells, J. S. Chromatogr. B1996
696, 111-117.

Sanger-van de Griend, C. E.; Groningsson]. Rharm. Biomed.
Anal. 1996 14, 295-301.

Sanger-van de Griend, C. E.; Wahlstrom, C.; Groningsson, K.;
Widahl-Nasman,. Pharm. Biomed. Anal997 15, 1051-1061.

Tjornelund, J.; Hansen, S. Bl.Pharm. Biomed. Anal997, 15,
1077-1082.

Thomson, C. E.; Gray, M. R.; Baxter, M. P.Pharm. Biomed.
Anal. 1997 15, 1103-1111.

Fotsing, L.; Fillet, M.; Bechet, I.; Hubert, P.; Crommen, J.
J. Pharm. Biomed. Anall997, 15, 1113-1123.

Text on Validation of Analytical Procedures, International

Ces remarques générales peuvent étre étendues a d’autresConference on Harmonisation of Technical Requirements for
domaines que celui de la pharmacie (chimie, agro-alimentaire,

cosmétologie...).
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