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INTRODUCTION 
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Dans un souci de qualité vis-à-vis de leurs clients et de la législation, les laboratoires 

pharmaceutiques contrôlent leurs produits aux différentes étapes de fabrications : de la 

réception des matières premières aux produits finis. Ces contrôles sont de différents ordres : 

- Visuels (aspects du médicament, de son emballage, de la notice, des étiquettes), 

- Physico-chimiques (identification des composants, teneurs en principe(s) actif(s) et 

en excipients, respect des monographies de la Pharmacopée Européenne), 

- Microbiologique (charge microbienne des produits non stériles, efficacité des 

conservateurs, stérilité). 

Dans le cadre des contrôles physico-chimiques, la validité des tests ne peut être 

certaine que si le matériel est qualifié et en état, que les procédures analytiques soient validées 

et que les réactifs chimiques soient de qualité appropriée pour l'analyse des produits. 

C'est dans ce cadre que j'ai effectué mon stage de master « Contrôle Qualité, 

Assurance Qualité et Méthodes de Validation» validant ma sixième année de pharmacie au 

sein des Laboratoire Sophartex. Dans cette optique et sous l'impulsion de l' AFSSAPS, le 

laboratoire de contrôle physico-chimique des Laboratoires Sophartex s'est lancé dans la 

validation des durées d'utilisation des réactifs titrés et non titrés en solution et des phases 

mobiles pour HPLC. 

Peu de références sont disponibles sur ce sujet. Fixer une durée d'utilisation dépend 

des conditions de stockage et surtout de sa destination. En fonction de cette destination, un 

réactif peut être utilisé plus ou moins longtemps et être ensuite recyclé dans une autre 

application analytique. Il n'est donc pas aisé de l'évaluer et de généraliser une durée 

d'utilisation. Dans ce contexte, il n'y a aucune information dans la littérature sur les durées 

d'utilisation des réactifs en solution. 
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REVUE GENERALE DE LA LITTERATURE 

15 



1. Contexte 

1.1. Demande des autorités compétentes: l' AFSSAPS 
Suite à une inspection de l' AFSSAPS en 2005, le laboratoire de contrôle physico-

chimique a dû mettre au point des protocoles de validation des dates de péremption pour trois 

catégories de produits utilisés dans l'analyse des médicaments fabriqués sur le site des 

Laboratoires SOPHARTEX: 

o les phases mobiles pour HPLC, 

o les réactifs titrés, 

o les réactifs non titrés. 

En effet, les durées d'utilisation étaient déterminées empiriquement, sans validation 

ou documentation particulière attestant de ces délais d'utilisation. En 2006, l' AFSSAPS a 

demandé la mise en œuvre des protocoles. 

Cette demande a été faite afin que les laboratoires Sophartex puissent attester avec 

preuve à l'appui que les réactifs employés ont une qualité appropriée pour l'analyse des 

produits. Dans le cas où les réactifs seraient de qualité insuffisante, il y aurait un risque de 

libérer un lot non-conforme en réalité. Et inversement, un lot conforme pourrait être déclaré 

non conforme. Cela aurait des répercussions d'une part sur la santé des futurs utilisateurs et 

d'autre part économique pour le fabricant et les distributeurs. 

Dans cette optique, il est important d'avoir une preuve documentée de la fiabilité des 

réactifs. Les autorités compétentes et les clients des laboratoires pharmaceutiques ne peuvent 

pas se contenter de leur expérience. Les auditeurs del' AFSSAPS ont proposé comme mode 

de détermination des durées d'utilisation de re-tester les réactifs à différents temps. 
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1.2. Les textes officiels 
1.2.1. Les Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) 

Elles soulignent que « le contrôle de la qualité fait partie des BPF » (9). Et, elles 

donnent quelques précisions sur les réactifs utilisés dans sa pratique : 

• «Une attention toute particulière doit être portée à la qualité des réactifs, de 

la verrerie graduée, des solutions titrées, des étalons et des milieux de culture. 

Leur préparation doit se faire selon des procédures écrites. » 

• «Les produits ou solutions de réactifs préparés en vue d'un usage prolongé 

doivent porter la date de leur préparation et la signature de celui qui les a 

préparés. La date de péremption des réactifs instables et des milieux de 

culture doit être indiquée sur l'étiquette, de même que les conditions 

particulières de conservation. De plus, pour les solutions titrées, la dernière 

date de titrage et le titre en cours doivent être indiqués. » 

• « Lorsque cela s'avère nécessaire, la date de réception des produits utilisés 

pour les analyses (par exemple les réactifs et les substances de référence) doit 

être indiquée sur le récipient. Les instructions pour l'utilisation et la 

conservation doivent être respectées. Dans certains cas, il peut être 

nécessaire d'effectuer une identification et d'autres contrôles des réactifs 

lors de leur réception ou avant leur emploi. » 

La « qualité appropriée » d'un réactif n'est pas définie. Il n'y a aucune précision sur 

les études de stabilité et la détermination des durées d'utilisation. 

1.2.2. Les Bonnes Pratiques de Laboratoires (BPL) 

Le laboratoire de contrôle physico-chimique est un pôle unique réalisant les contrôle 

de routine, la validation et la mise au point de procédures analytiques. Bien qu'il ne soit pas 

strictement un laboratoire de recherche et qu'il soit régi par les Bonnes Pratiques de 
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Fabrication, nous pouvons quand même dire qu'il devrait se conformer aux BPL au niveau 

des réactifs : 

«Il faut disposer d'information sur l'origine, la date de préparation et la stabilité. La 

date de péremption peut être prorogée sur la base d'une évaluation où d'une analyse étayée 

par des documents.» (11) 

Le laboratoire dispose des informations suivantes : 

o Réactifs titrés : celles fournies par le fournisseur de réactifs titrés en solution, par la 

Pharmacopée Européenne et de l'expérience acquise lors de leur utilisation. 

o Réactifs non titrés : celles indiquées par la Pharmacopée Européenne et acqmses 

empiriquement. 

o Phases mobiles pour HPLC: indiquées par la Pharmacopée Européenne et acquises 

empiriquement. 

1.2.3. La Pharmacopée Européenne (Ph Eur) 

Elle donne des indications sur les conditions de conservations de certains réactifs (16, 

27). Dans d'autres cas, elle précise que l'utilisation doit être extemporanée ou que selon les 

procédures mises en jeu, les réactifs utilisés ont été récemment préparés. Il n'y a aucune 

précision sur les phases mobiles pour HPLC. La sixième édition de la Pharmacopée 

Européenne, valable à partir de janvier 2008, n'apporte pas vraiment plus de précision. 

2. Durée d'utilisation 
2.1. Définition 

Il ne faut pas la confondre avec la date de péremption qui est la date au-delà de 

laquelle un produit ne doit plus être utilisé (shelf life ou expiration date en anglais (12)). Cette 

échéance est fixée pour un produit dont l'emballage n'est pas ouvert, stocké dans des 

18 



conditions définies. On parle aussi de date limite d'utilisation (DLU). Après ouverture, il 

s'agit de la durée d'utilisation (2). 

Il est difficile de prédire la durée de vie d'un produit post ouverture. Beaucoup de 

paramètres sont en jeu : la nature du produit par lui-même, ses conditions de conservation, sa 

stabilité vis-à-vis de la température, de l'humidité et de la lumière entre autres (1, 4). 

Ici, on s'intéresse à ce qui se passe après ouverture d'un réactif prêt à l'emploi ou 

après la préparation d'un réactif au laboratoire. Nous avons donc réalisé des études de 

« stabilité » post-ouverture et post-préparation. 

2.2. Stabilité 
Dans cette partie, la stabilité est développée au sens pharmaceutique selon la norme 

ICH QIA(R2) : Stability Testing of New Drug Substances and Products (12) et la norme ICH 

QIE : Evaluation for Stability Data (13). Nous pouvons assimiler les réactifs en solution à des 

principes actifs. 

2.2.1. Définition 

Les tests de stabilité doivent : 

• mettre en évidence comment la qualité d'un principe actif varie au cours du temps 

sous l'influence d'un ensemble de facteurs environnementaux (température, humidité 

et lumière), 

• et établir une période de re-vérification des spécifications du principe actif ou une date 

limite d'utilisation pour le médicament et des conditions de conservation. 

Les données des études de stabilité devraient provenir d'au moins trois lots de principe 

actif Les études de stabilité devraient être réalisées sur les principes actifs emballés dans un 
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système de conteneur clos qui est le même ou qui simule l'emballage proposé pour le 

stockage et la distribution. Dans notre cas, les réactifs sont conservés dans les récipients des 

fournisseurs ou dans flacons en verre blanc ou brun. 

Elles devraient inclure des essais prenant en compte les paramètres susceptibles de 

changer lors du stockage et influençant la qualité, la sécurité et/ou l'efficacité. Les essais 

devraient couvrir les attributs physiques, chimiques, biologiques et microbiologiques. Les 

procédures analytiques validées indiquant la stabilité devraient être appliquées. 

2.2.2. Fréquence des essais 

Pour les études à long termes, la fréquence des essais doit être suffisante pour établir le 

profil de stabilité du principe actif. Avec une période de re-vérification d'au moins douze 

mois, la fréquence des essais sous condition de stockage à long terme devrait être : 

• tous les trois mois la première année, 

• tous les six mois la seconde année, 

• puis annuellement tout au long de la période de retest. 

Sous condition de stockage accéléré, pour une étude de six mois, un minimum de trois 

fois est recommandé, incluant les temps initial et final (0, 3 et 6 mois). Lorsqu'une probabilité 

existe que les résultats des études accélérées montrent des critères de changements 

significatifs, des essais supplémentaires devraient être conduits en ajoutant des échantillons au 

temps final ou en incluant un quatrième temps dans l'étude. 

Quand l'étude accélérée a montré des changements significatifs, un essai sous 

conditions intermédiaires de stockage est effectué. Pour une étude de douze mois, un 

minimum de quatre temps est recommandé, incluant les temps initial et final (0, 6, 9, et 12 

mois). 
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2.2.3. Conditions de stockage 

En général, un principe actif devrait être évalué sous des conditions de stockage (avec 

les tolérances appropriées) pour tester sa stabilité thermique et si possible sa sensibilité à 

l'humidité. Les conditions de stockage et les durées des études choisies devraient être 

suffisantes pour couvrir le stockage, l'expédition et l'utilisation ultérieure. 

L'essai à long terme devrait couvrir un minimum de douze mois sur au moins les trois 

premiers lots et devrait continuer sur une période suffisante pour couvrir la période de retest 

proposée. Les données de l'étude accélérée, et si c'est approprié, de l'étude intermédiaire 

peuvent être utilisées pour évaluer l'effet à court terme des excursions en dehors des 

conditions de stockage indiquées sur l'étiquette (telles que celles qui peuvent se produire lors 

du transport). 

Etude Condition de stockage Période minimale couverte par les 
données de soumission 

Long terme* 25°C ± 2°C/60% RH± 5% RH 12 mois 

ou 

30°C ± 2°C/65% RH± 5% RH 

Intermédiaire * * 30°C ± 2°C/65% RH± 5% RH 6 mois 

Accélérée 40°C ± 2°C/75% RH± 5% RH 6 mois 
.. *C'est au demandeur de décider si les études de stab1hté à long tenue sont réahsées à 25°C ± 2°C/60% RH± 

5% RH ou 30°C ± 2°C/65% RH± 5% RH. 

** Si 30°C ± 2°C/65% RH± 5% RH es la condition à long ternie, il n'y a pas de condition intem1édiaire. 

Tableau 1 - Cas général des conditions de stockage en fonction du type d'étude de stabilité 

A la différence des principes actifs et des médicaments, ces types d'études sont 

réalisés par les fournisseurs, sur des réactifs emballés et non ouverts. De plus les emballages 

sont étudiés pour prolonger leur stabilité, donc leur durée de vie (30). 
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2.3. Fournisseurs 

Les réactifs utilisés sont de marques MERCK et VWR PRO LABO. Après ouverture, 

les délais de péremption dépendent de nombreux paramètres : nature même du produit 

(stabilité chimique), conditions de stockage (température, lumière, ... ), fréquence d'ouverture 

(contamination par produits sous forme gazeuse : H20, C02, 0 2, ... ), procédures de 

prélèvement (contamination par instruments de prélèvement), criticité du produit dans son 

application (impact du produit sur la qualité du résultat final), entre autres. 

La fixation d'une date de péremption après ouverture n'est donc pas chose aisée. 

L'expérience de MERCK et VWR PROLABO et celles de leurs utilisateurs leur a suggéré 

une durée de conservation comprise entre la moitié et un cinquième de la durée totale de 

péremption. La date découlant de ce calcul ne peut être postérieure à la date de péremption 

initiale. Mais les fournisseurs ne veulent pas s'engager en donnant une durée d'utilisation, ils 

ne donnent que des délais de péremption pour les flacons non ouverts : 

Délais de Durée d'utilisation 
Réactifs 

péremption (à titre indicatif) 

Acides et bases 3à5ans 7,2 à 30 mois 

Sels et produits inorganiques 5 ans 18 à 30 mois 

Solvants 3 à 5 ans 7,2 à 30 mois 

Produits organiques 5 ans 30 mois 

Solutions étalon, tampon et titres là3ans 2,4 à 18 mois 

Tableau II - Délais de péremption et durées d'utilisation de réactifs liquides 

Des fournisseurs de standards conseillent de ne pas les conserver plus d'un an voire 

six mois après ouverture, à partir du moment où les conditions de stockage et d'utilisation 

sont strictes pour éviter toutes contaminations, évaporations ou erreurs humaines (30,31). 
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3. Validation 

Couramment, les validations concernent des méthodes voire du matériel, mais on ne 

parle pas de validation de durée d'utilisation pour les réactifs chimiques. En général, la durée 

de validité d'un réactif est déterminée à partir des études de stabilité. L'objectif et le principe 

de validation d'une méthode sont décrits ci-dessous. 

Quantifier le plus précisément possible des quantités inconnues: voilà l'objectif d'une 

procédure analytique quantitative (3, 14). La procédure doit donner un résultat avec un écart 

minimal par rapport à la vraie valeur de l'échantillon (notion de limite d'acceptation). Le but 

de la validation est de : 

• démontrer que la procédure analytique correspond à l'usage pour lequel elle est 

prévue, 

• donner aux laboratoires et aux autorités compétentes les garanties que chaque mesure 

qui sera réalisée ultérieurement en routine sera suffisamment proche de la vraie valeur 

inconnue de l'échantillon ou du moins comprise dans une limite acceptable, en 

fonction de la finalité de la procédure, 

• minimiser le risque tant au niveau du producteur que du futur consommateur. 

Les réactifs chimiques font partie intégrante des procédures analytiques et leur qualité 

est primordiale pour l'obtention de résultats corrects. 

Les principaux critères de validation sont : 

• la spécificité-sélectivité (capacité d'une procédure à établir l'existence de l' analyte 

recherché en présence d'autres composés), 
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• la fonction de réponse (courbe d'étalonnage, relation existant entre la réponse (signal) 

et la concentration (quantité) en analyte dans un échantillon) , 

• la linéarité (capacité d'obtention de résultats directement proportionnels à la quantité), 

• la fidélité (répétabilité, répétabilité intermédiaire) (étroitesse de l'accord entre une 

série de mesures provenant de multiples prises d'un même échantillon homogène), 

• la justesse (biais, étroitesse de 1' accord entre la valeur moyenne obtenue et une valeur 

acceptée comme une valeur vraie ou comme une valeur de référence), 

• l'exactitude (étroitesse de l'accord entre le résultat d'essai et la valeur de référence ou 

valeur vraie), 

• la limite de détection (la plus petite quantité d'analyte pouvant être détectée mais non 

quantifiée), 

• la limite de quantification (la plus petite quantité d'analyte pouvant être dosée), 

• l'intervalle de dosage (intervalle pour lequel la procédure est appropriée quant à sa 

justesse, sa fidélité et sa linéarité), 

• la sensibilité (rapport de la variation de la réponse de la méthode d'analyse à la 

variation de la quantité d'analyte). 

Malheureusement ces critères ne sont pas applicables à la validation d'une durée 

d'utilisation d'un réactif: les essais sont réalisés sur un même lot à des jours différents, et 

dans la plupart des cas les lots ne sont pas testés simultanément. 

Pour certaines méthodes, la stabilité de la substance à analyser doit être testée pendant 

la phase de développement et confirmée au terme de la validation de la procédure de dosage 

puisqu'elle conditionne la validité des autres critères. La stabilité est évaluée sur un minimum 

24 



de trois échantillons par mesure dans des conditions de conservation variées, telles que la 

lumière, l'obscurité, la température et le pH 

Autre point de vue, dans la production de logiciel, la validation d'une méthode 

d'analyse consiste à valider séparément chacun de ses éléments: l'échantillonnage, le mode 

opératoire, l'équipement et enfin le résultat. Encore une fois, si on applique cette procédure, 

nous ne contrôlons pas les réactifs . 

La validation aboutit à la préparation d'un dossier contenant deux types 

d'information : 

• Une description des moyens (équipement et réactifs) et du mode opératoire à mettre en 

œuvre pour appliquer la méthode d'analyse, 

• Les résultats numériques d'un ensemble d'expériences et de calculs statistiques qui 

serviront à établir que ces moyens et ce mode opératoire sont efficaces. 

En général, pour chaque paramètre ou critère, il faut réaliser trois séries de mesure sur 

trois lots différents. Pour chaque niveau de concentration, trois mesures sont nécessaires. 

4. Exemple d'une étude de stabilité sur l'hypochlorite de sodium 

0,5% (5000ppm de chlore actifs). 

Cette étude a été réalisée pour démontrer la stabilité et l'efficacité antimicrobienne de 

l'eau de javel en milieu hospitalier tropical ( 1 ). C'est un bon agent d'antisepsie et de 

désinfection. C'est avant tout un réactif chimique. Peu onéreux et facile à préparer, sa 

conservation n'est pas toujours aisée. Ainsi, la validité de cette solution a été testée dans des 

conditions défavorables : température, air, lumière. 

L'étude comportait trois temps: 
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L'étude comportait trois temps : 

• Détermination de la teneur en chlore actif lors d'une exposition de la solution à la 

lumière, à l'air et à la chaleur (3 7°C), 

• Etude du pouvoir anti-bactérien sur des seringues contaminées par Staphylococcus 

aureus, 

• Recherche de trace de chlore sur le matériel désinfecté par une solution contenant 0,5 

% de chlore actif. 

Plusieurs contenants ont été testés : flacons en verre teinté, flacons en verre blanc et 

flacons en PVC (Chlorure de Polyvinyle). La teneur en chlore actif est déterminée à JO, 17, 

J14, J21, J28 et J35 par la méthode titrimétrique décrite dans la Pharmacopée Française (Xème 

édition). En parallèle, l'action décontaminante de la solution est recherchée sur des seringues 

en prenant comme témoin l'eau. La quantité résiduelle d'hypochlorite de sodium persistante 

après rinçage est évaluée pour éviter toute interaction avec des médicaments ou un risque 

toxique pour l'endothélium veineux. 

Ainsi, Ballereau, Merville, Lafleuriel et Schrive ont montré que : 

• Lorsque le contenant est conservé à l'air et à la lumière, la concentration diminue 

moins avec un flacon en verre teinté ou en PVC. La concentration des flacons fermés 

varie peu pendant les 35 jours de l'étude. 

Conservation à la lumière Conservation à l'obscurité 

Fermé Ouvert Fermé Ouvert 

Flacon en verre blanc 20% 50% 5% -

Flacon en verre teinté 3% 20% - -

Flacon en PVC haute densité 20% - - -

Tableau m - Perte en chlore actif de l'hypochlorite de sodium 0,5% 
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• La température n'a pas d'influence lorsque l'hypochlorite de sodium est conservé dans 

un flacon en PVC (à 25°C et 37°C: diminution respective de 7 et 4% de la teneur en 

chlore actif). 

• L'eau de javel conserve son activité bactéricide vis-à-vis de Staphylococcus aureus, 

avec une teneur en chlore actif de 2300 ppm. 

• Trois rinçages l'eau sont nécessaires pour éliminer les traces d'hypochlorite de sodium 

dans les seringues. 

Cette étude a démontré une relative stabilité de l'hypochlorite de sodium 0,5% et 

surtout le maintien de son efficacité bactéricide malgré une baisse de teneur en chlore actif. 

Ainsi, nous constatons qu'il n'est pas suffisant de doser le réactif au cours du temps pour 

définir sa stabilité, il est aussi nécessaire de contrôler son efficacité par rapport à son domaine 

d'utilisation. 
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MATERIEL ET METHODES 
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1. Validation des durées d'utilisation des phases mobiles pour 

HPLC 

1.1 Généralités sur l'HPLC 

1.1.1 Définition de l'HPLC 

La chromatographie liquide haute performance (CLHP ou HPLC en anglais) est une 

technique de séparation basée sur un processus de migration différentielle ( 6,  7, 16, 17, 8). 

C'est une chromatographie dite sur colonne : la phase stationnaire remplit un tube où circule 

une phase mobile. L'échantillon est introduit en début de colonne, et est élué pour être 

détecté en sortie. La séparation des composés est fonction de leur affinité préférentielle pour 

la phase mobile ou la phase stationnaire. L 'HPLC peut être qualitative ou quantitative. 

l~ l 

(Mobile Ph se) 
lleservo r 

Poolp 
Sotve11t Manager 

Sotvent Oet.\iery System 

HPLCCotumn 
~ l 

ISOCRATIC 

j•••••u•oounou o 

Chromatogram -·-•11<1 ..... 

Computer Oi;ita Slt1tion 

Figure 1 -Schéma d'un système HPLC en mode isocratique {d'après: 
http://www.waters.com/WatersDivision/ContentD.asp?watersit=JDRS-6UXGYA&WT.svl=l) 

1.1.2. Phase stationnaire 

La nature de la phase stationnaire conditionne le type d'équilibre subi par les analytes 

et ainsi leur mécanisme de séparation (17). Elle peut être : 

• solide (chromatographie d'adsorption) 

• liquide : polaire ou apolaire (chromatographie de partage) avec des greffons, 

• un gel polymérique (chromatographie d'exclusion), 
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• une résine échangeuse d'ions (chromatographie d'échange d'ions). 

1.1.3. Phase mobile 

Elle est constituée d'un mélange de solvant ou de tampon (17). Elle est aussi 

importante que la phase stationnaire : 

• Les analytes doivent s'y solubiliser, 

• Elle conditionne la séparation des analytes par son débit et sa composition. Toute 

variation de l'un de ces deux paramètres entraîne une modification de la forme ou de 

la position du pic d'élution enregistré sur le chromatogramme. 

Ainsi, il est nécessaire de connaître la stabilité de la phase mobile, et l'impact de ses 

modifications. En cas de réutilisation, les résultats ne doivent pas être erronés car il s'agit 

d'analyse quantitative. 

1.2. Conduite du laboratoire vis-à-vis des phases mobiles 

En général, les volumes préparés de phases aqueuses et des mélanges constitués sont 

ajustés au dosage à réaliser. Les phases aqueuses et les mélanges constitués peuvent être 

conservés au maximum 4 semaines et les solvants organiques ont un délai d'utilisation de 3 

ans après ouverture (moins si la date de péremption arrive à échéance avant). Les solvants 

courants sont utilisés dans le mois. 

En pratique, les phases mobiles sont consommées avant la date limite d'utilisation. 

Certains tampons et phases aqueuses sont conservés au froid afin de prolonger leur durée de 

vie: en effet dès qu'une phase se trouble ou qu'il apparaît un dépôt ou un précipité, la phase 

est détruite. 

Les phases aqueuses et les mélanges constitués sont filtrés sur 0,45 µm avant toute 

utilisation. Les phases organiques simples : méthanol ou acétonitrile ne le sont pas. En 
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routine, aucune analyse n'est faite sur les phases. Seul l'aspect des phases aqueuses est pris en 

compte. 

1.3. Protocole 

Cette validation porte sur la durée d'utilisation des phases mobiles pour HPLC 

(annexe 1, page 85). Dans un premier temps, elle a été effectuée sur les phases mobiles qui 

servent aux produits les plus courants. L'étude a une durée maximale de six semaines et porte 

sur l'observation et le suivi de critères définis. Trois cas sont testées : les systèmes « deux 

voies » où la phase aqueuse et la phase organique sont distinctes, les mélanges constitués 

(phases aqueuse et organique réunies dans un même flacon), et les phases aqueuses seules. 

Critères Phase Phase Mélanges 
aqueuse orgamque constitués 

Aspect de la solution : 
limpidité et coloration 
pH 

Conductivité 

Indice de réfraction 

Spectre UV (200-360 nm) 

Dosage HPLC à TO et en 
fin de validation 

Tableau N - Critères retenus selon le type de phase mobile pour HPLC 

1.4. Précision sur les tests analytiques 
1.4.1. Limpidité et coloration 

D'après la Pharmacopée Européenne 5ème édition (16, 27): 

o «Un liquide est considéré comme limpide si sa limpidité correspond à celle de 

l'eau R » 

o «Une solution est dite incolore si elle a l'aspect de l'eau R ou du solvant, ou si elle 

n'est pas plus colorée que la solution témoin B9. » 
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Dans notre cas, les phases sont incolores et limpides pour ne pas perturber le détecteur 

UV lors du dosage HPLC. La comparaison a été faite avec de l'eau R. Elles ne doivent pas 

évoluer de manière sensible depuis l'observation initiale. 

1.4.2. pH 

Le pH est une grandeur sans dimension caractérisant l'acidité ou la basicité d'un 

milieu (6). Conventionnellement, il représente la concentration en ions hydrogène d'une 

solution aqueuse (définition de Sorensen) : pH =  -log [H+]. Cette définition utilise des 

nombres compris entre 1 et 14 et exprime tous les niveaux d'acidité ou de basicité (de [H+] = 

1 mol.r1 à [OH-] =1 mol.r1): 

• Une solution acide a un pH inférieur à 7, 

• Une solution neutre a un pH égal à 7, 

• Une solution basique a un pH supérieur à 7. 

[H•J 1 (1 QO) 10-1 10-2 10-3 1Q-4 10-s 10-1.l w-7 10-a 10-·9 10-10 io-·11 10-12 10-13 10-14 
pH 0 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

l 
! ! 

.· 

' f l 

pOH 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 0 

[Of-1-) 10-14 10·13 10-12 10-11 10-10 1Q·9 10-a 10-·1 10-6 10-s 10-4 10-3 10-2 10-1 1 (1 QO) 

• -.<···-·" -··--- ~

'"W ______ ------'"·--.-----------·--!-------·--------------.-

Acide Basique 
Neutre 

Figure 2 -L'échelle de pH (d'après Analyse quantitative de Vogel, Mendham, Denney, Barnes, Thomas, 
2006, De Boeck, 29) 

En réalité, la définition de Sorensen n'est pas valable car -log CH ne peut pas être 

déterminé avec exactitude par potentiométrie. La force électromotrice (f.e.m.) des électrodes 

de mesure dépend de l'activité des ions H+. Ainsi, pH= -log aH+. 
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La définition moderne du pH repose sur le travail de normalisation et de 

recommandation du National Bureau of Standard aux Etats-Unis. La différence de pH entre 

deux solutions E (solution étalon) et X (solution de pH inconnu) est donnée par: 

E -E 
pH(X)-pH(E) = X s 

2,3RT / F 

où Ex et Es sont les f.e.m. des solutions mesurées par des électrodes à hydrogène ou une seule 

électrode de verre. Dans le cadre de cette étude, le pH a été mesuré avec un pHmètre PHM 

210 (Radiometer) muni d'une électrode de verre. La variation observée ne doit pas excéder 

0,5 unités pH par rapport à la valeur mesurée à T 0• 

1.4.3. Indice de réfraction 

D'après la Pharmacopée Européenne (16, 27) : l'indice de réfraction d'un milieu 

rapporté à l'air est égal au rapport du sinus de l'angle d'incidence d'un rayon lumineux dans 

l'air au sinus de l'angle de réfraction du rayon réfracté dans le milieu considéré. 

Cet indice est une caractéristique de tous les milieux liquides, voire pâteux (20, 26). 

Le principe de mesure de cet indice est le suivant : un rayon lumineux qui passe d'un milieu 

dans un autre change de direction, déterminant ainsi un angle de réfraction,  spécifique du 

milieu traversé. Un mélange homogène de deux composants réfracte donc la lumière 

différemment selon la composition et la concentration de ce mélange . 

~  de l'fndke t.l'un lfqu./de par recherch$ m, l'angle de réflexion alph llmlt 

Uqulde 

Figure 3 -Principe du réfractomètre (d'après www.refractometre.com/fr/savoir.htm). 
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Les indices de réfraction ont été mesurés avec un réfractomètre de marque Sopelem. 

L ' indice de réfraction étant fortement dépendant de la température, on pourra corriger la 

valeur trouvée à t°C (température à l' instant t) pour la ramener à sa valeur à t0°C (t0°C étant la 

température de la mesure initiale). La valeur de l' indice ne devra pas excéder ± 0,0010 de la 

valeur initiale à T o. 

20 
Formule de correction : X D(tO) 

1.4.4. Conductivité 

20 
XD(t) - a(t0 - t) avec a = 0,0005 

Elle est déterminée avec un conductimètre qm mesure en réalité l' intensité d 'un 

courant parcourant une solution aqueuse (19, 29). 

Principe de l' appareil : il est constitué d'une 
Conductimètre 

cellule de mesure formée d'un corps rigide sur 

lequel sont fixées deux plaques parallèles de 

surface S, distantes de 1. Ces deux plaques (ou 

électrodes) sont en platine platiné, métal 

précieux qui résiste à toutes les solutions 

aqueuses. 

Figure 4 - Principe d'un conductimètre (d'après : freephysique.free.fr/cours%206.html) 

La cellule de mesure est plongée dans une solution aqueuse ionique. On applique entre 

ses deux électrodes une tension alternative de valeur efficace U (en Volt) produite par un 

générateur G. Un courant électrique d'intensité efficace 1 (en Ampère) apparaît qui vérifie la 

loi d'Ohm : U = R 1. Rest la résistance (en Ohm) de la portion de solution ionique se trouvant 

essentiellement entre les électrodes de la cellule de mesure du conductimètre. 
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Le conductimètre donne la valeur de la conductance G = J_ en Siemens (S). G 
R 

dépend des caractéristiques de la cellule (1 et S). On note k la constante de cellule : k = S 
l 

Donc G = lw = ~ x () . La conductivité a (ou K dans la Pharmacopée Européenne) dépend : 

• de la nature des ions en solution, 

• des concentrations des ions, 

• d'une grandeur caractéristique de chaque ion, la conductivité molaire volumique À, 

• de la température. 

Les relations G = J_ et G = () S permettent d'écrire : R = p L en posant p = J_ ( p, 
R l S () 

inverse de la conductivité, est appelée résistivité de la portion de solution étudiée et s'exprime 

en ohm.mètre (Q.m)). La conductivité a d'une solution donnée (chlorure de sodium, par 

exemple) est proportionnelle à la concentration C du soluté. Cette proportionnalité est vérifiée 

pour des concentrations comprises entre 10 -5 mol / L et 10 -2 mol / L. 

Remarque : La solvatation des ions intervient dans leur mobilité. Cela explique, par exemple, 

que l'ion Na+ bien que plus petit que l'ion K + possède une conductivité ionique plus faible 

(Na+, plus solvaté que K +,traîne avec lui davantage de molécules d'eau). 

Dans le cas particulier de l'ion H + ce n'est pas l'ion qui se déplace mais sa charge. 

Cette charge positive se déplace très vite le long des liaisons que l'ion H + crée avec les 

molécules H20. 

L'unité de conductivité dans le système international est le siemens par mètre (S · m- 1 
). 

Dans la pratique, la conductivité électrique d'une solution est exprimée en millisiemens par 

centimètre (mS ·cm- 1
) ou en microsiemens par centimètre (µS · cm- 1

). 
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Le suivi de ce critère a été réalisé à titre indicatif sur les solutions tampons avec un 

conductimètre CDM 230 (Radiometer) avec une électrode à 4 pôles possédant 4 anneaux de 

platine. L'interprétation de ces résultats se fera en association avec les résultats des autres 

tests. 

1.4.5. Spectre UV: spectrométrie d'absorption dans l'ultraviolet 

La spectrophotométrie correspond à l'étude des variations de grandeurs 

photométriques spectrales ou de leurs équivalents énergétiques résultant de l'interaction du 

rayonnement avec une substance placée sur le faisceau (6). On mesure une densité de 

photons. Lorsqu'un faisceau de photons de fréquence Vo traverse une solution de molécule 

absorbante, le faisceau transmis présente une intensité I inférieure à Io (intensité du faisceau 

incident). 

En effet, quand une lumière monochromatique ou polychromatique arrive dans un 

milieu homogène une partie de la lumière incidente Io est réfléchie (Ir), une autre est absorbée 

(la) par le milieu et le reste est transmis (I1) : Io = la + It + Ir. L'intensité réfléchie est 

généralement supprimée de l'équation en prenant une cuve de référence. 

Io ____. 

Figure 5 - Illustration du comportement de la lumière lors de son passage dans une solution (10 : intensité 
de la lumière incidente, lt : intensité transmise, c : concentration de la solution, b : longueur du trajet) 

Le spectre UV-visible d'une molécule en solution se définit comme la variation de 

l'absorbance A en fonction de la longueur d'onde À: A= f(À). Pour déterminer ce spectre, on 

utilise la loi de Beer-Lambert décrite comme suit dans la Pharmacopée Européenne (16, 27): 
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« L'absorbance (A) d'une solution est le logarithme décimal de l'inverse de la 

transmittance (T) pour un rayonnement monochromatique. Elle s'exprime par l'équation: 

-T=I/Io 

- Io = intensité d rayonnement monochromatique incident 

- I = intensité du rayonnement monochromatique transmis 

En l'absence d'autres facteurs physico-chimiques, l'absorbance (A) est 

proportionnelle à l'épaisseur (b) de la couche traversée et à la concentration ( c) de la 

substance dissoute, en accord avec l'équation : A = r; c b 

E = absorbance molaire ou coefficient d'extinction molaire, si b est exprimé en centimètres et 

c en moles par litre. » 

Les mesures ont été effectuées par rapport au même solvant: l'eau, avec un 

spectrophotomètre UV-visible monofaisceau CARY 50 (Varian). L'absorbance est mesurée 

dans deux cas : 

o Cas des solvants purs: nous traçons le spectre de 200 à 360 nanomètres (nm), 

en utilisant l'eau R comme liquide de référence. La courbe doit être lisse. Des 

mesures d'absorbance sont réalisées à des longueurs d'onde précises: 

o 240 nm (absorbance maximale: 0,40), 

o entre 250 et 260 nm (absorbance maximale: 0,30), 

o entre 270 et 340 nm (absorbance maximale: 0,10). 

o Cas des mélanges constitués: nous traçons le spectre de 200 à 360 mn, en 

utilisant l'eau R comme liquide de référence. Les absorbances entre 240 et 340 

nm ne doivent pas être supérieures de 0,05 à celle observées sur la même 

solution à To. 
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Cette plage de longueur d'onde a été choisie pour détecter les solvants organiques et 

les aromatiques pouvant être issus de la synthèse de ces solvants. Deux solvants sont utilisés 

comme phase organique et des maxima d' absorbance sont imposés par la Pharmacopée 

Européenne (16, 27): 

-L'acétonitrile: absorbance maximale de 0,009 entre 255 nm et 420 nm, 

-Le méthanol: 0,15 à 230 nm, 0,05 à 250 nm, 0.02 à 270 nm et 0,01 à 290 nm. 

1.4.6. Dosage HPLC 

Le dosage concerne trois témoins de substance de référence injectés chacun trois fois. 

Les paramètres chromatographiques retenus sont les suivants (7, 16, 27): 

) Temps de rétention : tR (avec moyenne et coefficient de variation) 

Il est défini par la position du maximum du pic dans le chromatogramme. 

) Aire et Hauteur des pics 

Un pic peut être défini par sa surface A ou sa hauteur h et sa largeur à mi-hauteur wh 

ou sa hauteur h et sa largeur aux points d'inflexion W; (wh = 1, 18 wi). 

. (' 

/  \ W; 

~ ~ 

J '\ 
--·-=---/· l ~ ~~t,, 

Figure 6 -Pic chromatographique gaussien (w1i : hauteur à mi-hauteur, Wï: largeur aux points d'inflexion, 
tR : temps de rétention) ; d'après la Pharmacopée Européenne Sème Edition, 2.2.46. 

) Facteur de réponse : Rr 

Il est défini par : Rr = aire dans le logiciel Millenium (pe : prise d'essai). Le facteur 
pe 

de réponse doit avoir un coefficient de variation inférieur ou égal à 2% (norme interne). 
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> Facteur de symétrie ou de traînée As d'un pic 

w 
Il est donné par l'expression : As = ;;s 

Figure 7 -Facteur de symétrie 

-w0,05 : largeur du pic au vingtième de sa hauteur, 

-d : distance entre la perpendiculaire abaissée du maximum 

du pic et le bord d'entrée du pic au vingtième de sa hauteur. 

(d'après la Phannacopée Européenne 5ème édition, 2.2.46) 

Une valeur de 1,0 indique une symétrie totale (idéale). Il doit être compris entre 0,8 et 

1,5 (16). 

> Nombre de plateaux théoriques N 

Il représente la performance d'une colonne (efficacité apparente) : N = 5,54 (~J
 

11\ 

-tR : temps (ou volume) de rétention ou distance sur la ligne de base entre le 

point d'injection et la perpendiculaire abaissée du maximum du pic 

correspondant au composant considéré, 

-Wh: largeur du pic à mi-hauteur. 

Les valeurs de tR et Wh doivent être exprimées dans la même unité (de temps, volume 

ou distance). Le nombre apparent de plateaux théoriques dépend du composant considéré, 

ainsi que de la colonne et du temps de rétention. C'est un bon indicateur du vieillissement. 

> Coefficient de distribution massique Dm ou Facteur de capacité k' ou facteur de 
rétention k 

Il représente la capacité de rétention d'une colonne. Il est défini par: 

quantitédusolutédanslaphasestationnaire = Kc Vs 
Dm=----------------

quantitédusolutédanslaphasemobile V M 

-Kc: coefficient de distribution à l'équilibre (ou constante de distribution), 
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- Vs: volume de la phase stationnaire, 

- Viv1: volume de la phase mobile. 

Le coefficient de distribution massique d'un composant peut être déterminé à partir du 

chromatogramme, à l'aide de l'expression: Dm= tR - tM 
tM 

- tR : temps (ou volume) de rétention ou distance sur la ligne de base entre le point 

d'injection et la perpendiculaire abaissée du maximum du pic correspondant au 

composant considéré, 

- tM : temps (ou volume) de rétention ou distance sur la ligne de base entre le point 

d'injection et la perpendiculaire abaissée du maximum du pic correspondant à un 

composant non retenu («hold-up time » ). 

NB : la Pharmacopée Européenne ne donne aucune norme sur ces paramètres sauf pour le 

facteur de symétrie. 

1.5. Exigences de la Pharmacopée Européenne par rapport à la composition 

de la phase mobile (Pb Eur, 2.2.46, 76) : 

«Pour la proportion du solvant minoritaire, variation possible de 

± 3 0 pour cent en termes relatifs ou ± 2 pour cent en termes absolus 

(prendre la valeur la plus élevée des 2). 

Pour les autres composants, pas de variation supérieure à 10 pour cent en 

termes absolus. 

pH du composant aqueux de la phase mobile : ± 0,2 pH sauf indication 

contraire dans la monographie, ou± 1,0 pH pour l'examen de substances 

neutres. 

Concentration des sels du tampon entrant dans la composition d'une phase 

mobile:± 10 pour cent.» (Ph Eur, 2.2.46,76) 
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Cette définition permet d'avoir une marge d'erreur sur la composition de la phase 

mobile : en effet, la préparation est faite en volume et non en masse. 

2. Validation des durées d'utilisation des réactifs titres en solution 
Le titre d'une solution correspond au rapport de la masse du corps dissous à la masse 

totale de la solution. Le titre d'un réactif évolue dans le temps. Cela pose quelques 

problèmes : l'évaluation régulière du titre, un certain gaspillage de réactif lorsque celui-ci se 

périme rapidement (par exemple les solutions d'hydroxyde de sodium valables une semaine 

après ouverture d'un flacon ou préparation). 

2.1. Généralités sur les réactifs titrés et leur date de péremption 
2.1.1. Définition et préparation des solutions titrés selon la Pharmacopée Européenne 

Pour la volumétrie, la Pharmacopée Européenne indique sur les solutions titrées (16): 

• Elles sont préparées suivant les normes analytiques classiques et les appareils 

utilisés doivent être contrôlés, 

• Leur concentration est exprimée en terme de molarité (nombre de moles dans 

un litre : M), elle est déterminée par un nombre approprié de titrages 

(répétabilité (écart-type relatif) :S 0,2 pour cent), 

• Leur facteur de correction est au maximum de ± 10 pour cent. 

La vérification des solutions titrées est faite à partir des techniques décrites dans la 

Pharmacopée Européenne. Normalement, lorsque le dosage d'une substance est effectué par 

une méthode électrochimique, les solutions titrées sont étalonnées par la même méthode. 

2.1.2. Conduite du laboratoire vis-à-vis des réactifs titrés 

Un flacon de réactif non ouvert est utilisable jusqu'à la limite indiquée par le fabricant, 

ou deux ans en l'absence de mention. Après ouve1iure, le titre d'un réactif est considéré valide 
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pendant une semaine sauf exception. Avec des re-contrôles successifs, le réactif peut être 

utilisé pendant un an (à l'exception des solutions d'acide chlorhydrique 0,1 N, d'hydroxyde 

de sodium et de potassium valables une semaine). Au-delà d'une semaine (validité du titre) ou 

plus (en cas de recontrôles ), le réactif est détruit ou déclassé : il peut servir pour des 

opérations d'ajustement de pH ou des réactions d'identification. 

2.1.3. Avis du fournisseur de réactifs titrés prêts à l'emploi. 

Rappelons que les réactifs titrés utilisés au laboratoire sont de marques 11ERCK et 

VWR PROLABO. De façon général, les délais de péremption (flacons non ouverts) pour les 

acides et les bases sont de 3 à 5 ans et plus particulièrement pour les solutions titrées de 1 à 3 

ans. 

Ainsi après ouverture, le fournisseur suggère, sans engagement de sa part , les délais 

de péremption suivants : 

• Acides et bases : 7,2 à 30 mois 

• Solutions étalon, tampon et titres : 2,4 à 18 mois 

2.2. Protocole (annexe 2, page 89) 

La validation porte sur les réactifs titrés les plus couramment utilisés au laboratoire de 

contrôle physico-chimique : acide chlorhydrique 0, lM, hydroxyde de sodium 0, 1 M, nitrate 

d'argent O,IM, acide perchlorique O,lM, édétate de sodium O,lM, thiosulfate de sodium O,lM 

et nitrate mercurique O,lM. Le chlorure de benzéthonium 0,004 M est en plus, c'est un réactif 

peu utilisé mais qu'il serait intéressant de pouvoir conservé un mois. L'étude s'est déroulée 

sur une période de 4 semaines à JO, JI, J2, J3, J4, JlO, J15, J20, J25 et J30, par titrage des 

solutions. 

Les méthodes utilisées sont celles décrites dans la Pharmacopée Européenne 5ème 

édition ou des méthodes internes au laboratoire (dosage à la burette ou potentiométrique). Les 
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substances étalons sont identiques à celles utilisées par le laboratoire lors des titrages de 

routine. 

La détermination du titre a été faite à partir de trois titrages indépendants, avec calcul 

de la valeur moyenne et du coefficient de variation. Ce dernier doit être inférieur ou égal à 0,5 

%. La norme de la Pharmacopée Européenne (0,2 %) est difficilement atteinte dans la plupart 

des titrages. De plus, la limpidité des solutions était surveillée. 

2.3. Rappels sur les méthodes de détermination 

L'analyse titrimétrique (ou analyse volumétrique) est une analyse chimique 

quantitative basée sur la détermination du volume d'une solution de concentration connue 

avec précision (solution étalon ou solution titrante) qui est nécessaire pour réagir 

quantitativement avec un volume donné d'une solution de substance analysée (solution titrée) 

(6). Connaissant l'équation chimique correspondante et les masses moléculaires relatives des 

réactifs, on calcule la masse de substance titrée à partir de la solution étalon utilisée. 

En analyse titrimétrique, on trouve quatre classes de réactions : de neutralisation, de 

formation de complexes, de précipitation et d' oxyda-réduction. Les trois premières reposent 

sur la combinaison d'ions tandis que la quatrième implique des changements d'état 

d'oxydation. 

Dans une analyse titrimétrique, une réaction doit remplir les conditions suivantes : 

• Simple, exprimée par une réaction chimique (réaction complète dans des proportions 

stoechiométriques), 

• Relativement rapide (ajout possible d'un catalyseur), 

• Modification d'une propriété physique ou chimique de la solution au point équivalent, 

• Disposition d'un indicateur visuel permettant l'obtention précise du point équivalent 

(couleur ou formation d'un précipité). 
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Dans le cas où aucun indicateur n'est disponible, ce point peut être détecté d'autres 

techniques : titrages potentiométrique, coulométrique ou ampérométrique. 

2.3.1. Titrage à la burette 

La solution étalon est habituellement ajoutée à l'aide d'une burette jusqu'à réaction 

complète (6). Le point d'équivalence théorique ou stoechiométrique est détecté par un 

changement physique dû à : 

- la solution étalon elle-même, 

- à l'addition d'un agent auxiliaire (indicateur), 

- ou encore par mesure physique (pH par exemple). 

Lorsque la réaction est pratiquement complète, l'indicateur doit permettre d'observer 

visuellement un changement net (couleur, turbidité). Dans un titrage idéal, ce point 

d'équivalence apparent doit correspondre au point d'équivalence stoechiométrique. 

L'indicateur et les conditions expérimentales doivent être choisis de sorte que la différence 

entre le point de fin de titrage et le point d'équivalence stoechiométrique soit la plus petite 

possible. 

Les réactifs titrés à la burette sont : 

• L'édétate de sodium 0,1 M (EDTA), 

• Le thiosulfate de sodium 0, 1 M, 

• Le chomre de benzéthonium 0,004 M. 

2.3.2. Titrage potentiométrique 

Dans un titrage potentiométrique, on mesure le potentiel d'une électrode indicatrice en 

fonction du volume ajouté d'un réactif titrant(6). Le point d'équivalence de la réaction peut 

être détecté par un changement bmtal des valeurs de la force électromotrice en fonction du 
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volume de la solution titrante. L'une des deux électrodes doit garder un potentiel fixe ; la 

seconde, qui indique les changements de concentration ionique, doit répondre rapidement. La 

solution de l'analyte doit être agitée pendant toute la durée du titrage. 

De façon générale, le point de fin de titrage peut être facilement obtenu en examinant 

la courbe de titrage, ainsi que celles des dérivés primaire et seconde qui en sont déduites. Une 

courbe de titrage a généralement la même forme qu'une courbe de neutralisation d'un acide : 

en forme de S. Le point d'équivalence ou point de fin de titrage correspond au point 

d'inflexion de la courbe. 

Les potentiomètres déterminent le point d'équivalence en suivant la variation soit de la 

dérivée première (dE/dV en fonction de V) soit de la dérivée seconde (d2E/dV2 en fonction de 

V) (15, 28). Si on trace les courbes de ces dérivées, celle de dE/dV présente un maximum au 

point d'inflexion de la courbe de titrage; et d2E/dV2 est égale à zéro. 

~ .20000 1-
:;, 8 10000 1 
~ m i w .g 0 ... 
~ > . î 
. .,, -1000(} 1·-· U~ 

E 
-20000 -· 

22:,0 ?2,5 23.0 23,5 

V(mL) 

_I 
24,0 

Figure 8 -Titrage potentiométrique -localisation des points de fin de titrage (d'après Analyse Chimique 
Quantitative de Vogel, 346) 
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Les réactifs titrés par potentiométrie sont : 

• Acide chlorhydrique 0, 1 M, 

• Hydroxyde de sodium ou soude 0, 1 M, 

• Nitrate d'argent 0,1 M, 

• Nitrate mercurique 0, 1 M, 

• Acide perchlorique 0, 1 M. 

Au laboratoire, les titrateurs (titrateurs potentiométriques Titrando (Metrohm)) 

déterminent automatiquement les volumes à délivrer lors du titrage. Ils fonctionnent en mode 

dynamique : l'incrément de volume dépend de la pente de la courbe. Des incréments 

relativement grands sont distribués dans la paiiie plate de la courbe. Dans la région du point 

équivalent, ils sont plus petits. L'évaluation du point équivalent est basée sur le passage par 

zéro de la dérivée seconde. 

NB : impossibilité d'utiliser le même appareil durant toute l'étude: indisponibilité ou panne 

2.4. Expérimentation 
2.4.1. Titrage par dosage à la burette 

Les méthodes employées sont celles décrites dans la Pharmacopée Européenne (16, 

27) . 

•!• Edétate de sodium 0,1 M ou acide éthylènediaminetétraacétique: 

Le dosage est une réaction de formation de complexe (5, 6). Il comporte la préparation 

de la solution étalon de zinc puis le dosage complexométrique du zinc par l'EDTA 0, 1 M 

permettant de déterminer le titre de ce dernier. 

o Préparation de la solution étalon : 

« Dissolvez 0,120 g de zinc RV dans 4 ml d'acide chlorhydrique RI et ajoutez 0,1 ml 

d'eau de brome R. Eliminez l'excès de brome par ébullition. Ajoutez de la solution diluée 
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d'hydroxyde de sodium R jusqu'à réaction faiblement acide ou neutre et effectuez le dosage 

du zinc par complexométrie (2.5.11). » 

Le zinc est mis en contact avec de l'acide pour passer de la forme métallique Zn à la 

forme ionique Zn2+ : 

Zn !:; Zn2+ + 2e-

2H+ + 2e- !:+ H2 î 

Zn + 2H+ !:t Zn2+ + H2 

Pour être sûr que le zinc soit sous forme ionique (Zn2+), il est mis en contact avec de 

l'eau de brome (Br2). Ainsi, tout le zinc oxydé peut réagir avec l'EDTA: 

Br2 + 2e- !:t 2Br" 

Zn !:t Zn2+ + 2e-

Zn + Br2 !:; Zn2+ + 2 Br" 

o Dosage complexométrique du zinc : 

« Dans une fiole conique de 500 ml, introduisez la solution prescrite et complétez à 

200 ml avec de l'eau R. Ajoutez 50 mg environ de mélange composé au xylénolorange R et 

de l 'hexaméthylènetétramine R jusqu'à coloration rose-violet. Ajouter 2 g 

d 'hexaméthylènetétramine R en excès. Titrez par l 'édédate de sodium 0, 1 M jusqu'à virage du 

rose-violet au jaune. » 

Le mélange composé au méthylorange est composé d'une partie de xylénolorange R 

avec 99 parties de nitrate de potassium R. Le xylénolorange est violet en présence d'un cation 

métallique M2+ et jaune lorsqu'il est libre à pH voisin de 5. L'hexaméthylènetétramine ou 

hexamine permet de se positionner à un pH supérieur à 5 afin qu'elle se combine avec les ions 

Zn2+ et ainsi avoir une solution rouge-violet. Lors de l'addition d'EDTA (H2Y2"), les Zn2+ se 

dissocient du xylénolorange, la solution devient jaune. 

o Réaction : Hi Y 2· + Zn 2+ !:; [ZnH2 Y] 
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o Calcul du titre : la Pharmacopée Européenne indique que I ml d' édétate de 

sodium O,I M correspond à 6,54 mg de Zn. 

•!• Thiosulfate de sodium 0,1 M : 

o « Prélevez I 0, 0 ml de bromate de potassium 0, 033 M (KBr03), ajoutez 40 ml 

d'eau R, IO ml de solution d'iodure de potassium R (KI) et 5 ml d'acide 

chlorhydrique Ri. Titrez par la solution de thiosulfate de sodium en présence de 

1 ml de solution d'amidon Rajouté en fin de titrage. » 

Il s'agit d'une réaction d' oxyda-réduction entre le diiode (I2) et l'ion thiosulfate 

(S20/). Cette réaction comporte deux étapes: d'abord la formation de 12 (I) puis la réduction 

o Réaction: 

Brü3-+ 6e-~  2_02î 
2 

6r ~ 3h + 6e-

~  2_02î+I2 (I) 
2 

2 S203 2-~ S4oi-+ 2e-

I2 + 2e-~ 2r 

o Calcul du titre : la Pharmacopée Européenne ne donne aucune indication. 

Au laboratoire, nous utilisons la démarche suivante : 

1) Titre exact de la solution de bromate de potassium 0,033M: tBr = pe (g pour IL) 
I67 

2) Titre de la solution de thiosulfate de sodium 0, I M  : t = tBr x 60 / (V(Na2S203) x 0, I) 
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•!• Chlorure de benzéthonium 0,004 M 

o Le chlorure de benzéthonium a été titré selon la Pharmacopée Européenne le jour 

de sa fabrication (to): 

«Calculez la molarité de la solution en tenant compte de la teneur en C27H42ClN02 du 

chlorure de benzéthonium desséché, déterminée comme suit: dissolvez 0,350 g de la 

substance desséchée dans 30 ml d'acide acétique anhydre R et ajoutez 6 ml de solution 

d'acétate mercurique R. Titrez par l'acide perchlorique 0,1 Men présence de 0,05 ml de 

solution de violet cristallisé R. Effectuez un titrage à blanc. » 

Le chlorure de benzéthonium est un tensio-actif sous forme d'ammonium quaternaire. 

Pour des raisons pratiques, il sera noté ~  

cr 

Figure 9 -Formule développée du chlorure de benzéthonium (21) 

o Réaction: 

C'est une réaction de neutralisation en milieux non aqueux. L'acide acétique est un 

solvant amphiprotique. Il combine les propriétés protogènes et protophiles. En présence 

d'acide perchlorique, acide beaucoup plus fort, il accepte un proton (1) qu'il cède facilement à 

l'acétate mercurique (2). Ainsi les ions mercuriques (Hg2+) sont libérés, et peuvent se 

combiner avec les ions chlorures (Cr) du chlorure de benzéthonium (3). Et l'ion perchlorate 

se lie au benzéthonium ( 4). 

(1) CH3COOH + HCl04 !:; CH3COOH2 + + Cl04-

(2) (CH3C00)2Hg + 2 CH3COOH2 +!:; 4 CH3COOH + Hg
2
+ 
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(3) 2[XN+]cr + Hg2+ ~ 2[XN+] + HgCh 

( 4) [XN+] + c104- ~ [XN+] c104-

Le milieu est plus acide, et à l'équivalence, il atteint la zone de virage du cristal violet 

(0 à 1,6) qui passe du bleu-violet au jaune.Le titrage à blanc permet de connaître le volume 

d'acide perchlorique nécessaire à la neutralisation de la solution d'acétate mercurique. En 

effet, cette solution peut amener des ions acétate libres et des ions hydrogènes, et ainsi fausser 

le dosage. Ainsi, la réaction de neutralisation est la suivante : 

o Calcul du titre à t0 : la Pharmacopée Européenne indique qu' 1 ml d'acide 

perchlorique 0,1Mcorrespondà44,81 mg de C27H42ClN02. 

1. Calcul de la teneur en C21H42ClN02 du chlorure de benzéthonium desséché: 

448,lxtx (v-v0 ) x 100 
r=--------

pe 
avec 

;;.. r : pureté exprimée en % 

;;.. t : titre de l'acide perchlorique (M) 

;;.. v : volume d'acide perchlorique utilisé pour le dosage (ml) 

;;.. v0 : volume d'acide perchlorique utilisé pour le titrage du blanc (ml) 

;;.. pe: prise d'essai de la substance desséchée pour le dosage (mg) 

2. Détermination du titre de la solution : 
mxr 

Titre=----
448,1X100 

avec 

;;.. m : prise d'essai exprimé en g 

;;.. r : taux de pureté (%) 
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Puis, il a été titré à t0 + x jours en utilisant la méthode de dosage du laurylsulfate de 

sodium décrite dans la Pharmacopée Européenne (16,27) : 

«Dissolvez 1,15 g de laurilsuljate de sodium dans de l'eau R, en chauffant si 

nécessaire, et complétez à 1000,0 ml avec le même solvant. Prélevez 20,0 ml de solution, puis 

ajoutez 15 ml de chloroforme R et 10 ml d'indicateur mixte au bromure de dimidium-bleu 

suljan R. Titrez par le chlorure de benzéthonium 0, 004 M, en agitant énergétiquement et en 

laissant les phases se séparer avant chaque addition, jusqu'à disparition de la coloration de la 

phase chloroformique et apparition d'une coloration bleu-gris. » 

o Réaction: 

Noms des réactifs et notation entre parenthèses Formules dévelo1lpées 

Laurysulfate de sodium (LNa) 

Na· 

Bromure de dimidium (BrD): rouge en q""' solution ()- -
1 \ + Br 

H N/ -~
1

 2 3 

c:-,<" 
Bleu Sulfan (BS) : bleu en solution, jaune en 

, ~~  
milieu acide 

~ 1 
0 ~ 

~~  ·cl 
0 - 0 

1 

/ 

jt ~  
o' 'o- 1 

°"cH3 

Tableau V -Formules développées et notations des réactifs utilisés pour le titrage du chlorure de 
benzéthonium 0,004 M (22, 23, 24) 

NB : L'indicateur mixte au bromure de dimidium-bleu sulfan est jaune-vert (milieu acide) 

à cause du bleu sulfan. 
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Une partie du bromure de dimidium passe dans la phase chloroformique ce qui donne 

sa couleur rose. En effet, il est en excès par rapport au laurysulfate de sodium et reste en 

contact avec les ions bromures (Br} 

Le chlorure de benzéthonium entre en compétition avec le bromure de dimidium et le 

bleu sulfan. Il se fixe prioritairement et les deux composants de l'indicateur passe dans la 

phase chloroformique (neutralisation des charges par les ions bromures et chlorures présents 

dans la phase aqueuse). De plus, l'ajout de chlorure de benzéthonium alcalinise le milieu et le 

bleu sulfan prend la couleur bleu lors de son passage dans la phase organique. 

Calcul du titre à to + x jours : la Pharmacopée Européenne indique qu' 1 ml de 

chlorure de benzéthonium 0,004 M correspond à 1,154 mg d'alkylsulfates de sodium, calculés 

en C12H2sNa04S. 

Avec 

On utilise la formule d'équivalence : 

nl = n2H C1Vi = C2Vi 

);> C1 : titre du chlorure de benzéthonium (M) 

);> V1 : volume du chlorure de benzéthonium (ml) 

);> C2 : titre de la solution de laurylsulfate de sodium (M) 

);> V2 : volume de la solution de laurylsulfate de sodium (ml) 

);> m2 : masse de la prise d'essai de laurylsulfate de sodium (mg) 

);> M2 : masse molaire de laurylsulfate de sodium (288,4 g.mol"1
) 

Il faut tenir compte du taux de pureté du laurylsulfate de sodium (t(laurylsulfate)). 

Titre (Chlorure de benzéthonium 0,004 M) = m2 (mg) x t(law)1lsulfate) 
288,4 X V'i (mf) 
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2.4.2. Titrage potentiométrique 

•!• Acide Chlorhydrique O,lM (HCI) : 

o La méthode employée lors de l'étude est la suivante : 

«Dissolvez 100 mg de carbonate de sodium RV dans 50 ml d'eau. Titrez par l'acide 

chlorhydrique 0, 1 M. »Il s'agit d'une réaction de neutralisation. On parle aussi d'alcalimétrie, 

car la substance étalon est basique (inversement, si la substance étalon est acide, il s'agit 

d'acidimétrie). On utilise une électrode aqueuse. 

Et la formule utilisée par le titrateur est : Titre (HCl 0, 1 M) = J ~ 1 l  

Avec: 

~ pe : prise d'essai de carbonate de sodium en milligramme (mg) 

~ V: volume d'acide chlorhydrique 0, 1 M au point d'équivalence en millilitre 

(mL) 

Cette formule a été élaborée à partir de la Pharmacopée Européenne : 

« 1 ml d'acide chlorhydrique 0,1Mcorrespondà5,30 mg de Na2C03. » 

o La technique de la Pharmacopée Européenne (16, 27) est décrite ci-dessous : 

«Déterminez le titre d'après les indications correspondantes de la rubrique Acide 

chlorhydrique 1 M, sur 0,100 g de carbonate de sodium RV, dissous dans 20 ml d'eau R. » 

Dans cette rubrique, nous pouvons lire : 

«Détermination du titre. Dissolvez 1,000 g de carbonate de sodium RV dans 50 ml 

d'eau R. Ajoutez 0,1 ml de solution de méthylorange R et titrez par l'acide chlorhydrique 

jusqu'au début du virage au rouge-jaune. Chauffez alors à ébullition pendant 2 min. La 

solution devient jaune. Refroidissez et titrez jusqu'à coloration rouge-jaune. » 
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Cette technique n'est pas utilisée. La phase de chauffage est délicate. De plus le titrage 

potentiométrique est plus simple et plus rapide. 

•!• Hydroxyde de sodium 0,1 M (NaOH) 

o Technique potentiométrique 

«Dissolvez 100 mg d'acide benzoïque dans un mélange de 5 ml d'acide chlorhydrique 

Rl et de 50 ml d'alcool R. Titrez par l'hydroxyde de sodium.» Ici aussi, il s'agit d'une 

réaction de neutralisation. Comme la substance étalon est acide, il s'agit d'acidimétrie. On 

utilise une électrode aqueuse. 

o Réaction: 

C6HsCOO -+ H+ .!; C6HsCOOH (pk = 4,2) (1) 

H30+ + OH- .!; 2 H20 (pk =7 ) (2) 

Il y a donc 2 points équivalents. 
Tension (mV) 

Figure 10 - Courbe potentiométrique du titrage de l'hydroxyde de sodium 0,1 M 

o Calcul du titre : 

-+ C1 = C3V3 
(V1 -V2 ) 
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Avec: 

>- C1 : titre de NaOH (mol.L-1) 

>- V1 : volume de NaOH (L) au premier point d'équivalence 

>- V2: volume de NaOH (L) au deuxième point d'équivalence 

>- C3 : titre de la solution d'acide benzoïque(mol.L-1) 

>- V3 : volume de la solution d'acide benzoïque (L) 

>- m3: masse de la prise d'essai d'acide benzoïque (g) 

>- M3 : masse molaire d'acide benzoïque (122,12 g.moi-1) 

o Titre (NaOH ,1 1 , 1 ~~ (ml  

o Méthode de la Pharmacopée Européenne: 

«Titrez 20,0 ml de la solution d'hydroxyde de sodium par l'acide 

chlorhydrique 0, 1 M. Déterminez le point de fin de titrage par la méthode prescrite dans le 

dosage où l'hydroxyde de sodium 0,1 M est utilisé.» La potentiométrie permet de s'affranchir 

des erreurs d'appréciation du virage de l'indicateur par le manipulateur. 

•!• Nitrate d'argent 0,1 M: 

o La technique employée est une adaptation de celle prescrite dans la Pharmacopée 

Européenne : 

« Dissolvez 1 OO mg de chlorure de sodium RV dans 80 ml d'eau R. Titrez par la 

solution de nitrate d'argent 0,1 M.» C'est une réaction de précipitation. On utilise une 

électrode d'argent. 

En effet, dans la Pharmacopée Européenne (16, 27), la technique est la suivante : 

«Dissolvez 0,100 g de chlorure de sodium RV dans 30 ml d'eau R. Titrez par la 

solution de nitrate d'argent et déterminez le point de fin de titrage par potentiométrie (2.2.20). 
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1 ml de nitrate d'argent 0,1Mcorrespondà5,844 mg de NaCl. » 

o Réaction: Ag++ l ~ AgCli 

La courbe de dosage a l'allure suivante: 
Tension (m V) 

(ml) 

Figure 11 -Courbe potentiométrique du titrage du nitrate d'argent 0,1 M 

o Calcul du titre : 

On utilise la formule d'équivalence: n1 = n1H C1 Vi = C2Vi 

-; c 1 = c 2 v2 = m2 

V1 Mz"Vi 

Avec 

> C1 : titre de AgN03(mol.L-1) 

> V1: volume de AgN03 (L) 

> C2: titre de la solution de NaCl (mol.L-1) 

> V2: volume de la solution de NaCl (L) 

> m2 : masse de la prise d'essai de NaCl (g) 

> M2: masse molaire de NaCl (58,44 g.mor1) 

D'où la formule suivante: Titre (AgN03 0,1 M) = pe(mg) 
58,44 X Vi (mf) 

56 



•!• Acide perchlorique 0,1 M (HCI04): 

o Méthode de la Pharmacopée Européene : 

«Dissolvez 0,350 g de phtalate acide de potassium RV dans 50 ml d'acide acétique 

anhydre R, en chauffant légèrement si nécessaire. Laissez refroidir à l'abri de l'air et titrez par 

la solution d'acide perchlorique en présence de 0,05 ml de solution de violet cristallisé R. 

Notez la température de la solution d'acide perchlorique pendant la détermination du titre. Si 

la température à laquelle est effectué le dosage diffère de celle à laquelle a été étalonné 

l'acide perchlorique 0,1 M, le volume d'acide utilisé dans le dosage devient: 

t1 étant la température lors de 1' étalonnage et t2 la température du dosage ; Ve le volume 

corrigé et V le volume déterminé au cours du titrage. 

1 ml d'acide perchlorique 0,1Mcorrespondà20,42 mg de C8H5K04. » 

La méthode potentiométrique est plus simple et plus rapide à mettre en œuvre, de plus 

une hotte et un titrateur sont dédiés à l'utilisation de l'acide perchlorique. 

o Méthode potentiométrique 

«Dissolvez 350 mg de phtalate acide de potassium RV (KH(C8H40 4)) dans 50 ml 

d'acide acétique glacial (CH3COOH). Titrez par l'acide perchlorique 0,1 M.» On utilise une 

électrode anhydre. 

o Réaction: 

C'est une réaction de neutralisation en milieux non aqueux. L'acide acétique est un 

solvant amphiprotique. Il combine les propriétés protogènes et protophiles. En présence 

d'acide perchlorique, acide beaucoup plus fort, il accepte un proton (1) qu'il cède facilement 
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au phtalate acide de potassium (2). Cette base faible a donc ses propriètés basiques exaltées et 

peut être dosée par l'acide perchlorique. 

COOH COOH 
(2) C6ILi< + CH3COOH2 + !:+ C6Hi< + CH3COOH 

coo- COOH 

o Calcul du titre : nous utilisons la formule d'équivalence : n1 = n2 ~ C1 V1 = C2 V 2 

-+ ci = c 2 v2 = __!!!2:__ 
V, M2"Vi 

Avec 
-C1 : titre de HC104 (mol.L-

1
) 

-V1: volume de HC104 (L) 

-V2: volume de la solution de KH(C8H404) (L) 

- m2 : masse de la prise d'essai de KH(C8ILi04) (g) 

D'où la formule suivante: Titre ( ~~  ,1 , ~~ ~ml  

•!• Nitrate mercurique 0,1 M (Hg(N03)2) 

La solution de nitrate mercurique 0, 1 M n'est pas répertoriée dans la Pharmacopée 

Européenne. Le laboratoire utilise une méthode potentiométrique : 

« Dissolvez de 100 mg de chlorure de sodium dans 80 ml d'eau. Titrez avec le nitrate 

mercurique 0,1 M ». On utilise deux électrodes : une électrode de référence et une électrode 

de platine. 

0 Réaction : Hg2+ + 2cr !:+ HgCh 
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0 Calcul du titre: On utilise la formule d'équivalence: nl =_!_ n1 ~ C1V1 = _!_ C2V2 2 2 

Avec: 

-1 
- C1 : titre de Hg(N03)2 (mol.L ) 

- V1 : volume de Hg(N03)2 (L) 

- C2 : titre de la solution de NaCl (mol.L-
1
) 

- V2: volume de la solution de NaCI (L) 

- m2 : masse de la prise d'essai de NaCl (g) 

-1 
- M2 : masse molaire de NaCl (58,44 g.mol ) 

D'où la formule suivante: Titre (Hg(N03) 2 0,1 M) = pe(mg) 
2 X 58,44 X v; (m/) 
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3. Validation des durées d'utilisation des réactifs non titrés en 
solution 

Les réactifs non titrés sont nombreux et très utilisés dans les différentes monographies 

de la Pharmacopée Européenne, ainsi que dans les techniques internes au laboratoire. Ce sont 

les colorants, les indicateurs colorés, les solutions étalons pour essais limites, les révélateurs 

pour CCM, des acides ou des bases dont il n'est pas nécessaire de connaître le titre exacte et 

bien d'autres encore. Certains sont dotés d'essai de sensibilités, mais la plupart n'en ont pas. 

3.1. Protocole (annexe 3, page 92) 

L'étude est réalisée sur les réactifs non titrés en solution utilisés au laboratoire. Les 

tests de validité sont effectués sur les solutions périmées : étude rétrospective ou sur les 

solutions en cours d'utilisation : étude prospective sur une durée de trois mois. 

Deux cas se présentent : 

• Existence de tests de validité dans la Pharmacopée Européenne: « essai de sensibilité » 

• Non existence de tests de validité : comparaison des résultats obtenus avec la solution 

étudiée et une solution nouvellement préparée dans le cadre de la technique, de l'essai 

où elle est utilisée. 

Les solutions sont testées à t0, to + 1 mois, to + 2 mois et to + 3 mois. Dans le cas où 

une solution ne soit pas stable à to + lmois, une nouvelle solution sera préparée et testée à to, 

t0 + 1 semaine, to + 2 semaines et to + 3 semaines. 

3.2. Méthodes 
Dans un premier temps, l'étude a porté sur les réactifs les plus utilisés et comportant 

un essai de sensibilité dans la Pharmacopée Européenne (16, 27). Cela correspond à certains 

colorants et indicateurs colorés : 

o Solution de rouge de méthyle (Zone de virage: pH 4,4 (rouge) à pH 6,0 Gaune)). 

o Solution de rouge de phénol (Zone de virage: pH 6,8 Gaune) à pH 8,4 (rouge-violet)) 
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o Solution de vert de bromocrésol et solution de vert de bromocrésol dans l'alcool (Zone 

de virage : pH 3,6 Gaune) à pH 5,2 (bleu)) 

o Solution de méthylorange (Zone de virage: pH 3,0 (rouge) à pH 4,4 Gaune)) 

o Solution de bleu de bromothymol Rl (Zone de virage: pH 5,8 Gaune) à pH 7,4 (bleu)) 

o Solution de bleu de bromophénol (Zone de virage : pH 2,8 Gaune) à pH 4,4 (bleu-

violet)) 

o Solution de phénolphtaléine (Zone de virage: pH 8,2 (incolore) à pH 10,0 (rouge)) 

o Solution de thymolphtaléine (Zone de virage : pH 9,3 (incolore) à pH 10,5 (bleu)) 

o Solution de fuchsine décolorée 

Puis, pour augmenter le nombre de réactifs testés, une recherche de produits dont les 

identifications comportent des réactions colorées a été réalisée : 

o Solution de permanganate de potassium (10 g/L) 

o Solution diluée d'hydroxyde de sodium R 

o Solution de sulfate de cuivre R 10 g/l 

o Eau de brome 

o Acide sulfurique dilué R 

o Solution aqueuse d'hydroxyde de sodium 5% m/v 

o Solution de chlorure ferrique 5,2% m/v 

o Solution de chlorure de zinc iodée 

o Sulfate de cuivre R (125 g/l) 

o Nitrate d'argent R2 

Les essais de sensibilité et les réactions d'identification utilisés sont précisés en 

annexe (annexe 4, page 95). Chaque réactif peut être étudié en rétrospectif (réactif périmé mis 

de côté) ou en prospectif (réactif en cours d'utilisation ou préparé de novo ). 
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RESULTATS 
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1. Validation des durées d'utilisation des phases mobiles pour 
HPLC 

Je vais développer le cas du dosage de la substance M. C'est un système deux voies. 

Voici la composition de la phase mobile associée : 

• phase organique (77,5%) : Acétonitrile (PMOOOl), 

• phase aqueuse (22,5%): tampon pH 7,0 (Eau/Hydrogénophosphate de 

sodium 12H20 /Acide phosphorique 5% : PM0002, PM0006 et PM0007). 

1.1. Etude analytique 

1.1.1. Phase aqueuse: tampon pH 7,0 

• Aspect de la solution 

PM0002, PM0006 et PM0007 sont restées incolores et limpides tout au long de 

l'étude. Parfois quelques particules ont été observées. 

• pH 

Jours PM0002 PM0006 PM0007 

Ta 7,1 7,1 7,1 
Ta + 1 semaine 7,1 7,1 7,2 
Ta+ 2 semaines 7,1 7, 1 oubli 

Ta+ 3 semaines 7,1 7,1 7,1 

Tfinal 7,1 7,1 7, 1 

Tableau VI - Réca11itulatif des mesures de pH pour PM0002, PM0006 et PM0007 

Nous n'observons pas de variation supérieure à 0,5 unités pH Les tampons pH 7 

conservent leur pH pendant au moins 4 semaines. 

• Conductivité (cr) 

Afin d'interpréter les mesures de conductivité, nous avons tracé les graphes 

d'évolution du pH et de la conductivité en fonction du temps car tous deux sont fonction de la 

concentration en ions du tampon (annexe 5, page 98). 
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PM0002 PM0006 PM0007 
Jours cr .1.cr cr .1.cr cr .1.cr 
To 0,911 - 1,002 - 0,926 -
To + 1 semaine 0,745 0,166 0,836 0,166 0,882 0,044 
T o + 2 semaines 0,817 0,094 0,942 0,060 oubli -
T o + 3 semaines 0,866 0,045 0,947 0,055 0,940 -0,014 

Îtinal 0,860 0,051 0,991 0,011 0,954 -0,028 

Tableau VII - Récapitulatif des mesures de conductivité pour PM0002, PM0006 et PM0007 

Conductivité et pH peuvent avoir la même allure de courbe (cas de PM0002 et de 

PM0006). Parfois, leur évolution est inverse (cas de PM0007). Il est donc difficile de conclure 

sur la conductivité. De plus, la mesure de la conductivité est sujet à caution. 

1.1.2. Phase organique : Acétonitrile 

• Aspect de la solution : PMOOOI est restée limpide et incolore. 

• Indice de réfraction (x) : La variation de l'indice de réfraction est au 

maximum de 0,0008 par rapport à la valeur initiale (norme: ilx :S 0,0010). 

Jours X ilx 
To 1,3430 -
To + 3 jours 1,3433 -0,0003 

T0 + 1 semaine 1,3425 0,0005 

T0 + 2 semaines 1,3425 0,0005 

T0 + 3 semaines 1,3422 0,0008 
Tfinal 1,3428 0,0002 

Tableau vm - Indice de réfraction (X) et vaiiation (Ax) par rappmi à la mesure initiale (To) 

• Spectre UV 

Le spectre reste lisse sur toute la durée de l'expérience (annexe 6, page 100), et 

l' absorbance reste inférieure aux maxima imposés : 

Jours Absorbance (240 nm) 
TO 0,0492 
TO + 3 jours 0,0030 
TO + 1 semaine 0,0022 
TO + 2 semaines 0,0049 
TO + 3 semaines 0,0031 
T final 0,0078 

Tableau IX - Mesures d'absorbance à 240 mn de PMOOOl 
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1.2. Dosage HPLC 

Il est important de noter qu'il n'a pas été possible d'effectuer les dosages en utilisant 

un système chromatographique unique (chaîne et colonne). De plus, les standards utilisés 

comme témoins n'appartiennent pas toujours au même lot pour T0 et TfinaJ. La colonne est de 

type Spherisorb CN RP, SS, 4.6 x 150 mm. 

Ainsi, les conditions de dosage étaient les suivantes : 

Phases To Tfinal 
Témoin Chaîne Colonne Témoin Chaîne Colonne 

PMOOOl- D184 11 C696 D184 13 C696 PM0002 Lot 06110528 Lot 07010493 

PMOOOl- D184 11 C696 Dl84 11 C716 PM0006 Lot 07010493 Lot 07010493 

PMOOOl- D184 2 C696 Dl84 11 C716 PM0007 Lot 07010493 Lot 07010493 

Tableau X - Conditions de dosages de M (témoin, chaîne et colonne chromatograJJhique) 

Les rapports sur les dosages chromatographiques sont présentés en annexe 7 (page 

102). L'évolution des paramètres sélectionnés est résumée ci-dessous : 

Phases Temps de Aire Hauteur Nombre de Facteur de Facteur RF Dosages 
rétention plateaux symétrie de 
(minutes) théoriques (N: 0,8-1,5) capacité 

10,3--+9,8 364766--+ 14470 --+ 3787--+ 11,9 2717--+ 
PMOOOl- .,[, 356468 16758 6105 1,3--+ 1,5 --+ 11,3 

2662 conformes PM0002 .,[, t t t .,[, .,[, 

PMOOOl- 12,7--+14, 368452--+ 13926 --+ 5829--+ 1,1--+ 1,2 14,9--+ 2709 --+ 
PM0006 6 373643 20148 14390 17,3 2812 confonnes 

t t t t ~ t t 
PMOOOl- 9,3--+ 15,9 355266--+ 17819--+ 5808--+ 10,6 --+ 2691 --+ 14522 1, 1--+ 1,2 18,8 
PM0007 t 370967 18600 t t 2768 confonnes 

t t ~ t 

Tableau XI - Evolution des 1)aramètres chromatogra}Jhiques entre T0 et Tr.001 

Avec: 
- t : augmentation de la valeur du paramètre 

- .J, : diminution de la valeur du paramètre 

- ~ : équivalent 

- les dosages initiaux et terminaux de PM0001-PM0006 et PM0001-PM0007 ont été 

réalisés avec des colonnes différentes. 
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Rappelons que la Pharmacopée Européenne ne donne aucune norme sur ces paramètre, 

sauf pour le facteur de symétrie (0,8-1,5).Les variations des différents paramètres ne peuvent 

être imputées à l'évolution des phases mobiles. En effet, l'aspect des chromatogrammes à T 0 

et Tfinal est semblable. De plus, seules les phases PMOOOl et PM0002 ont bénéficié de la 

même colonne. Dans ce cas, les baisses du facteur de capacité et du temps de rétention 

montrent plutôt l'usure de la colonne qu'une évolution des phases. 

Les facteurs de symétrie sont dans les normes. Les coefficients de variation (CV ou 

%RSD) des facteurs de réponse (Rr) sont inférieurs à 2%. Donc le recouvrement entre témoins 

(rapport des Rr) est correct. Les coefficients de variation des Rr de T 0 et Tfinal sont les 

suivants: 

Phases CV des Rr (%) 
PMOOO 1-PM0002 1,3 
PMOOO 1-PM0006 2,3 
PMOOO 1-PM0007 1,9 

Tableau XII - Coefficients de variation des Rf par phase (PM0002, PM0006, PM0007) 

Les coefficients de variation des Rr sont calculés à partir des neuf valeurs du dosage 

initial et des neuf valeurs du dosage final : donc nous utilisons dix-huit valeurs. Ils sont 

inférieurs ou égaux à 2% (norme interne du laboratoire). Donc les dosages réalisés avec ces 

phases sont reproductibles. 

1.3 Conclusion 
Les phases mobiles utilisées dans le dosage HPLC de M peuvent être conservées 

pendant quatre semaines. 
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2. Validation des durées d'utilisation des réactifs titrés en solution 

Seul le cas du nitrate d'argent 0,1 M est traité. Les résultats numériques sont présentés 

en annexe (annexe 8, page 106). Ici sont présentées les étapes ayant permis d'aboutir: 

• à la non validation de durées d'utilisation, 

• et à la réévaluation des titres pour une prolongation de l'utilisation des réactifs  titrés 

selon leur évolution. 

2.1 Loi d'évolution du titre 

Dans un premier temps, la linéarité de l'évolution des titres est testée. Ainsi, nous 

traçons les graphes des titres en fonction du temps. Puis nous appliquons une régression 

linaire de premier degré en utilisant le logiciel Excel. Cependant, les coefficients de 

régression sont trop éloignés de 1. 

0 ,1010 

0,1008 

0,1006 

f 0 ,1004 
ci • 

Evolution du titre du nitrate d'argent 0, 1 M 

• 

• 
.§. 0, 1002 

~ 0 ,1000 ~~~ ~~~ ~ ~ ~~ ~~ 
• 0 ,0996 • 

•Lot 1 

•Lot 2 

.à Lot 3 

0,0994 ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 

0 5 10 15 20 25 30 35 

Jours 

y  = 2E-05x + 0,0998 

R2 = 0,3545 

y= -7E-06x + 0.1002 

R2 = 0,0903 

y  = 3E-06x + 0,0999 

R' = 0.0381 

Figure 12 -Graphique de l'évolution du titre du nitrate d'argent 0,1 M 

De plus, la recherche de valeur aberrante n'est pas concluante. L'application du test 

Dixon détecte des valeurs aberrantes ou isolées mais n'a pas permis d'éliminer les valeurs 

apparaissant visuellement aberrantes. L'application du test de Dixon aux données du Nitrate 
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d'argent est développée en annexe 9 (page 108) et la table de Dixon se trouve à  l'annexe 1 O 

(page 110). 

Dans le lot 1, une valeur aberrante a été détectée : 0, 1008. Cette valeur est supprimée. 

Si on refait le test de Dixon, il ne détecte aucune autre valeur aberrante. Voici le nouveau 

graphique: 

0 ,1002 J 
0 ,1001 1 

... 0 ,1000 i 
i 0,0999 ~ 
~ 0,0998 1 

0 ,0 997 

• 

Evolution du titre du nitrate d'argent 0,1 M 

Lot 1 

• 

• 

y  = 1 E-05x + 0 ,0998 

R2 = 0 ,4932 

0 ,0996 ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 

0 5 10 15 2 0 25 30 3 5 

Jours 

Figure 13 -Graphique de l'évolution du titre du nitrate d'argent 0,1 M sans valeur aberrante 

Nous notons une amélioration du coefficient de régression, mais ce n'est toujours pas 

satisfaisant. De plus, l'allure des graphes des trois lots n'est pas complètement similaire. 

L 'étude ne permettait pas d 'être dans des conditions de répétabilité et de 

reproductibilité au sens des méthodes de mesure ce qui peut expliquer ces résultats. La 

détermination du titre moyen sur une journée, par contre, se faisait dans les conditions de 

répétabilité. 

Puis, des régressions polynomiales de degré supérieur (2, 3 et 4) ont été envisagées 

afin de savoir si 1 'évolution des titres pouvait être régie par une loi plus complexe. L'exemple 

du nitrate d'argent O,lM est décrit en annexe (annexe 11, page 112). Il est apparu qu'un 

polynôme de quatrième degré était le plus adapté (obtention de coefficient de régression plus 

proche de 1). Mais ce type d'équation n'est pas aisé à manipuler et l'aspect des courbes peut 

être complexe. 
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Dans un deuxième temps, en tenant compte de la procédure spécifique de vérification 

des réactifs titrés et de l'aspect d'un certain nombre des graphes, les courbes d'évolution des 

titres sont divisées en deux parties : 

•De JO à J4 (un titre est valable une semaine), 

•De no à no. 

Après application d'une régression linaire, des équations plus ou moins satisfaisantes 

sont obtenues. 

Evolution du titre du nitrate d'argent 0, 1 M 

de JO à J4 

0,1004 _ .... 
- 0,1002 ------
"';" ~  ----
~ 0, 1000 -----.r==--.__, • 1 
E ~  
-; 0,0998 ~ , ~ J -j:: 0,0996 • 

+ Lot 1  y = 2E-05x + 0,0997 
R2 = 0,1698 

• Lot 2 Y= '7E-05x + 0.1 
~ = 0,416 

A.Lot3 y=-0,0001x+0.1002 
R:' =0.6376 

0,0994 +------,------.---,-----,------, 

0,1010 

0,1008 

~ 0,1006 

:::: 0 ,1004 
0 
E 0,1002 

!.!! 0,1000 

~ 0,0998 

0,0996 

0 2 3 4 5 
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Evolution du titre du nitrate d'argent 0, 1 M 

de J10 à J30 

+Lot 1 y= 5E-06x + 0,1001 

• R2 = 0,0123 

• •Lot 2 y "'-2E .. Q5x + 0.1004 
R2=0.1575 

A. Lot 3 y = 2E-05x + 0.0995 
• R2 = 0.9166 

0,0994 ~ ~ , 

0 5 10 15 20 25 30 35 

Jours 

Figure 14 -Evolution du titre du nitrate d'argent 0,1 M de JO à J4 et de JlO à J30 
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Cependant, nous n'avons pas obtenu des résultats similaires sur les trois lots de nitrate 

d'argent. De plus, à partir du dixième jour, l'évolution diverge et les coefficients de régression 

ne sont plus satisfaisants. 

Globalement, pour les autres réactifs titrés, nous avons retrouvé le même type de 

résultats que ceux du nitrate d'argent. Ainsi, on ne peut pas déterminer des dates de 

péremption précises. Nous constatons tout de même que les titres sont assez stables la 

première semaine : les coefficients f3 des équations obtenues (équation du type : y = f3x + a) 

sont très faibles (proche de zéro) et les constantes a sont du même ordre (0, 1 pour les réactifs 

de titre 0, 1 M ). 

Cette étude permet de confirmer qu'un titre est stable une semaine (CV< 2%) et qu'il 

doit être réévalué pour que le réactif soit réutilisé ultérieurement. Il est nécessaire de fixer des 

limites de variations du titre pour savoir si le réactif considéré est encore valable en tant que 

réactif titré. Une carte contrôle est le meilleur moyen de suivre l'évolution d'un titre. 

2.2. Elaboration d'une carte de contrôle 

Une réévaluation du titre à chaque nouvelle semaine d'utilisation est envisagée. Le 

nouveau titre moyen sera enregistré sur une carte de contrôle. S'il est hors des limites de 

contrôle, le réactif sera déclassé ou éliminé. Les réactifs rapidement consommés (HCl 0, lM, 

NaOH 0, lM) ne seront pas concernés. 

Cette carte de contrôle doit être simple d'utilisation et les limites de contrôle doivent 

être déterminées facilement. La carte de SHEWHART (8) est adaptée à la surveillance du titre 

moyen des réactifs. La détermination des limites de contrôle et le titre moyen correspondant à 

la ligne centrale se fait à partir : 

• de la première estimation du titre pour un réactif préparé, 

• du titre indiqué par le fabricant pour les réactifs prêts à l'emploi. 
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En utilisant les informations fournies par le fabricant (exactitude : 0,2% ), j ' ai fixé 

l'estimation sa de l' écart-type pour tous les réactifs titrés à 0,0002 M. On considère que lors 

de la détermination d 'un titre par le fabricant ou au laboratoire, la distribution des mesures est 

normale ou approximativement normale. Les méthodes utilisées ont été validées. De plus, on 

fixe le nombre de répliques no à 3. 

3s0 Ainsi, les limites de contrôle sont situées à soit 0,00035 de la ligne centrale. 
Fa 

Pour le nitrate d 'argent 0,1 M, le fabricant annonce un titre de 0,1000 M. Les limites de 

contrôle sont donc : 

• Limite de contrôle supérieure : Les = 0, l 000 + 0, 0003 5 = 0,1003 5 

• Limite de contrôle inférieure : Lei = 0, l 000 - 0, 0003 5 = 0, 09965 

On obtient la carte suivante : 

Carte de contrôle du titre du nitrate d'argent 0, 1 M 

0 ,10080 

0 ,10060 

- 0,10040 ,.. 

~ 0 ,10020 -g 0,10000 
F 

• ii .-
•• 

• 

• 
• 

• 

• 

• • 
- - -- - ...,.. _ 

• • • 

Les 

mo 

Lei 
0 ,09980 

0 ,09960 j. 
0 ,09940 ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ : 

0 10 20 30 40 

Jours 

• Lot 1 

• Lot2 

• Lot 3 

Figure 15 - Ca1ie de contrôle du nitrate d'argent O,lM : application aux trois lots étudiés. 

Nous observons que la plupart des valeurs sont comprises entre les limites de contrôle. 

En ne prenant pas compte des mesures de la première semaine, nous constatons que le nitrate 
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d'argent 0,1 M est utilisable pendant un mois (durée de l'étude), sauf pour le lot 2. Ces 

résultats confirment les pratiques expérimentales du laboratoire. 

2.3. Conclusion 

Il n'a pas été réellement possible de déterminer des durées d'utilisation. Nous avons 

pu confirmer la validité d'un titre pendant une semaine (conformité du coefficient de 

variation). Un suivi des réactifs titrés est nécessaire à la prolongation de leur utilisation. 

3. Validation des durées d'utilisation des réactifs non titrés en 

solution 

Tous les réactifs non titrés testés sont encore valides à trois mois lors de leur contrôle 

soit par l'intermédiaire des essais de sensibilité, soit par leur utilisation dans des réactions 

d'identification. 
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DISCUSSION 
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Nous constatons que nous ne pouvons pas parler réellement de validation de durée 

d'utilisation bien que l'étude des réactifs porte sur trois lots. Il s'agit plutôt d'une étude de 

stabilité mais pas au sens pharmaceutique du terme (durée de l'étude, température, stockage). 

De plus, il manque un certain nombre de conditions, notamment le contrôle de la température 

et des conditions de stockage en général. 

1. Validation des durées d'utilisation des phases mobiles pour 

HPLC 

On ne peut pas préjuger de la durée d'utilisation d'une phase surtout si c'est une phase 

aqueuse. Seules les phases organiques ont une stabilité suffisante, et leur validité est bien de 

quatre semaines. Cette première étude a mis en exergue certains problèmes : l'impossibilité de 

conserver un même système chromatographique notamment ce qui est préjudiciable au niveau 

du traitement des résultats. 

De plus, elle a permis de sélectionner les paramètres essentiels au suivi des phases 

mobiles, du point de vue analytique comme du point de vue des dosages I:-:IPLC. Quel que soit 

le type de phases, l'aspect analytique est primordial : c'est lui qui permet de savoir si les 

phases sont aptes à servir au dosage : 

• Pour les phases organiques: ce sont des phases stables dont l'aspect change peu. Elles 

sont plutôt caractérisées par leur indice de réfraction et par leur spectre UV. La 

Pharmacopée Européenne insiste sur ces caractères dans leur monographie. 

• Pour les phases aqueuses : l'aspect est essentiel, un trouble ou un précipité indique 

immédiatement que la phase n'est pas utilisable. Le pH varie peu mais il caractérise 

les tampons et les phases aqueuses dont le pH est précisé dans les techniques. La 

conductivité est variable selon la température et l'utilisation du conductimètre. Il est 
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plus important de s'appuyer sur le pH que sur la conductivité. Ce dernier paramètre ne 

sera pas pris en compte dans les études suivantes. 

• Pour les phases constituées : ce sont des mélanges de solutions aqueuses et 

organiques. Leur aspect peut donc évoluer selon la proportion de chaque solution. 

Indice de réfraction et spectre UV permettent de suivre les phases organiques. 

Nogueira et Serôdio (4) se sont attachés à vérifier la composition de la phase. 

Lors du dosage HPLC, la qualité de la phase mobile se ressent sur l'aspect du 

chromatogramme et sur les données quantitatives recueillies. L'influence de la phase se voit 

surtout au niveau du facteur de symétrie et du facteur de réponse. Les autres paramètres sont 

essentiellement des indicateurs de l'évolution de la colonne chromatographique utilisée 

(temps de rétention, nombre de plateaux théoriques, facteur de capacité) et de la durée de vie 

des détecteurs (aire et hauteur de pics). De plus, certains facteurs dépendent principalement de 

la prise d'essai (aire et hauteur). 

Ainsi, les paramètres à retenir sont : 

• Le facteur de symétrie qui doit être compris entre 0,8 et 1,5 (Ph. Eur.). C'est un 

paramètre de rejet. Un pic ayant une traînée trop importante donne un résultat 

quantitatif surévalué. 

• Le facteur de réponse qui doit avoir un coefficient de variation (% RSD dans les 

rapports d'analyse) inférieur ou égal à 2%. Ce facteur s'affranchit de la prise d'essai 

qui varie d'un témoin à l'autre. 

A titre indicatif, il est intéressant de conserver le temps de rétention et le nombre de 

plateaux théoriques pour suivre l'évolution de la colonne combinée à l'impact de la phase 

mobile. Il a été difficile de conserver la même colonne. 
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2. Validation des durées d'utilisation des réactifs titrés en solution 

La durée de conservation d'un réactif ouvert est fonction de beaucoup de paramètres 

dont la plupart ne sont pas contrôlables en laboratoire de routine. Il est difficile dans ce cas 

d'avoir une répétabilité et une reproductibilité satisfaisante (3,10). Alors, comment déterminer 

une durée réelle d'utilisation après ouverture et surtout quels outils utilisés alors que nous 

savons pertinemment que l'évolution d'un produit chimique ou même d'un médicament n'est 

pas linéaire? Une solution peut être d'observer à long terme les cartes de contrôle afin de tirer 

des conclusions plus nettes. 

Le protocole employé est similaire à celui de Nogueira et Serôdio (4) : une 

détermination périodique des titres de chaque solution avec une ouverture des flacons 

uniquement lors des mesures. La méthode est un peu différente : lors des titrations, trois 

mesures sont effectuées dans notre cas alors qu'ils réalisent un blanc. La périodicité n'est pas 

identique : tous les jours la première semaine et tout les cinq jours jusqu'au trentième jour 

contre une fois par semaine le premier mois et une fois par mois pendant sept mois et demi. 

La fréquence de détermination des titres est plus proche de la routine dans notre étude. 

La règle de décision est moins nette dans notre étude : nous n'avons pas fixé de limite 

à la déviation du titre: seulement un coefficient de variation maximum de 2 % par rapport à 

la valeur initiale. Nogueira et Serôdio (4) ont la même règle et suivent l'évolution du 

coefficient sur une carte de contrôle de Shewart. Dès que la fourchette des ± 2% est dépassée, 

le réactif est considéré non valable. Par contre, Ballerau, Merville, Lafleuriel et Schrive ne se 

contente pas de suivre le titre de l'hypochlorite de sodium, ils testent aussi son efficacité (1). 

Dans les deux études citées ci-dessus, les conditions de stockage et de température 

sont strictes. Par contre, ici, nous pouvons évoquer certains biais possibles lors de 

l'application du protocole ayant rendu plus difficile l'acquisition et le traitement des données: 
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- Pour certains réactifs (1' acide chlorhydrique en particulier), la substance étalon s'est 

avérée hygroscopique. Ainsi, une partie des résultats a été surévaluée. Aucune spécification 

n'est précisée sur cet état de fait dans les techniques du laboratoire. Par contre, les 

fournisseurs indiquent une phase de séchage avant l'utilisation de ces substances en 

volumétrie. Notons que la fréquence réelle d'utilisation des substances étalon est moindre que 

celle de l'étude. Dans la pratique courante, l'hydratation est moins rapide. 

- La pesée des prises d'essai était parfois difficile. En effet, les balances mettaient 

parfois du temps à se stabiliser. Ce problème peut être relié aux problèmes d'humidité à 

l'intérieur du laboratoire. 

- Les conditions de conservation des récipients n'étaient pas strictes, ni contrôlées 

(conservation des récipients fermés dans un placard sans contrôle de la température, ni de 

l'humidité). 

- Des contaminations peuvent avoir lieu par l'air et la verrerie lors de la détermination 

des titres. 

3. Validation des durées d'utilisation des réactifs non titrés en solution 

Le principe de vérification de validité de ce type de réactifs est simple : c'est le 

principe du tout ou rien. L'essai de sensibilité est positif ou négatif. En cas de négativité, les 

autres réactifs sont vérifiés à leur tour pour être sûr du résultat. 

La difficulté repose sur les réactifs ne possédant pas d'essai de sensibilité à la 

Pharmacopée Européenne et donc sur le choix de la réaction à mettre en œuvre. Une réaction 

avec un grand nombre de réactifs et/ou de manipulations est difficilement gérable en cas de 

négativité du test. 
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THESE SOUTENU PAR : Capucine PLANTE 

TITRE : De la difficulté à valider des durées d'utilisation de réactifs en solution 

CONCLUSION 

Les Laboratoires SOPHARTEX se heurtent à la même difficulté que de nombreux 

laboratoires pharmaceutiques : démontrer la qualité de leurs contrôles analytiques en prouvant 

la qualité de leurs réactifs. A la demande de l' AFSSAPS, le laboratoire de contrôle physico-

chimique a dû mettre en œuvrc des protocoles de validation des réactifs en solution. Trois 

types de réactifs sont étudiés actuellement : les phases mobiles pour HPLC, les réactifs titrés 

et les réactifs non titrés. 

Nous avons pu définir, si ce n'est une durée d'utilisation, au moms des critères 

auxquels doivent répondre les réactifs en solution pour être de qualité appropriée : 

• Phases aqueuses pour HPLC : aspect et pH, 

• Phases organiques et mélanges constitués pour HPLC : aspect, indice de réfraction et 

spectre UV, 

• Réactifs titrés : titre compris dans un intervalle défini, 

• Réactifs non titrés : positivité d'un essai de sensibilité ou d'une autre réaction. 

Les réactifs non titrés testés ont tous une durée d'utilisation de trois mois. Quant aux 

phases organiques et mélanges constitués destinés à l'HPLC, ils ont montré une stabilité 

minimum de quatre semaines. Dans certains cas, nous n'avons pas abouti à la détermination 

formelle d'Une durée d'utilisation : 

• Cas des réactifs titrés : leur évolution post ouverture ou post préparation n'est pas 

linéaire. Nous ne pouvons que surveiller leur titre régulièrement et les déclasser lorsque 

celui-ci est hors des limites fixées. 

• Cas des phases aqueuses pour HPLC : nous avons constaté une instabilité pour certaines 

phases. De telles phases sont donc à utiliser extemporanément. 

A terme, ces validations seront appliquées à tous les réactifs. Elles mettront en avant 

l'impo1tance des conditions de stockage et d'utilisation des réactifs en routine pour obtenir 

des délais d'utilisation compatibles avec les pratiques du laboratoire. 
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ANNEXE 3 
PROTOCOLE DE VALIDATION DES DUREES 
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ANNEXE4 
ESSAIS DE SENSIBILITE ET REACTIONS 

D'IDENTIFICATION UTILISES POUR VALIDER LES DUREES 

D'UTILISATION DES REACTIFS NON TITRES EN SOLUTION 
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Réactifs Essai de sensibilité (Ph Eur 5eme édition) 

Solution de A 0, 1 ml de solution de rouge de méthyle, ajoutez 1 OO ml d'eau exempte de dioxvde 
rouge de méthyle de carbone R et 0,05 ml d'acide chlorhvdrique 0, 02 M. La solution est rouge. Le 

virage au jaune de l'indicateur ne nécessite pas plus de 0,1 ml d' hvdroxyde de 

sodium 0, 02 M. 
Solution de A 0, 1 ml de solution de rouge de phénol, ajoutez 100 ml d'eau exempte de dio>.yde 
rouge de phénol de carbone R. La solution est jaune. Le virage au rouge-violet de l'indicateur ne 

nécessite pas plus de 0, 1 ml d' hvdroxvde de sodium 0 02 M. 
Solution de vert de A 0,2 ml de solution de vert de bromocrésol, ajoutez 100 ml d'eau exempte de 
bromocrésol et solution dioxvde de carbone R. La solution est bleue. Le virage au jaune de l'indicateur ne 
de vert de bromocrésol nécessite pas plus de 0,2 ml d'acide chlorhJ!.drique 0,02 M. 
dans l'alcool 
Solution de Mélangez 0, 1 ml de solution de méthylorange et 1 OO ml d'eau exempte de dioxyde 
méthylorange de carbone R. La solution est jaune. Le virage ou rouge de l'indicateur ne nécessite 

pas plus de 0, 1 ml d'acide chlorhJ!.drique 1 M. 
Solution de A 0,3 ml de solution de bleu de bromothymol RI, ajoutez 100 ml d'eau exempte de 
bleu de bromothymol Rl dioxyde de carbone R. La solution est jaune. Le virage au bleu de l'indicateur ne 

nécessite pas plus de 0,1 ml d' hvdroxvde de sodium 0 02 M. 
Solution de A 0,05 ml de solution de bleu de bromophénol, ajoutez 20 ml d'eau exempte de 
bleu de bromophénol dioxyde de carbone R et 0,05 ml d'acide chlorhydrique 0, 1 ~ La solution est 

jaune. Le virage au bleu-violet de l'indicateur ne nécessite pas plus de 0, l ml 

d' hvdroxvde de sodium 0 1 M. 
Solution de A 0,1 ml de solution de phénolphtaléine, ajoutez 100 ml d'eau exempte de dioxyde 
phénolphtaléine de carbone R. La solution est incolore. Le virage au rose de l'indicateur ne 

nécessite pas plus de 0,2 ml d'hydroxyde de sodium 0,02 M. 
Solution de A 0,2 ml de solution de thymolphtaléine, ajoutez 100 ml d'eau exempte de dioxyde 
thymolphtaléine de carbone R. La solution reste incolore. Le virage au bleu de l'indicateur ne 

nécessite pas plus de 0,05 ml d'hydroxyde de sodium O, l M. 
Solution de A 1,0 ml de solution de fuchsine décolorée, ajoutez 1,0 ml d'eau R, 0,1 ml d'alcool 
fuchsine décolorée exempt d'aldéhyde R, puis 0,2 ml d'une solution contenant 0,1 g/l de formaldéhyde 

CH20 (Mr 30,0). Il se développe une coloration rose pâle après 5 min. 
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Réactifs Réaction utilisé comme essai de sensibilité 
Solution de Identification C de l'éthanol à 96% (Ph. Eur 5ème édition): 
permanganate de Dans un tube à essai, mélangez 0, 1 ml de substance à examiner et 1 ml d'une solution 
potassium ( l 0 g/L) de permanganate de potassium R à 10 g/L, puis ajoutez 0,2 ml d'acide sulfurique dilué 

R. Couvrez immédiatement d'un papier filtre humecté d'une solution récemment 
préparée contenant 0, 1 g de nitroprussiate de sodium R et 0,5 g d'hydrate de 
pipérazine R dans 5 ml d'eau R. Après quelques minutes, il se développe une 
coloration bleu intense qui pâlit après 10-15 minutes. 

Solution diluée Identification D de l'éthanol à 96% (Ph. Eur 5ème édition) : 
d'hydroxyde de sodium A 0,5 ml de substance à examiner, ajoutez 5 ml d'eau R, 2 ml de solution diluée 
R d'hydroxyde de sodium R, puis lentement 2 ml d'iode O,OSM. Il se forme un prcipité 

jaune dans les 30 minutes. 
Solution de sulfate de Identification C du sulfate de polymyxine B (Ph Eur 5ème édition) : 
cuivre R 10 g/1 Dissolvez environ 2 mg de sulfate de polymyxine B dans 5 ml d'eau R. Ajoutez 5 ml 

d'une solution d'hydroxyde de sodium R à 100 g/L. Agitez et ajoutez, goutte à goutte, 
0,25 ml d'une solution de sulfate de cuivre R à 10 g/L en agitant après chaque 
addition. Il se développe une coloration rouge-violet. 

Eau de brome Identification F de J'alminoprofène : 
Dissolvez 0,01 g d'alminoprofène dans 5 ml d'éthanol R et ajoutez 4 gouttes d'eau de 
brome. La solution se décolore immédiatement. 

Acide sulfurique dilué R Identification C de l'éthanol à 96% (Ph. Eur s•m• édition) : cf solution de 
permanganate de potassium R à 10 g/L. 

Solution aqueuse Identification A (flavonoïdes) du concentré pour sirop d'orange amère: 
d'hydroxyde de sodium Prélevez 3 ml de matière première et complétez àlO ml avec de l'eau. Dans une 
5%m/v fraction de 5 ml, ajoutez quelques gouttes d'une solution aqueuse d'hydroxyde de 

potassium à 5% m/v. Comparez avec l'autre fraction de 5 ml. Une coloration jaune 
d'or se développe et vire rapidement à l'orange. 

Solution de chlorure Identification B (tanins) du concentré pour sirop d'orange amère : 
ferrique 5,2% m/v Prélevez 3 ml de matière première et complétez à 10 ml avec de l'eau. Ajoutez l 

goutte de solution de chlorure ferrique 5,2% m/v. Il apparaît une coloration brun-noir. 
Solution de chlorure de Identification A de la cellulose microcristaJline (Ph Eur s•m• édition) : 
zinc iodée Sur un verre de montre, placez environ 10 mg de cellulose microcristalline et 

dispersez dans 2 ml de solution de chlorure de zinc iodée R. La substance se colore en 
bleu-violet. 

Sulfate de cuivre R (125 Identification A du carmellose sodique (Ph Eur 5eme édition) : 
g/l) Identification A : A 10 ml de solution S, ajoutez 1 ml de solution de sulfate de cuivre 

R. Il se forme un précipité d'aspect cotonneux. 
Solution S: à 90 ml d'eau exempte de dioxyde de carbone R chauffée à 40-50°C, 
ajoute en saupoudrant et sous vive agitation une quantité de carmellose sodique 
correspondant à 1,0 g de substance desséchée. Continuez à agiter jusqu'à obtention 
d'une solution colloïdale. Refroidissez puis complétez à 100 ml avec de l'eau R 
exempte de dioxyde de carbone. 

Nitrate d'argent R2 Identification C du gentisate de sodium (Pharmacopée Française Xème édition) : 
Identification C : Prélevez 1 ml de solution S et complétez à 5 ml avec de l'eau. 
Ajoutez 1 ml de solution de nitrate d'argent R2. Il se forme un précipité blanc grisâtre 
virant au gris foncé en même temps que la solution brunit. 
Solution S : dissolvez 10 g de gentisate de sodium dans de l'eau exempte de dioxyde 
de carbone R préparée à partir d'eau distille et complétez à 100 ml avec le même 
solvant. 

Chlorure ferrique Rl Identification B du gentisate de sodium (Pharmacopée Française x•m• édition) : 
Prélevez 0,2 ml de solution Set complétez à 10,0 ml avec de l'eau. Ajoutez 0,05 ml de 
solution de chlorure ferrique Rl. Il apparaît une coloration bleu. 
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ANNEXE 5 
GRAPHES DU PH ET DE LA CONDUCTIVITE DE PM0002, 

PM0006, PM0007 EN FONCTION DU TEMPS 
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ANNEXE 6 
SPECTRES UV DE LA PHASE PM0001 (ACETONITRILE) 

UTILISEE DANS LE DOSAGE HPLC DE M 
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RAPPORTS DES DOSAGES HPLC DE MA To ET T FINAL 
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ANNEXE 8 
RESULTATS BRUTS DES REACTIFS TITRES EN SOLUTION 
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ANNEXE 9 
RECHERCHE DES VALEURS ABERRANTES PAR LE TEST 

DE DIXON SUR LES TROIS LOTS DE NITRATE D'ARGENT 

0,1 M 
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Lot 1 Lot 2 Lot 3 
i xi xi xi 
1 0,0997 0,0996 0,0996 
2 0,0998 0,0999 0,0997 
3 0,0998 0,0999 0,0999 
4 0,0998 0,1001 0,1000 
5 0,0998 0,1001 0,1000 
6 0,0999 0, 1001 0,1000 
7 0, 1000 0,1002 0, 1000 
8 0,1001 0,1003 0, 1000 
9 0, 1001 0,1003 0, 1001 
10 0,1008 0,1004 0,1001 

R=x10-X1 0,0011 0,0008 0,0006 
XrX1 0,0001 0,0003 0,0001 
X10-X9 0,0006 0,0001 0,0000 
dmax 0,0006 0,0003 0,0001 
Oobs 0,5758 0,3333 0,2353 
Q(5%) 0,412 
Q(1%) 0,527 

Les données ont été classées par ordre croissant, puis les valeurs suivantes ont été 

calculées: 

• L'étendue R de chaque lot : x 10 - x 1 

• Les différences : x2-x1 et X10-X9 

• Le maximum des différences calculées ci-dessus: dmax 

• Le quotient (statistique du test): Qobs = dmax 
R 

Qobs est comparé à la valeur critique au niveau de signification 5% et 1 % lu dans la 

table de Dixon pour un échantillon unique (annexe 10). On applique les règles de décision 

suivantes: 

• Si Qobs:::; Q(5%), il n'y a pas de valeurs aberrantes, 

• Si Q(5%) < Qobs:::; Q(l %), la valeur incriminée (x1 ou x10 dans ce cas) est une valeur 

isolée, 

• Si Qobs > Q(l %), la valeur incriminée (x1 ou X10 dans ce cas) est une valeur aberrante 

et elle est supprimée des valeurs. 

Une valeur aberrante est détectée dans le lot 1 : 0,1008. 
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ANNEXE10 
TABLE DE DIXON 

110 



111 



ANNEXE 11 
EXEMPLE DE REGRESSIONS POLYNOMIALES DE DEGRE 

2, 3 ET 4 APPLIQUEES AU NITRATE D'ARGENT 0, 1 M. 

Le polynôme de quatrième degré semble le mieux adapté (obtention de coefficient de 

régression plus proche de 1 ). Mais ce type d'équation n'est pas aisé à manipuler. 
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LE SERMENT DE GALIEN 
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TITRE : De la difficulté à valider des durées d'utilisation de réactifs en solution 

RESUME 

Le contrôle qualité fait partie intégrante de l'assurance qualité. Il permet de vérifier et 

de confirmer la qualité analytique et microbiologique des médicaments avant leur libération et 

leur vente aux consommateurs. 

La qualité des réactifs chimiques est primordiale pour assurer la justesse des résultats 

d' analyse fournis par les laboratoires de contrôle physico-chimique. Une erreur peut entraîner 

des conséquences dramatiques au niveau de la santé et au niveau économique pour les 

laboratoires pharmaceutiques. 

En cherchant à fixer une durée d'utilisation des réactifs en solution (titrés, non titrés, et 

phases mobiles pour HPLC), nous voulons justifier les règles internes de gestion des réactifs 

et ainsi satisfaire aux exigences de qualité des autorités et des clients internes et externes. 
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