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Résumé

Les métaux lourds sont des impuretés inorganiquegues qui existent dans notre
environnement.les efforts sont orientés pour misémnles taux de ces impuretés dans tous les
domaines : santé, environnement, alimentation. mddicament est le produit le plus controlé.
Sept procédés différents (A-B-C-D-E-F-G), toudalpharmacopée européenne peuvent étre
appligués. Seuls les procédés A, B et C qui sogéfaent cités dans les monographies des
substances.

Dans notre travail nous avons appliqué les ProcAddsB sur différentes matiéres premiere. La
spectrophotométrigdV-Vis peut donner plus d’efficacité pour le test desamétourds car elle

assure une meilleure tracabilité et une décisios daute.

Mots clés:

Métaux lourds, pharmacopée européenne, essais lired, solution examinée, solution témoin,
solution control, solution blanc, filtration, spectophotométrie.
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: Injection journaliére admissible
: Agence européenne d’évaluation des ptsduédicamenteux
: EIéments en traces métalliques
: Fabricant numéreau 1
: Fabricant numéreau 2
: Fabricant numéreau 3
. International conférence on harmotisa
. International standard organisation
: laboratoire National de contrdle des noadients
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: Métal sulfite
: Organisation mondiale des laboratoirexdntréle du médicament
: Organisation mondiale de la santé
: Pharmacopée européenne
: Programme international sur la sééukes substances chimiques
: Partie par billion
: Partie par million

. United state pharmacopeia
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Introduction

A nos jours, la démarche qualité est devenue uineitprdans tous les domaines d’activité.
Le domaine de la santé publigue n’échappe pasta égblution. Le Laboratoire National de
Contréle des Médicaments Marocain (LNCM) prend ésules mesures de contrle pour que
I'efficacité et la sécurité des médicaments soé@ceptables.

Le LNCM est l'autorité compétente au Maroc chartgsslrer le contréle de la qualité des
médicaments locaux ou importés. Le contrdle sestdn des protocoles internationaux en vigueur
(Ph Eu, USP...) avec la rigueur exigée par les nowheesbonnes pratiques du laboratoire. De plus
'amélioration, l'efficacité des tests d'expertigst parmi les objectifs visés pour assurer un
médicament parfaitement controlé.

Le médicament est un produit essentiel (efficaca)sdle traitement préventif ou curatif des
maladies. Il peut contenir parmi ses éléments doasts (principe actif + excipients) des
substances qui peuvent altérer son efficacité gnanter ses effets indésirables, parmi les quelles
les impuretés et plus spécialement les métaux $ou@ks impuretés présentent un danger
remarquable pour la santé.

Donc quelles sont les procédures utilisées pouptitidsation et la recherche des métaux lourds

dans la matiére premiére médicamenteuse seloratanplcopée européenne ?

Le présent travail rassemble trois chapitres esdgnt

 Le premier chapitre présente I'organigramme de riatoore national du contréle de
médicament

* |e deuxieme chapitre présente la partie documentiins laquelle nous avons effectué une
étude descriptive sur les métaux lourds, leurscit®d et normes qui gérent leurs teneurs
dans les médicaments. Nous avons mis le point auprbblématique qui englobe la
définition et la liste des métaux lourds également.

* Le troisieme chapitre présente la partie pratiquayeique dans laquelle nous avons réalisé
une étude approfondie sur les procédés de la plbap®a européenne pour la recherche des

métaux lourds.
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Chapitre |
Présentation du laboratoire

National de Controle

Des Médicaments

|- Présentation de la Direction du Médicament et d la Pharmacie
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La direction du médicament et de la pharmacie ackté en 1969 par Décret n°2172-373 du 24
avril 1974 qui fixe ses prérogatives. LNCM est dingsion de la DMP, elle est Inscrite sur la liste
des laboratoires officiels de 'OMS. Le Laboratoirational de contréle des médicaments est un
Membre observateur de la Pharmacopée Européenmebidealu réseau des laboratoires nationaux
européens du contrdle des médicaments, puis atzrpdr le réseau EDQM (Direction Européenne
de Qualité des Médicaments) depuis 2007.
La direction est composée de deux divisions :visiin de la pharmacie

-division du Laboratoirafibnal de Contrble des

Médicaments (L N C M).

A- Division de la pharmacie
Elle Fixe le cadre des prix des meédicamentdes spécialités pharmaceutiques, Assure le

contrble technique et de qualité dans le cadra diggislation et de la réglementation en vigueur en
se basant sur les résultats des expertises angdgtiet documentaires fournis par le LNCM, elle
Etablit et met a jour la liste des médicamentsrdgse et assure le contréle de qualité, Coordonne,

anime, encadre, et évalue l'activité, Veille a tanfation continue des cadres et agents de la

division, et assure le suivi des relations de Vasdin.

B- Division du Laboratoire National de Contréle desMédicaments
1-Missions
* Expertise et contrdle analytigue des médicamentii¢ne premiére et produit fini), des
dispositifs médicaux et de tout autre article asé 'usage de la médicine humaine.
* Evaluation de la documentation chimique, biologigete pharmaceutique des produits

pharmaceutiques.

2- Ressources humaines
Selon une enquéte : 18 pharmaciens, 38 docteusstiicjues, 5 ingénieurs, 20 préparateurs en

pharmacie, 4 techniciens de laboratoires, 3 sestat 5 agents de service.

3-Structure
Le Laboratoire National de Contréle des Machents (LNCM) abrite quatre services et cing

unités qui sont :

Projet de fin d’étude : Master : Chimie des MolésuBio-actives, Faculté des Sciences et Technigess



rstres | Recherche des métaux lourds dans les substancé&samédteuses R —

» Service Assurance Qualité

* Service de Normalisation et Dispositifs Médicaux
* Service des Essais Biologiques

* Service Physico-chimique

* Unité de Management Qualité

* Unité Métrologie

* Unité de réserve

* Unité d’Informatique

* Unité de Sécurité

4-Organigramme de la division du LNCM

Division du Laboratoire National de Controle des Méicaments

Unité Métrologie Unité Assurance QuaIEé

Unité d’'Informatique Réserve

Microbiologiques

des dossiers
d’ ADSP

et de Répartition

Physico-chimiques oxicologiques

et d’Enregistremen

Sanitaire :- vaccins etSérums.

RéclamationsVigilances

Pharmaco techniqu

dio (PA et PF importés) Biotechnologie
Pharmaceutiques

Figure 1 : Organigramme de la direction des médicaments et de la pharmacie
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4-1 : Service physico-chimique

4-1-1 : Mission

I a pour mission le contrble documentaire et sutrt@nalytigue des spécialités
pharmaceutiques (matiéres premieres, produitsdint®nditionnement.

4-1-2 : Activités
- Exécution des essais physico-chimiques et dés gaseniques et le contréle par rapport aux
normes de qualité avec l'objectif de fournir unesdacientifique a toute décision d’ordre
technique, administratif ou juridique.
-Formulation des résultats des tests dans degprmrbaux, analyse des anomalies constatées
et formulation des recommandations concernantlgsssa donner.

4-1-3 : Organigramme du service physico-amique

Cﬁef'([e Service = Correspondant qualité

Adjoint du Chef de Service -|

Expertises analytiques et Documentaire Répartition et suivi

Médicaments

Shll i Radio-Pharmaceutiques

Techniques

Techniques de
Physico-chimiques

Pharmacotechnie

Techniques Physiques Techniques chimiques

Granulation laser } HPLC Karl Fischer
DSC 1 IR et Potentiométrie Dissolution
Point de fusion m CPG Désagrégation

Point de golte = UV VISIBLE Préparations Durée

Conductimétrie Photometriea flamme Friabilité
Réfractométrie b Osmométrie

Polarimétrie ICP
Viscosimétrie:Y
Densimétrie
Microscopie

Radiochromatographie
Spectrométrie y chaine Nal(Tl) :
Activimétrie
Fluorimétrie

Figure 2. Organigramme de laboratoire National de Contrékerdédicaments

et de la pharmacie

Projet de fin d’étude : Master : Chimie des MolésuBio-actives, Faculté des Sciences et Technigess



Recherche des métaux lourds dans les substancé&sameédteuses [P —

4-1-4 : Référentiels de travail au seinudaboratoire

Pharmacopée européenne (principalement), USEhsRh Pharmacopée) , guidelines ICH,

directives européennes et de 'OMS, et circulaihesninistere de la Sante.

4-1-5 : Les principaux tests réalisés par le see physico-chimique

Les tests physico-chimiques utilisés pour vérifgequalité des médicaments (matieres premieres et
produits finis) sont

a-Tests d’identification

Les tests d'identification appelés aussi des aeslgsialitatives servent a vérifier l'identité de la
substance analysée dans un échantillon. Ils censisbrmalement a vérifier une caractéristique de
I'échantillon (p. ex. ses propriétés spectrales, ca@racteres chromatographiques, sa réaction

chimique, etc.) avec celle d'un étalon de référence
b-Tests de dosage et de pureté (physique, chimique, isométrique)

Le dosage est la détermination avec exactitudexndeneur de principe actif. La méthode utilisée

doit montrer une justesse et une fidélité pouratétdes faibles teneurs d’'impureté

c- tests galéniques

Pour vérifier la qualité de produit fini des teg&déniques sont effectués
*dissolution
*désagrégation
*dureté

*friabilité
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| : Généralités sur les Métaux
1-Définition

Par définition un métal est une matiére naturéd@lus souvent, son origine est un minerai.

Il possede des caractéristiques particulieres :

- Il est doté d'un éclat particulier.

- C’est un bon conducteur de chaleur et d'élet#rici

- Il possede des caractéristiques de dureté retadiéabilité,

- En contact avec les acides donne un sel, ebstact avec 'oxygéne donne un oxyde excepté les
métaux nobles

- Il se combine ainsi aisément avec d'autres é&ngour former des alliages utilisables dans
l'industrie,

- Il se transporte, change de forme chimique, maise détruit pas.

En chimie, dans le classement périodique on disérpis familles essentielles :

*Les métaux qui constituent la plupart des élémehisiques

*Les métalloides

*Les non métaux

En effet, les métaux lourds ne sont pas tous désuxéde plus les métaux ne sont pas tous classeés

dans les métaux lourds.

"""""" Laﬂjusparf
- cles eléements
ﬂ . ClrumiGoes sord oes

- mietgrx

@ —_— @.-u-
s 'Na Mg e Wb Wb W Yitb - Vb b Nk B-
2k Ba B H RO Fin Bo@o
sRb Sr % o Tec Ru Rh ) n Xe
e ._l’-lf"'fh"?ﬂ"ﬁe’&a"lr Pt Au. -l Bo] At Bn

7

¢ IFr

&BrﬁdgmgmgungbDyﬁogr*’mYb Lu

l_'l’h Pa _Np Pu AmCmBk Cf Es FdeNo_Lr
Figure 3: les éléments chimiques connus comme métal
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Légende :

* : Un métalloide est un élément qui combine certaicesctéristiques du métal et d'autres

Caractéristigues opposées, l'absence de condéctlgctrique par exemple. L'arsenic est un
métalloide.

** . Le cercle indique les éléments cités commeidogs pour 'homme et I'environnement dans

divers documents)

2. Probléme d’appellation « Les métaux lourds

Dans un grand nombre de références, les métauddamont les éléments métalliques naturels,
meétaux ou dans certains cas métalloides caractgraséune masse volumique €levée, supérieure a
5 g/cm3. On retrouve dans certaines publicatiocgeanes I'appellation de « métal pesant ». Selon
P.Ragho dans «inorganic impureties-heavy metatkisiny perspective 2008 », 41 éléments
correspondent a cette définition générale auxdufgat ajouter cing métalloides voir figure 3.
Cependant cette appellation suscite une grandeisd$isn entre les auteurs car certains métaux
toxiques ne sont pas particulierement « lourdsmrae le zinc. En contre partie, certains éléments
toxiques ne sont pas tous des métaux comme l'arpaniexemple. Cette problématique est décrite
dans le rapport de Sénat francais. Par cettaaritak L'appellation métaux lourds est cependant

une appellation courante qui n'a ni fondement sifigne, ni application juridique .

3. Appellation « ETM : éléments en traces métalliges»

Les métaux lourds existent dans I'air, 'eau etdé mais en général en quantités tres faiblesdiOn
gue les métaux sont présents « en traces ». llsaamsi « la trace » du passé geéologique et de
l'activité de 'nomme. Pour cette raison, la plumghes scientifiques conferent aux métaux lourds,
I'appellation « éléments en traces métalliquesPiVHEOU par extension « éléments traces ». Cette
derniére appellation semble étre plus proche aappellation juste. Mais elle n'est pas encore
adoptée, et I'appellation métaux lourds reste U pbnnue.
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4. Probléme de la liste des métaux lourds

A cause de I'absence d’'une définition scientifigies métaux lourds, les autorités réglementaires se
sont trouvées dans une difficulté pour définir lise unique pour les métaux a effet néfaste sur

'environnement et ’lhomme. : 7, 9, 10, 12 ou 15tam&? Dans son rapport sur les éléments en
France, I'Académie des Sciences ne prend en coasaé que neuf éléments, classés en «

eléments en traces ». En conclusion, « La réglaatientn'est donc d'aucun secours et contribue
méme a entretenir I'ambiguité » citation tirée apport de Sénat francais.

Dans le domaine pharmaceutique, entre la pharmacepéopéenne et américaine a ce niveau

encore nous ne trouvons pas un accord. Pour élusatte différence, le tableau suivant donne les

éléments classés en traces métalliques dais Eu et 'USP®

Spécificat USP + Ph. Eu

NOM Symb. NOM Symb. Limites
1 Plomb Pb 6 Etain Sn Max 20
2 Mercure Hg 7 Cadmium Cd ppm
3  Bismuth Bi 8 Argent Ag
4 | Arsenic As 9 Cuivre Cu
5 Antimoine Sb 10 Molybdene Mo

Ph EU spécification

11 Vanadium \% Max 20 ppm
12 Palladium Pd
13 Platine Pt
14 Or Au
15 Ruthénium Ru

Tableau 1: Liste des métaux lourds selon la monografhie

5. Toxicité des métaux lourds

Aujourd’hui les métaux lourds sont présents dansenalimentation quotidienne. Il devient tres

difficile d’éviter I'exposition a ces éléments spandus dans notre environnement. Il est connu que
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les métaux a des concentrations bien définiesdembligo-éléments indispensables a la vie comme
le fer, le cuivre, le nickel, le chrome....D’une mexe générale, 'empoisonnement par les métaux
lourds se traduit par le phénomeéne de la bioacationl Par définition, ledit phénoméne est le
processus d'assimilation et de concentration déasuxdéourds dans l'organisme.

La bioaccumulation est un processus par lequelrganisme vivant absorbe une substance a une

vitesse plus grande que celle avec laquelle gjiette V (entrées) > V (sorties)

6. Toxicité chronique ou Aigue

En regle générale, la toxicité aigue est génératemaee. Par contre la toxicité chronique peut avoi
lieu en donnant des syndromes ambigués comme alldentéte, la fatigue, paleur, vertige, manque
de concentration, troubles digestifs, constipationSouvent ces syndromes sont mal diagnostiqués
et entrainent une maladie chronique par fois skerse.

D’une maniére résumée on peut citer les princigdangers des métaux lourds sur la santé dans les
points suivants:

-lls remplacent ou substituent les minéraux essksndians le corps et perturbent le fonctionnement
des biomolécules.

-lls ont un effet antibiotique, ce qui augmentedsistance des bactéries.

-lls changent notre code génétique.

-lls produisent des radicaux libres.

-lls neutralisent les acides aminés utilisés pawtdtoxication.

-lls causent des allergies.

-lls endommagent les cellules nerveuses.

-lls causent des problémes neuro-dégénératifs ifizank Alzheimer)

-lls causent des lésions organiques et la maladieéreuse
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Il. Les métaux lourds dans les médicaments

1. Définition du médicament

°1’0organisation mondiale de la santé (oMS) définie
Le médicament est toute substance a Buapleutique, prophylaxie, ou diagnostic, destinée a
modifier les fonctions physiologiques et présersig@s une posologie permettant son administration

a ’'homme.

°Te Dahir portant 1oi n°1-76-432 de février 1977, B.o n°3369, ainsi que
1’article L511 du code de Ta santé publique définissent le médicament:

« On entend par médicament, toute substance ouasitiogm présentée comme possédant des
propriétés curatives ou préventives a I'égard dakdies humaines ou animales, ainsi que tout
produit pouvant étre administré a I'homme ou a@riahen vue d'établir un diagnostic médical ou

de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctionganiques $?

2. Composition d’un médicament

Le médicament est constitué d'une (ou plusieunsytances actives et de substances d'emballage
(les excipients) qui vont conférer a la drogue léndes qualités de stabilité, forme, dissolution,

ciblage, godt, couleur, esthétique, tc.
2.1. Substance active compatibilité

D'un point de vue pharmaceutique, la substanceea(utrefois : principe actif) est celle qui dans

un médicament posséde un effet thérapeutique. Gelistance est, la plupart du temps, en tres
faible proportion dans le médicament par rappoxt @xcipients. Ca peut étre une substance pure
chimiquement définie (abusivement qualifiée de mak) ou un mélange de plusieurs substances
chimiquement proches (isomeres, par exemple) oorengne substance définie par son mode

d'obtention.
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2.2. Excipients

Un excipient désigne toute substance autre quereipe actif dans un médicament) cosmétique
ou un aliment. Son addition est destinée a conféme consistance donnée, ou d'autres
caractéristiques physiques ou gustatives parti@gdjeau produit final, tout en évitant toute

interaction, particulierement chimique avec le pipe actif.

3. les Impuretés

3.1. Définition

Par définition, les impuretés sont des substanitasgeres qui existent, méme en faibles quantités,
dans une autre substance ou un mélange étudié letitguent.

La présence des impuretés dans les substancesamédicuses n’altere pas seulement la stabilité
du médicament mais aussi peut avoir une toxicite.

Quand il s’agit d’'une impureté tres toxique, lesmes tolérées sont trés strictes de I'ordre de ppm
ou de ppb comme les métaux lourds et les solvéstduels et les impuretés génotoxiques. Dans le
cas contraire les normes sont peu serrées.

Les impuretés présentent dans les substances mméfiteuses sont traitées sous deux angles

différents:

a. L'aspect chimique

Comprenant la classification et la caractérisataes impuretés, la production de rapports,

I'énumération des impuretés dans les spécificagongs bref exposé des méthodes d'analyse
b. L'aspect de l'innocuité

Des études générales de toxicité sont souhaitadlles,devraient étre congcues de facon a permettre
la comparaison entre la substance qualifiée atbatance non qualifiée. La durée de I'étude devrai
étre choisie en fonction de données pertinentkstetle devrait étre réalisée sur I'espéece la plus

susceptible de permettre la mise en évidence txikté de I'impureté. Selon chaque cas, une
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étude a dose unique peut suffire, surtout poumiédicaments a dose unique. En général, une durée

minimum de 14 jours et maximum de 90 jours sonéptables.

3.2. Classification des impuretés

Les impuretés dans les substances médicamentéesescipients et les produits finis sont classés

dans ICH Q3A selon les catégories suivarftés.

* Les impuretés organiques qui sont dues a la démpadae la substance active ou
proviennent de la synthése. On parle donc des etggide synthese et de dégradation
* |es solvants résiduels ou encore les impuretésages volatiles

» Les impuretés inorganiques qui comportent les nxétawrds, la cendre sulfurique et I'eau

3.2.1. Les impuretés organiques

Les impuretés organiques peuvent apparaitre dusamébrication et (ou) l'entreposage de la
nouvelle substance médicamenteuse. Elles peuvent@bnues ou non, volatiles ou non et elles
comprennent:

°Les produits de base.

°Les sous-produits.

°Les intermédiaires

°Les produits de dégradation.
°Les réactifs et les ligands.
D’une maniére générale les normes tolérées poungasgetés sont de quelque % ou quelques ppm

selon la toxicité des ces impuretés.

3.2.2. Les solvants résiduels

Les solvants résiduels sont dans la plupart deslessiquides organiques ou par fois inorganiques
utilisés généralement dans la derniere étape déicption ou recristallisation de la substance
active.

Les normes tolérées pour ces impuretés sont dgupseppm selon la classe du solvant.
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3.2.3. Les impuretés inorganiques

Les impuretés inorganiques peuvent provenir desyii®de base, des canalisations et des réacteurs
et des catalyseurs. Généralement, elles sont cermtudentifiées et comprennent:

Les réactifs, les ligands et les catalyseurs; létaox lourds et autres métaux résiduels; les sels

inorganiques.

Les normes tolérées pour ces impuretés sont dgupseppm et dépondent de la classe du métal et
le mode d’administration du médicament. Le tableauant donne les normes des métaux résiduels

tolérés par EMEA?

Classification Administration Orale Administration Parental

EJA Conc EJA Conc
(ug/day)  (ppm) (Mg/day)  (ppm)

Classe-1A 100 10 10 1
Platine (Pt) Palladium (Pd)

Classe-1B
Iridium (Ir) rhodium (Rd) 1
ruthénium (Ru) osmium (Os) 100 10 10

Classe-1C
Molybdene (Mo) Nickel (Ni) 3
Chrome (Cr) Vanadium (V)

300 30 30
Métal avec une toxicité significative

Classe-2 2500 250 250 25
Cuivre (Cu) Manganese (Mg)

Métal ayant une légére toxicité

Classe-3 13000 1300 1300 130
Iron. (Fe) Zinc (Zn)

Métal avec un faible potentiel de

toxicité

Tableau 2 :Les normes des métaux lourds spécifiés dans lexamddnts
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4. Evaluation du risque des métaux

Le terme « apport quotidien tolérable » (AQT) elisé par le Programme international sur la
sécurité des substances chimiques (PISC) pourrdées limites d’exposition a des produits
chimiques toxiques, alors que le terme « dose @iégme admissible » (DJA) est utilisé par
I'Organisation mondiale de la santé (OMS) et d'esitorganismes et instituts de santé nationaux et
internationaux. Le nouveau terme « exposition jaliene admissible » (EJA) est défini dans la
directive du CIH Q3C comme I'apport admissible divants résiduels sur le plan pharmaceutique,
dans le but d’éviter la confusion avec des valélifférentes de DJA pour la méme substance. Pour
les métaux, le méme terme (EJA) est défini dandirective de 'EMEA (Agence européenne
d’évaluation des produits médicamenteux).

On peut utiliser les limites de niveau en partias million (ppm) figurant dans le tableau 2. Elles
ont été calculées a l'aide de I'équation (1) cistdess, avec I'hypothese qu'une masse de 10
grammes (g) de produit est administrée quotidieramem

1000EJA

Concentration (ppm) = —— (1)

Avec EJA est en mg/jour et la dose en g/jour

lll. Méthodes de contrble des Métaux lourds dans Eproduits

Pharmaceutiques

Lorsque les substances médicamenteuses, les ensigieles produits finis contiennent un métal
issu d'un réactif ou un catalyseur utilisé duraatslynthese, la teneur de ce métal doit étre
recherchée. Les normes de chaque métal résidugdrdgirendre en considération sa classe ou sa
toxicité. Quand il s’agit d'un métal de classe leuméthode spécifique est obligatoire selon
'EMEA. Cependant, pour les métaux de classe 2 de$ méthodes non spécifiques dites semi
guantitatives peuvent étre utilisées et selon I'EMiensidérées suffisantes.
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1. Méthodes spécifiques pour la recherche des métalourds

Dans ce type de méthode, Les métaux résidueldgtertminés par des techniques de dosage
élémentaire comme I'émission Atomique par Plasmd asorption Atomique. Des méthodes
citées dans les pharmacopées peuvent étre suiziela £st possible, sinon une autre méthode
validée est valable également. La validation dditaméthode doit étre faite selon les directives d
la CIH.

1.1. Méthode semi -quantitative

Les métaux lourds de classe 1 et 2 peuvent étezndigies par une méthode non spécifique. Cette
meéthode est générale dite semi quantitative conentest des métaux lourds. Des critiques ont été
dressées a cette méthode telles que la sensgtilitgéspécificité. Mais c’est une méthode qui garde
toujours sa place dans les chapitres généraux dehdamacopée européenne code (2.4.8) et

americaine code (2 3 1).

2. Principe de la méthode « Test des métaux lourcs

La méthode de dosage des métaux lourds se bada fammation d’'un précipitéV-S « métal
sulfite » caractérisé par une coloration spécifigushaque métal. Cette réaction de précipitation se
fait a pH de 3,5 en présence de Thioacétamide.shiesonsiste a comparer la coloration
développée pour la substance a examiner et le tedeoplomb d’'une concentration bien définie. La

figure suivante présente les colorations développéer chaque métal
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Figure 4: Coloration développée aprés réaction des métaugdou
Comparaison a l'intensité de coloration par I'ceil

Le test des métaux lourds cité dans la Ph Eur se i la précipitation simultanée des ions
métalliques présents dans la substance analystie.pgEécipitation se fait via une réaction entse le
ions M et BHS. Le gaz HS est produit in-situ dans la solution par I'hyge® de Thioacétamide.

CH,CSNH,+ 2H,0 » CH;COONH, + H,S

Et, sitbt formé, le gaz ¥ ne se dégage pas mais il réagit avec les sadutiormétal selon cette
2+

. +
H,S+ M » MS + 2H* 4 op
Avec : CH3;CSNH; est la Thioacétamide de formule chimique déveleppé

S

)LNHE

La maitrise de test des métaux lourds passe dara paitrise de deux phénomenes :

équation :

-Hydrolyse du Thioacétamide
-Précipitation des sulfures métalliques
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*Hydrolyse du Thioacétamide

Thioacétamide est une substance soluble dans(pednt de fusion 111-113°C), facile a conserver,

incolore et dégageant une tres faible odeur. Pdirolyse, le Thioacétamide donng3Het I'acétate

d’ammonium. L’acétate d’ammonium formé ne déranges panalyse car il est a faible
concentration. L’hydrolyse de Thioacétamide est ke@te en milieu neutre (pH=7).

En milieu acide, par exemple pH =1 a 80°C, 50 %Tt@acetamide s’hydrolysent apres 45
minutes. En milieu basique par contre I'hydrolyse&a 10 fois plus rapide qu’en milieu acide.
Pour le test des métaux lourds, le réactif Thicanéte est préparé extemporanément
(immeédiatement avant I'utilisation) en milieu basi@g(NaOH) en chauffant au bain marie (100°C).
Cette opération a pour objectif d’amorcer I'hyds#y En effet, deux voies d’hydrolyse sont
possibles pour le Thioacétamide

5
[—I;C—ilii'—NHg + H>0

hyvdrolyse

voie‘A/ \sieB
(
+ H25 H3C—-C —SH + NH,
b o
|

I
H>S + H3C—C-0 NH, T

Lesrecherches ont démontré qu’en milieu acide, I'hiydr® s’effectue a environ 80 % par la voie
A et a environ 20 % par la voie B. Par contre, @éiremalcalin c’est I'inverse qui se passe.

*Précipitation des sulfures métalliques

La précipitation des sulfures métalliques a pakitS est utilisée dans plusieurs domaines comme la

séparation des métaux, le traitement de I'eau,éfgdtide couche mince des semi conducteurs...En
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général, cette précipitation est fortement liégBude la solution. Dans le cas de test des métaux
lourds la solution est maintenue a pH de 3,5 avetampon d’acétate. La question qui se pose a ce
niveau, pourquoi faut-il opérer a ce pH ?

EXPLICATION THEORIQUE

Pour qu'un sulfure de type MS précipite, il fauedes concentrations des ion§Mt § dans la

solution soient telles que :
M*][S*] > Ks

Avec Ks est la constante de solubilité. Pour ldstems étudiées la concentration {i{lest de
I'ordre de 10'M

Les ions S~ proviennent de la dissociation deSHque I'on génére dans la solution par hydrolyse

de la Thioacétamide :

/> /°

CH;—C + 2H0 —> CHy—C._ +  HS
NH, ONH,4

[S?] dépend donc du pH de la solution

‘H* HS_‘

 HS =« HS + H Kay = = 10’
H,S

<

= HS™ « & + H Ka, = ‘H+ SZ_‘ = 10"
S|

Soit [S*] = KlTZ [l];lza
H+
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Si la solution est saturée enS{ ce qui sera le cas dans nos conditions opésatdS] = 10" M,

donc :

1072° x107t

[5*]= >
o

ApH=35: \H* =10%° dou [§]=10%M

Dans ces conditions :
[M*][s*"] =10,
Ce qui signifie que tous les sulfures pour lesqifels 102! précipitent. Il faudra donc prendre le

plus grand soin de pH de la solution. Il se pewt pour des milieux trop acides, on risque de ne pas

précipiter tous les cations souhaités

IV. Les procédeés de la pharmacopée pour le test degtaux

Lourds

1. Définition de la Pharmacopée

D’aprés I'Organisation Mondiale de la Santé (OM8he pharmacopée est une norme
pharmaceutique destinée a assurer dans une eolitigye donnée, I'uniformité de la nature, de la
gualité, de la composition et de la concentraties mhédicaments.

Il existe plusieurs pharmacopées : européenne icaim® (USP), Japonaise, Chinoise.
Chaque pharmacopée est constituée de plusieurespaites monographies, les prescriptions
générales, les réactifs et les méthodes généraleslyses

Les procédés de la réalisation de la nugthde dosage des métaux lourds varient selon la
solubilité des substances contrdlées. Dans lec#s substance est facilement soluble dans I'eau, |
solvant utilisé pour la préparation des solutioxanginées est I'eau. Dans le cas ou la substance est

soluble dans les solvants organiques, ces ders@mt utilisés pour la préparation. Dans cette
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logique les procédés cités dans la pharmacopég&emae sont de 7 par contre dans 'USP ils sont

de 3 uniquement.

Non

l Non
Oni Soluble

: .
Out Colvant

Oui

w
*Préparation
-Une solution Essai

-Une solution Témoin
-Une solution Blanc
-Une solution de Contréle

° Jest de comparaison des colorations développées

Figure 5: Les procédés de la réalisation de la méthode demumturds selon la solubilité
des substances contrblées
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. matériels et méthodes
Pour réaliser les tests des métaux lourds on arbd&dilisation des réactifs et des méthodes

1. L'échantillonnage

Les matieres premieres étudiées :
- L’Acide Ascorbique
-NACL médicamenteux
- NACL de la cuisine
- Paracétamol

- Sertraline chlorhydrate

2. Outil utilisé
2-1. réactifs commerciaux

1-Acide sulfurique dilué.
2-Acide chlorhydrique dilué.
3-Solution tampon pH 3,5.
4-acétate d'ammonium
5-d’acide chlorhydrique dilué
6-Ammoniaque diluée.
7- Réactif au Thioacétamide.

8-hydroxyde de sodium 1M

2.2. Matériels

La méthode semi-quantitative de recherche des mdtawds souffre de deux points faibles
essentiels :
- La difficulté de faire la comparaison entre letusons a I'ceil nu surtout si la coloration esstr

légere
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- la manque de tracabilité
Pour combler cette faiblesse nous avons penséiseuta spectrophotométrie dans le visible pour
caractériser les solutions (Blanc, témoin, de éatet examinée) afin de comparer l'intensité des

solutions.

* |e spectrophotometre UV/visible :

Le spectrophotométre UV/VIS utilisé est un appaalbuble faisceau Lamba 35 de marque
PERKIN ELMER. Cet appareil subit une qualificatipériodique en interne. Les cuvettes du
spectrophotometre utilisées sont des cuves d’'wmvelde 1ml.

= Mateériel du laboratoire (fiole, pipette...... )

* Tubes a essais pour I'incubation des réactions

* Bain ultrason pour la solubilisation

* Balances analytiques pour des prises d’essaiséasfum.

* Systeme de filtration.

2.2.1 : Rappel sur la spectrophotométrie

La spectrophotométrie est une méthode analytigaatdative qui consiste a mesurer |'absorbance
ou la densité optique d'une substance chimiqueé&oen solution. Plus cette espéce est concentrée
plus elle absorbe la lumiére dans les limites depgutionnalités énoncées par la loi de Beer-
Lambert.

Dans le domaine de l'ultraviolet visible, L'identiftion nécessite I'emploi d’'une substance de
référence. On enregistre d’abord le spectre deenéfé puis dans les mémes conditions celui de la
substance a identifier et /ou a doser.

La figure 6 présente le schéma du spectrophotemetr
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Diaphragme Cellule photoélectrique Afficheur
S
Source polychromatique Pl 'I; I
\ A 1l 0,024 A
) | ——Echantillon Amplificateur
Monochromateur Cuve

Figure 6: Schéma du spectrophotomeétre

Lorsqu’une lumiére d’intensitg passe a travers une solution, une partie de celst absorbée par
le(s) soluté(s). L'intensité | de la lumiére transenest donc inférieure @ IOn définit 'absorbance

de la solution comme :

I

L’absorbance est une valeur positive, sans unité
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2.2.2. Systéeme de filtration

aveu ug 1 euu I,

Membrane
Preéfiltre filtrante
_____ v NS
Membrane Préfiltre
filtrante
\ Disposition du Dispesition du
: filtre lors de la filtre lors de la
i premiére filtration seconde ﬁ!\ratlon
(Procédé E) aprés addition

des réactifs

(Procédé E)
~o
=
] = )
pour L'essai des métaux lourds §
millimétres =
N

S |

Figure 7a : schéma de systéme de filtration Figure7b: systeme de filtration

Selon PH.Eur
3. Présentation des procédés de la pharmacopée epgenne

Le test de la recherche des métaux lourds selgphiémmacopée européenne se fait par un

ensemble de procédés. lls sont en nombre de § sint désignés par des lettres de A jusqu’a G.

Méthode A : on utilise une solution aqueuse poéparer notre échantillon

Méthode B : on utilise un solvant organique poupgare notre échantillon

Méthode C : on utilise MgSQon pratique la carbonisatida température doit étre <800 °C, le
temps <2h

Méthode D : on utilise MgQon pratique la carbonisatida température doit étre <800 °C , le
temps <1h

Méthode E: on utilise deux fois la filtration : avant et apt&gout des réactif

Méthode F : on utilise le chauffage pour toutetapes de filtration

Méthode G :fluoropolymeére a micro-ondes de pressiode la digestion des vases en verre de

Quartz sont utilisés
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Le choix entre ces procédés prend en considéreioaractere de solubilité de la matiere premiére
analysée. Pour les matiéres premiéres dont la mapbig est citée dans la pharmacopée, le
procédé qui doit étre utilisé est cité dans le {estétaux lourds » dans lequel la norme est citée
également.

Dans un premier temps, nous avons realisé une &wdées procédés les plus utilisés dans la
pharmacopée européenne.

Pour réaliser cette étude nous avons consultéstéesemonographies des molécules inscrites dans
la pharmacopée européenne 6.0, tome 2, année 2§@@ibble au service physico-chimique du

LNCM. L’histogramme de la figure suivante présdatéréquence d’utilisation de chaque procédé.

%d’utilisation

40,00%

35,00% -+

30,00% -

25,00% -+

20,00% -
15,00% -
10,00% -
0,00% =

procédé A ProcédéB pocédé C pocédé D procédé E procédé F procédé G

Pemte

Figure 8: les procédés les plus utilisés dans la pharmacapé@péenne pendant 'année 2008

D’apreés les résultats trouvés on peut constatetaguprocédé A et C sont les plus utilisés
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Figure 9: Les procédés de recherches des métaux lourds (Béjaéaite)Selon PH.Eur

Le protocole de chaque procédure est cité en ddamis la pharmacopée européenne partie des
chapitres généraux, Nous avons voulu transformemptetocoles da chaque procédé sous forme
d’'organigramme dans le but de rendre facile la agéhgnsion et la pratique de chaque procédé. De
plus cette transformation apportera plus tard ude pour la rédaction des procédures techniques

du laboratoire qui est le but visé par le chef@wise Physico-chimique.
4. Préparation des réactifs

Dans les procédés les réactifs utilisés sont dassén trois types
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* Reéactifs commerciaux prét a 'emploi

*Acide sulfurique dilué.
*Acide chlorhydrique dilué.
*Acétate d’'ammonium
*Acide chlorhydrique dilué
*Hydroxyde de sodium 1M

* Des réactifs préparés chimiqguement stables et peuvieétre conserves

*Solution témoin de 1000ppm
*Solution de NaOH

*Tampon pH 3,5

*Solution de thioacétamide

+= Les réactifs préparés extemporanément chimiquemeimnstableS

*Solution témoin de 1 ppm (voire figurell)

*Réactif de Thioacétamide (voir figurel?2).

Le schéma suivant présente I'organigramme des @éscA et B. Il faut rappeler que la différence
entre le procédeé A et B réside dans le solvansatiiniquement. Dans le procédé A, les solutions
préparées sont des solutions aqueuses. Dans lédgr@® le solvant qui doit étre utilisé pour la
préparation des solutions est un solvant organidue.solvant adéquat sera précisé par la

monographie de la substance examinée qui est dangjorité des cas le Dioxane ou I’Acétone.
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5. présentation des procédés A et B

Solution a examiner

-Prise d’'essai de la MP dans

20 ml de *eau : procédé A
*solvant organique
Procéde B

- Prélever 12 mi

>

Solution témoin

-10 ml de Pb de 1ppm
-2 ml de solution a
Examiner

Solution a blanc

-10 ml d’eau
-2 ml de la solution a
Examiner

Solution Controle

-10 ml de Pb de 1ppm

-La quantité de MP

pour préparer la
solutiona examiner

-2 ml de la solution 3

Examiner

!

Ajout de 2 ml de la solution tampon

PH=3,5 a chaque solution

l

Mélanger chaque solution

l

Ajout de 1,2 ml de réactif thioacétamide

a chaque solution

l

Mélanger chaque solution immédiatement ]

Examiner les solutions aprés 2 min « Couleur ?»

|

Figure 10: logigramme du procédeé A et B
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5-1 préparation de solution 1 ppm

0,49 Pb (NO3) + 250ml d’eau

Solution 0,1% Pb=1000ppm
(Solution stable peut étre conservée)

Dilution 1/10

~—

Solution 100ppm Pb l

Solution 10ppm Pb ]

Dilution 1/10

Solution 1ppm Pb
(Solution instable)

Figure 11: Les étapes a suivre pour la préparation de laisal@tb a 1 ppm
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5.2. Réactif Thioacétamide

15 ml d’hydroxyde de sodium
5 ml de I'eau R M 20 ml de Glycérol & 85%R

0,2 ml de solution de Thioacétamide
Prélever 1ml du mélange

~N

Mélange du réactif au
Thioacétamide

Préparer
extemporanément

Chauffer au bain marie pendant
20s

Figure 12 : préparation du réactif Thioacétamide
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Il. Méthode d’interprétation des résultats

Les solutions sont mises dans des tubes a essajsadies on ajoute une succession de réactifs
pour aboutir a un précipité coloré du a la réactianThioacétamide. La comparaison des couleurs
développées se fait dans un premier temps a lieeDans le cas de doute, les solutions sont ftrée
sur des filtres spéciaux et la comparaison secédte fois-ci entre les couleurs condensées sur les
filtres. Seulement, il faut noter que la réacti@nTdioacétamide donne,&5 comme produit. Le gaz
H,S est un gaz toxique et possede une odeur desbkgrBalr cette raison, il est conseillé de faire
le test des métaux lourds dans un endroit aéréans de I'étude.

Généralement les rejets de ce test sont mettesst wta bidon de rejet qui sera traité par la cellule

des rejets chimiques du LNCM.

1. Vérification de conformité du test

*+ Comparaison entre la solution a Blanc et la satutémoin : La solution témoin doit
présenter une légére coloration brune par rapparsalution blanche.
= Comparaison entre la solution contréle et la solutémoin : Le test n’est valable que si la

solution contrdle est au moins aussi intense gsellzion témoin.
2. Décision

Si la solution examinée est moins intense queligisa témoain, le test est conforme selon les
normes citées. Sinon le résultat est non confobaes le cas de doute on procéde a une filtration
pour condenser les colorations sur les filtres parmaparer cette fois ci les couleurs de chaque filt
La figure suivante présente I'organigramme décrsgbmitilisé pour la réalisation d’'un test des

métaux lourds.
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Le témoin est plus
intenseque le blanc

Non

- S. contr6le est au moins
Probléme de réaction ou les aussiintense que le témoin

réactifs

oul

Non

S. Examinée est plus
intense quée témoin

A 4

Probléme sur la quantité de la
MP Non

oul

Test conforme Test Non conforme

Figure 13: Organigramme décisionnel utilisé pour interprétetast des métaux lourds

3. Vérification de l'efficacité de la spectrophotortrie et stabilité du

réactif Thioacétamide

3.1. L'efficacité de la spectrophotométrie

Des solutions témoin de plomb de (Oppm, 2ppm, 5pfppm, 10ppm et de 500 ppm) ont été
préparées. Nous avons realisé ensuite le test ddaumn lourds aveaes solutions. Apres
développement des colorations nous avons réalisérngaraison des colorations des filtres. Les

figures 14a et 14b présentent les résultats obtenus
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