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Détermination polarographique du diazépam dans 
les liquides de l’organisme et les préparations 

pharmaceutiques 

Résumé 

Le diazépam est un composé du groupe des 1,4-benzodiazépines qui sont em-
ployées en médecine comme tranquillisants et antidépresseurs. 

Le présent bulletin décrit la détermination du diazépam dans les comprimés et les 
liquides de l’organisme (sang, sérum, urine) par polarographie à impulsion différen-
tielle (polarographie «differential pulse»). Si l’on utilise comme électrolyte de base 
le tampon Britton-Robinson pH = 2,8 avec une part de méthanol correspondant à 
20% du volume, on obtient un pic de réduction marqué à environ –0,73 V. Celui-ci 
permet de déterminer dans le sang des concentrations de diazépam même infé-
rieures à 0,05 µg/mL. Les phases de préparation de l’échantillon sont également 
présentées dans ce bulletin. 

Théorie 

Le diazépam se dissout très mal dans l’eau mais bien dans le méthanol, le chloro-
forme, le n-pentane, l’éther diéthylique et les acides minéraux dilués. L’acide sulfu-
rique d’une concentration de c(H2SO4) = 0,1 mol/L hydrolyse le diazépam et empê-
che ainsi sa détermination exacte. L’utilisation de l’électrolyte de base décrit garan-
tit une bonne dissolution du diazépam sans hydrolyse indésirée. 

À environ –0,73 V, le groupe –CR=N–dans le diazépam est réduit à –CHR–NH– 
par absorption de deux électrons (ainsi que de deux ions H+): 
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Appareils et accessoires 

• VA Trace Analyzer 746 avec Poste VA 747 
ou 
VA Computrace 757 

• Agitateur magnétique 

• Centrifugeuse 

• Balance pour analyses (résolution minimale 0,1 mg) 

• Étuve 

• Dessiccateur 

• Évaporateur rotatif 

• Mortier, entonnoir à séparation, ballons gradués, éprouvettes graduées, pipettes 
graduées et pipettes volumétriques, béchers 

Réactifs 

Pour la préparation des solutions, seuls des réactifs de très grande pureté et de 
l’eau extra-pure sont utilisés. Les solvants organiques doivent présenter un degré 
de pureté approprié pour la HPLC. 

• n-Pentane 

• Méthanol 

• Méthanol : eau extra-pure = 1 : 1, c.-à-d. φ(CH3OH) = 50% 

• Soude caustique c(NaOH) = 4 mol/L; ceci correspond à une concentration de 
masse de 160 g de NaOH par litre d’eau extra-pure 

• Acide phosphorique w(H3PO4) = 85% 

• Électrolyte de base: tampon Britton-Robinson pH = 2,8: 

 Placer 200 mL de méthanol et 1,75 mL de w(H3PO4) = 85% dans un ballon gra-
dué de 1000 mL et compléter à la marque avec de l’eau extra-pure. Placer 
200 mL de cette solution dans un bécher et ajouter 160 mL de méthanol ainsi 
que 640 mL d’eau extra-pure, puis ajuster la valeur pH de la solution à 2,8 avec 
c(NaOH) = 4 mol/L. L’électrolyte de base est à conserver dans un flacon en 
verre bien fermé. 

• Solutions standards de diazépam: 

– Solution de base d’une concentration de 1000 ppm: 
 Sécher environ 0,5 g de la substance pure dans une étuve à environ 70 °C 

pendant 24 h, puis laisser refroidir la substance dans le dessiccateur. Peser 
100,0 mg du diazépam ainsi préparé dans un ballon gradué de 100 mL, les 
dissoudre dans 50 mL de méthanol, compléter à la marque avec de l’eau 
extra-pure et mélanger bien. La solution de base est à conserver au frais, 
dans l’obscurité; elle est stable pendant près d’une semaine. 

– Solutions de travail d’une concentration de 50 ppm, 100 ppm et 200 ppm: 
 Les solutions de travail de diazépam sont préparées à partir de la solution de 

base de 1000 ppm par dilution avec φ(CH3OH) = 50% . Elles doivent elles 
aussi être conservées au frais, dans l’obscurité, et sont stables pendant deux 
à trois jours. 
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Préparation de l’échantillon 

1. Comprimés 
Peser 10 comprimés afin d’en déterminer la masse moyenne et les briser finement 
dans le mortier. Peser dans un bécher la quantité de poudre de comprimé qui 
correspond à la masse moyenne d’un comprimé original. Ajouter 35 mL de métha-
nol et couvrir le bécher avec un verre de montre, puis agiter le mélange pendant 
20 min sur un agitateur magnétique. Une fois ce «temps d’extraction» écoulé, rin-
cer quantitativement le mélange avec φ(CH3OH) = 50% dans un ballon gradué de 
50 mL, compléter à la marque et mélanger bien. Placer le ballon gradué fermé 
dans un endroit frais et sombre pour permettre la précipitation des résidus insolu-
bles. 

 

2. Sang complet, sérum, urine 

Prélever 15,0 mL de sang sur le patient dans les conditions standards (addition 
d’héparine pour empêcher la coagulation du sang) et les placer immédiatement 
dans un entonnoir à séparation de 60 mL qui contient déjà 40 mL de n-pentane. 
Extraire pendant 2 min tout en secouant vivement, attendre que les deux phases se 
soient séparées (il faut attendre le moins longtemps possible) et déverser ensuite 
la phase de sang dans un deuxième entonnoir à séparation qui contient 20 mL de 
n-pentane. La phase de pentane est transvasée dans un verre de centrifugeuse. 
Procéder de la même façon pour extraire le sang une deuxième ou une troisième 
fois, puis réunir les divers extraits de pentane dans le verre de centrifugeuse. 
L’échantillon doit être centrifugé pendant 10 min à 7500 min–1. Distiller ensuite le  
n-pentane avec l’évaporateur rotatif à 70 °C. Dissoudre le résidu sec ainsi résultant 
avec 500 µL de méthanol, puis le rincer dans le récipient de polarographie avec 
14,5 mL d’électrolyte de base. Les échantillons de sérum et d’urine sont préparés 
de la même façon. 

Analyse 

Placer 1,00 mL de l’extrait de comprimé et 19,0 mL d’électrolyte de base ou 
l’échantillon de sang, de sérum ou d’urine préparé (voir ci-dessus) dans le récipient 
de polarographie et purger avec de l’azote pendant 5 min. (Le flacon laveur pour 
l’azote installé sur le Poste VA doit lui aussi être rempli d’électrolyte de base.) En-
registrer ensuite les polarogrammes dans les conditions suivantes: 

Méthode / amplitude DP / –50 mV 

Electrode DME ou SMDE 

U.start –0,50 V 

U.end –0,95 V 

Sweep rate 12,5 mV/s 

 

Le potentiel de pic du diazépam est à environ –0,73 V. 

La concentration est déterminée par addition standard double. 
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Remarques 

• Il faut procéder à une analyse à blanc (ligne de base) des réactifs utilisés et en 
tenir compte lors du calcul des résultats. 

• La masse absolue de diazépam dans le récipient de polarographie ne doit pas 
être de plus de 200 µg, y compris les additions standards, étant donné qu’on se 
trouverait sinon au-delà de la gamme de linéarité. 

• Les polarogrammes obtenus sont légèrement asymétriques, mais cela n’influe 
pas sur la reproductibilité et la précision des résultats. 

• D’autres constituants des comprimés qui peuvent être eux aussi actifs électro-
chimiquement, n’interfèrent pas lors de la détermination polarographique du 
diazépam. 

• Outre le diazépam, d’autres composé du groupe des 1,4-benzodiazépines (p.ex. 
nitrazépam) ainsi que les 1,5-benzodiazépines peuvent aussi être déterminées 
par polarographie. Dans ces cas-là, on obtient éventuellement des pics de ré-
duction additionnels dans le polarogramme – notamment si les composés 
contiennent des groupes nitro. 

• 1,984 ± 0,021 mg de diazépam ont été trouvé dans les comprimés marqués 
d’une teneur de 2 mg de diazépam par comprimé. Deux autres échantillons ont 
donné une teneur de 1,94 ± 0,034 mg de diazépam. 

L’échantillon de sang d’un patient a révélé une teneur de 0,960 µg de diazé-
pam/15 mL ou 0,064 µg de diazépam/mL, environ 2 h après la prise des com-
primés. 
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Fig. 1: Méthode pour la détermination polarographique du diazépam dans des comprimés 
(réalisée avec le VA Trace Analyzer 693): «Operation Sequence», Segment et Docu-
mentation. 
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Fig. 2: Méthode (suite): Substances et Calcul. 
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Fig. 3: Rapport complet pour la détermination du diazépam dans des comprimés. 
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Fig. 4: Polarogrammes pour la détermination du diazépam dans des comprimés. 
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Fig. 5: Rapport complet pour la détermination du diazépam dans du sang. 
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Fig. 6: Courbe des additions standards pour la détermination du diazépam dans du sang. 


