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L’acide’ dipropylacetique (DPA) ou acide valproique, sous forme de se1 
de -sodium est utili& en thkapeutique pour ses propri&k anticonvulsivantes, 
le plus souvent en association avec le ph6nobarbital. Son dosage dans les 
milieux biologiques fait appel B des mgthodes chromatographiques. 

De nombreuses ehniques de dosage en chromatographie en phase gazeuse 
(GLC) dnt 66 d&rites_ Elles. proc&lent_ soit par injection directe, soit par 
d&ivatisatioxi [1:$4J ;. -Les principaux problkes rencontrk et diffkem- 
me& r&oh& par les autkrs, &taut Ii& aux perks d’acide dipropylacktique 
lors de‘ la -phase fkle:‘de concentration -et B I’adsorption de la mol&uIe sur 
les supports chromatographiques. 

Le &veloppement et les facilitis d’utilisation de la cbromatographie en 
phase liquide (DPLC) au laboratoire ont 6ti 5 I’origlue de la mise au- point 
dFun (_e* nombreze dosages; .-- -- : . : I~_ 

-_ 
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Cependant, la faible absorbance du DPA dans l’ultra-violet n&es&e en 
HPLC, soit une detection colorimetique en sortie de colonne, ba&e sur ses 
propri&!s acides 1153, soit une d&e&ion dans l’ultra-violet apr& formation 
d’esters [16-19]_ Afin d’augmenter la sensibilit& du dosage par HPLC, nous 
proposons une methode rapide et sp&ifique avec une detection fluorim&ique. 
Elle consiste en la formation d’un ester fluorescent avec la bromomethyl+ 
methoxy-7coumarine (BrMmC). L’etalon inteme utilWi est l’isom&e li&aire 
du DPAs l’acide caprylique. Cette technique est utilisable en routine pour 
l’evaluation des taux plasmatiques de DPA lors des traitements. 

MATERIEL ET MkI’HODE 

Appareillage 
Le chromategraphe en phase liquide utili& est constitue d’une pompe 

Chromatem 380 (Touzart et Matignon), d’un injecteur a boucle (20 ~1) Rhea- 
dyne 7125. 

Le d&tecteur est un spectrofluorimetre Jobin-Yvon Jk 3D equip& d’une 
microcuve $ circulation de 20 ~1. 

La colonne (15 cm X 9 mm I.D.) est remplie de Spherisorb ODS (5 pm) 
(Touzart et Mat&non, Paris, France) selon la methode de Coq et al. [20] _ 

Le chromatographe en phase gazeuse est un Girdel3000 equip& d’un detec- 
teur a ionisation de flamme. La colonne en inox (2 m X 2 mm I.D.) est chauf- 
fee a 14O”C, l’injecteur h 160°C et le d&.ecteur a 170°C. 

Le debit d’azote (gaz vecteur) est. de 30 ml/mm La phase stationnaire est 
constituee de 10% de butanediol succinate et 3% d’acide phosphorique sur 
GasChrom Q 80-100 mesh (Girdel, Rueil-Malmaison, France)_ 

La chromatographie semi-preparative est r&h&e sur des plaques de Kiesel- 
gel 60F 254 d’une epaisseur de 2 mm (Merck, Darmstadt, R.F.A.) 

Rkactifs 
Bromom&thyl-4-methoxy-7coumarine: Regis Chemical Co_ (Morton, Grove, 

IL. E_U.)_ 18 Crown-G&her: Aldrich (Milwaukee, WI, E.U_)_ Acide caprylique: 
Applied Science Labs_ (State College, PA, i&U_)_ Ethanol, m&hanol, a&tone, 
a&to&rile, ether (Normapur): Prolabo (Paris, France). Acide perchlorique 
70%: Prolabo. Dipropylacetate de sodium: Laboratoires Labaz, Bordeaux, 
France. 

Solution de bromombthyl-4-methoxy-7-coumarine i 2 g/l dans l’a&tone_ 
Solution d’acide caprylique 2 1 g/l dans l’a&tonit.rile. Solution aqueuse de 
dipropylac&ate de sodium 2 1.16 g/l (correspondant B 1 g/l de DPA). Solu- 
tion de 18 crow&j-&her a 1 g/l dans Pa&tone. Acide chlorhydrique 5 N. 
Soude m&thanolique O-05 N_ 

Preparation de Lester de r&fkrence 
L’ester de reference a et& prepare selon la methode proposee par Diinges 

et al_ 1211. La schema de la reaction est le suivant: 



Les rapports molaires sont de 1 M de DPA pour 3 &I de BrMmC. La solu- 
tion acetonique est filtree. Le filtrat est evapore a set et recristallise plusieurs 
fois dans l’&hanol. La presence d’impuretis necessite cependant une purifica- 
tion par chromatographie preparative sur gel de silice. Le solvant de migration 
est un melange hexane-chloroforme (3:8, v/v)_ L’identitC des cristaux obtenus 
a et,& determinee par spectrophotometrie infra-rouge et par resonnance mag- 
netique nu&aire_ 

M&hode d ‘extraction et de d&rivatisation 
Apres acidification par 100 ~1 de HCL 5 N et addition de 75 ~1 de la solu- 

tion d’&alon interne, 0.5 ml de plasma sont extraits par 10 ml d’ether. La 
phase &h@e est dessechee sur du sulfate de sodium anhydre puis recuperee 
dans des fioles coniques. Apres addition de 0.5 ml de solution de soude me- 
thanol&de 0.05 N et de 2 mg de carbonate de potassium anhydre, la phase 
organique est &vapor&e a sec. La fiole est entouree d’un fihn de papier alumi- 
nium. Au residu sont ajoutes 420 ~1 de BrMmC et 100 ~1 de solution de 18- 
crown6+%her. Un rSrigerant 1 air est adapt& sur la fiole. L’ensemble est 
ensuite port& au bain-marie i 70°C pendant 15 min. La phase organique est 
r&up&&e, evapor&e a set_ Le residu est repris par 100 ~1 de methanol. 

Chromatogmphie en phase liquide 
Vingt ~1 du residu sont inject& dans le chromatographe. La phase mobile 

est con&it&e d’un m&urge methanol-eau-HCIO, (70:30:0_05, v/v)_ Le debit 
est maintenu i 2 ml/mm Les longueurs d’onde d’excitation et d’emission 
de fluorescence sont respectivement de 336 et 408 run. Les concentrations 
sont calculees i part& des rapports de hauteurs de pit en reference a une 
courbe d%talonnage_ Cet etalonnage est r&lise par extraction et derivatisa- 
tion de plasma surcharge par des quantites croissantes de dipropylacetate de 
sodium (de 1 i 150 mg/l d’acide dipropylacetique) et par une mOme quantite 
d’etalon interne. 

Ri%WLTATS 

La Pig. IA reprbente le chromatogramme du plasma d’un sujet trait& 
par du DPA sodique. Orrconstate, par rapport au plasma d’un sujet non tmite 
(Fig: IB), q ue 1 es constituants normaux n’interf&rent par sur le trac& 

Le ,DPA 1 n’absorbant pas dans l’ultra-violet, le rendement de l’extraction 
par l’&her_a Ct.& &udG par chromatogmphie en phase gazeuse. I1 est de 95.7 + 
9_7%+ 

La repr&ctibkite de la. methode determinee par l’analyse de 10 &chant& 
Ions surcharg& donne -des coefficients de variation de 8.2% pour 50 mg/l, 
6-4s pour 75~mg/l et 56% pour LOO mg/l. 

La 1irGaritG de la methode pour des concentrations de 0 a 1.04 mmol/l 
(0 B 150 mg/l) est-satisfaisante (y = 0.01x + 0.01, r 7 0.999). 
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A 

0 4 8 12 min 0 4 8 12 min 

Fig. 1. (A) Chromatogramme d’un plasma humain. (I) DPA-MmC (107 mg/l) en DPA, 
temps de n3ention = 4.6 min. (2) Ester coumarinique de l’acide capryIique, temps de r& 
tadion = 6.7 min. (B) Chromatogramme du plasma d’un sujet non trait&_ 

La limite de serzsibil.it& dCtermin~e est de 0.5 mg/l, soit 0.75 pmol injecti 
dans un volume de 20 ~1. 

DISCUSSION 

Le spectre de fluorescence de l’ester DPA-Mmc a &S &udi& dans les solvants 
classiquement utilisk en chromatographie liquide en polariti de phase inversk: 
l’eau, le m&banol, l’ac&onikile_ Quelle que soit la nature du solvant, les 
maxka d’excitation et d’knission sent peu modif& (F&2): he,,_ = 336 run, 
h- = 408 11111, Cependant, comme le montre le Tableau I, la fluoresctkce 
e?khibGe dans l’a&tonitriIe. Des phases methanolu sent essentielkment 
retinues et les sensibilitis optima& sont atteintes avec un m&nge ay&t 
une teneur en eau voisine de 60%. Les variations de pH (1 i 5) et ‘de force 
ionique (O-04 B -0-5) ant peti d’influence sur l’intensitk de h-fluorescence. 
D’autre part, il est observG que celle-ci, pour une solution m&thaIiolique con- 
se& & #C h l’obscu&& est stable pendant quinzejours. 

La cin&que de la r&action d’ecation- en ptisence de 18-crown-6- 
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Fig. 2. Spectre de fluorescence du DPA-MmC dans le melange eau-methanol(30:70, v/v). 

.- 
TABLEAU I 

INTENSJ.TE GELATIVE D_E FLUORESCENCE DU DPA-MmC DmERMINkE FAR RAF- 
PORT AU DERIVE DIMETHOXY-5,7COUMARINE-4-AC&IQUE (CONCENTRATION 
2010-~ M), EN FONCTION DE LA NATURE DU SOLVANT 

Solvant Intensiti relative 
de fluorescence 

EaU 0.42 
Methanol 0.13 
Acgtonitrile 0 
Eau-m&hanol(20:80) 0.25 
Eau-m&hanol(40:60) 0.37 
Eau-mdthanol(60 :40) 0.45 
Eau-m6thanol(80:20) 0.39 

&her et de K2C& a 6th dCtermi&e pendant une heure a des temp&atures 
de 30, 50 et 70°C La Fig. -3 montre que les conditions optimales sont r&G- 
&es pour une tem@-ature de 70°C pendant 15 min- Dans ces conditions, un 

rapport molaire 1 M DPA et 2 M BrMmC est suffisant pour i’obtention d’une 
r&action totale. Par &Ileum, l’kaporation de la phase ether&z avant.est&ifica- 
tion n’occasionne aucune perte d’acide dipropylaktique puisqu’il se trouve 
sous la forme de se1 de sodium. 

Compte-term des dorm&es de la littkature et de la faible polarit& des esters 
obtenus,--la chromatograp-me en polarit de phase inverke semble Gtre la 
mgthode de choix, qui permet une bonne &par&ion des deux komkes. Le 
choix des conditions chromatographiques a et6 en partie impose par les r&u& 
tats de l%tude de fluorescence. Le Tableau II rapporte les valeurs des facteurs 
de capacitd du DPA-MmC et de Pester coumarinique de l’acide caprylique, 
en fonction de la polarit de la phase-mobile eau-methanol et du pH_ 

_- -L’augment&on de la teneur en m&hanoi diminue lest k’ &xxi que la seec- 
tivit& al&s -queila~diminution du PH.. sip&e d.iminue.les.k’, semble~ sans effet 

su? la dle&vit& Compte-tenu de la n&cessitG d’un tempsd’analyse court, le 
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Fig. 3. CixGtique de la tiaction d’est&ification pour diffkentes temp&atures: (-) 3O”C, 
(0) 50-C, (0) 70°C Rapport molaire BrMmC/DPA = 3% 

TABLEAU II 

VARIATIONS DES FACTEURS DE CAPACIT& k’, DES DtiRIVBS COUMARINIQUES 
DU DPA ET DE L’ACIDE CAPRYLIQUE EN FONCTION DE LA POLAR& DE LA 
PHASE MOBILE ET DE SON pH 

k’ 

Ear-m&hanol (v/v)* pH apparent** 

35:65 30:70 25175 2O:BO 15:85 1 1.7 2.2 2.8 

DPA-MmC 4.9 4.0 3.6 1.9 1.2 1.7 3.1 4.0 5.1 
Acide capry- 
lique-M&C ‘7 -1 5-5 4.7 2.5 1.6 3.3 4.2 5-5 6.3 

*pH apparent = 2.2. 
**Eau-m~than01(30:70, v/v). 

melange eau-n&hanol (30:70, v/v) et un pH apparent de 2.2 permet une 
bonne &par&ion des deux esters consid&&_ 

CONCLUSION 

La n&hode proposde s’est &v&k? simple, rapide,- fiable et utilisable en 
routine_ .L’emploi de la 18crown-64ther comme catalyseur permet l’obten- 
tion d’une estkification totale en 15 -min. La comparaison des rrkultats avec 
ceuzobtenus en GLC selon la m&hode de PfSf et Mahuzier [2] donne pour 
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22 extraits surcharg& une correlation de 0.961. La detection fluorim&rique 
permet d’atteindre une grande sensibilit4 (0.5 mg/l) et celle-ci a pu Gtre ame- 
liorge (0.1 _mg/l) en utihsant _un fluorimetre adapt6 5 la HPLC (cellule de 
8 ~1). La ~dGte&ion des esters coumariniques est ggalement possible;avec une 
sensibiliti moindre, dans l’ultra-violet 5 320 run. De plus, comme l’a montre 
Diinges et Seiler [ 181, la bromom&hyl-4-m&thoxy-7-coumarine est susceptible 
d’alkyler des barbituriques et nous Gtudions au laboratoire un dosage simul- 
tan& de plusieurs anticonvulsivants trait& par ce kactif. 
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