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L’acide’ dipropylacétique (DPA) ou acide valproique, sous forme de sel
de sodium est utilisé en thérapeutique pour ses propriétés anticonvulsivantes,
le plus souvent en association avec le phénobarbital. Son dosage dans les
milieux biologiques fait appel 4 des méthodes chromatographiques.

De nombreuses techniques de dosage en chromatographie en phase gazeuse
(GLC) ont été décrites. Elles procédent soit par injection directe, soit par
dérivatisation [1—14] ‘Les principaux problémes rencontrés et différem-
ment résolus par les auteurs, étant liés aux pertes d’acide dipropylacétique
lors de la phase finale de concentration et i Iadsorptlon de la moliécuie sur
les supports chromatographiques.

Le développement et les facilités d’utilisation de la chromatographie en
phase liquide (HPLC) au laborato.re ont été a l’ongme de Ia mlse au point
d’un certam nombre de d’omges. -
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Cependant, la faible absorbance du DPA dans l'ultra-violet nécessite en
HPLC, soit une détection colorimétrique en sortie de colonne, basée sur ses
propriétés acides [15], soit une détection dans l'ultra-violet aprés formation
d’esters [16—19]. Afin d’augmenter la sensibilité du dosage par HPLC, nous
proposons une méthode rapide et spécifique avec une détection fluorimétrique.
Elle consiste en la formation d’un ester fluorescent avec la bromomethyl-4-
methoxy-7-coumarine (BrMmC). L’étalon interne utilisé est I'isomére linéaire
du DPA: lacide caprylique. Cette technique est utilisable en routine pour
P’évaluation des taux plasmatiques de DPA lors des traitements.

MATERIEL ET METHODE

Appareillage

Le chromatographe en phase liquide utilisé est constitué d’une pompe
Chromatem 380 (Touzart et Matignon), d’un injecteur a boucle (20 ul) Rhéo-
dyne 7125. .

Le détecteur est un spectrofluorimétre Jobin-Yvon JY 3D équipé d’une
microcuve a circulation de 20 ul.

La colonne (15 cm X 9 mm I.D.) est remplie de Sphérisorb ODS (5 pm)
(Touzart et Matignon, Paris, France) selon la méthode de Coq et al. [20].

Le chromatographe en phase gazeuse est un Girdel 3000 équipé d’un détec-
teur 3 ionisation de flamme. La colonne en inox (2 m X 2 mm I.D.) est chauf-
fée 4 140°C, ’injecteur a 160°C et le détecteur 3 170°C.

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

La chromatographie semi-préparative est réalisée sur des plagues de Kiesel-
gel 60F 254 d’une épaisseur de 2 mm (Merck, Darmstadt, R.F.A.).

Réactifs

Bromométhyl-4-méthoxy-7-coumarine: Regis Chemical Co. (Morton, Grove,
IL, E.U.). 18 Crown-6-éther: Aldrich (Milwaukee, WI, E_.U.). Acide caprylique:
Apptlied Science Labs. (State College, PA, E.U.). Ethanol, méthanol, acétone,
acétonitrile, éther (Normapur): Prolabo (Paris, France). Acide perchlorique
70%: Prolabo. Dipropylacétate de sodium: Laboratoires Labaz, Bordeaux,
France.

Etalons

Solution de bromométhyl-4-méthoxy-7-coumarine a 2 g/l dans I'acétone.
Solution d’acide caprylique a 1 g/l dans Iacétonitrile. Solution aqueuse de
dipropylacétate de sodium a 1.16 g/l (correspondant a 1 g/l de DPA). Solu-
tion de 18 crown-6-éther 4 1 g/l dans P'acétone. Acide chlorhydrique 5 N.
Soude méthanolique 0.05 N.

Préparation de l'ester de référence
L’ester de référence a été préparé selon la méthode proposée par Diinges
et al. [21]. La schéma de la réaction est le suivant:
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Les rapports molaires sont de 1 M de DPA pour 3 M de BrMmC. La solu-
tion acétonique est filtrée. Le filtrat est évaporé a sec et recristallisé plusieurs
fois dans I’éthanol. La présence d’impuretés nécessite cependant une purifica-
tion par chromatographie préparative sur gel de silice. Le solvant de migration
est un mélange hexane—chloroforme (3:8, v/v). L’identité des cristaux obtenus
a été déterminée par spectrophotomsétrie infra-rouge et par résonnance mag-
nétique nucléaire.

Meéthode d’extraction et de dérivatisation

Aprés acidification par 100 gl de HCI 5 N et addition de 75 ul de la solu-
tion d’étalon interne, 0.5 ml de plasma sont extraits par 10 ml d’éther. La
phase éthérée est desséchée sur du sulfate de sodium anhydre puis récupérée
dans des fioles coniques. Aprés addition de 0.5 ml de solution de soude mé-
thanolique 0.05 N et de 2 mg de carbonate de potassium anhydre, la phase
organique est évaporée a sec. La fiole est entourée d’un film de papier alumi-
nium. Au résidu sont ajoutés 420 ul de BrMmC et 100 gl de solution de 18-
crown-6-éther. Un réfrigérant a air est adapté sur la fiole. L’ensemble est
ensuite porté au bain-marie a3 70°C pendant 15 min. La phase organique est
récupérée, évaporée a sec. Le résidu est repris par 100 gl de méthanol.

Chromatographie en phase liquide

Vingt ¢l du résidu sont injectés dans le chromatographe. La phase mobile
est constituée d’un mélange méthanol—eau—HCIO, (70:30:0.05, v/v). Le débit
est maintenu 4 2 ml/min. Les longueurs d’onde d’excitation et d’émission
de fluorescence sont respectivement de 336 et 408 nm. Les concentrations
sont calculées i partir des rapports de hauteurs de pic en référence a une
courbe d’étalonnage. Cet étalonnage est réalisé par extraction et dérivatisa-
tion de plasma surchargé par des quantités croissantes de dipropylacétate de
sodium (de 1 a 150 mg/l d’acide dipropylacétique) et par une méme quantité
d’étalon interne.

RESULTATS

La Fig. 1A représente le chromatogramme du plasma d’un sujet traité
par du DPA sodigue. On constate, par rapport au plasma d’un sujet non trzité
(Fig. 1B), que les constituants normaux n’interférent par sur le tracé.

Le .DPA n’absorbant pas dans l’ultra-violet, le rendement de Pextraction
par P’éther a été étudié par chromatographie en phase gazeuse. Il est de 95.7 £
9. 7%. -

La reproductlbute de la methode déterminée par I’analyse de 10 echantll-
lons surchargés donne -des coefficients de variation de 8.2% pour 50 mg/l
6.4% pour 75 mg/l et 5.8% pour 100 mg/l.

La linéarité de la méthode pour des concentrations de 0 a 1.04 mmol/l

(0 a 150 mg/l) est-satisfaisante (y = 0.01x + 0.01, r = 0.999).
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Fig. 1. (A) Chromatogramme d’un plasma humain. (1) DPA-MmC (107 mg/l) en DPA,
temps de rétention = 4.6 min. (2) Ester coumarinique de 1'acide caprylique, temps de ré-
tantion = 6.7 min. (B) Chromatogramme du plasma d’un sujet non traité.
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La limite de sensibilité déterminée est de 0.5 mg/l, soit 0.75 pmol injecté
dans un volume de 20 ul.

DISCUSSION

Le spectre de fluorescence de I’ester DPA-Mmc a été étudié dans les solvants
classiquement utilisés en chromatographie liguide en polarité de phase inversée:
Veau, le méthanol, ’acétonitrile. Quelle que soit la nature du solvant, les
maxima d’excitation et d’émission sont peu madifiés (Fig. 2): Aox.. = 336 nm,
Aém. = 408 nm. Cependant, comme le montre le Tableau I, la fluorescence
est inhibée dans I'acétonitrile. Des phases méthanol—eau sont essentiellement
retenues et les sensibilités optimales sont atteintes avec un mélange ayant
une teneur en eau voisine de 60%. Les variations de pH (1 a 5) et de foree
ionique (0.04 a 0.5) oni peu d’influence sur Yintensité de la fluorescence.
D’autre part, il est observé que celle-ci, pour une solution méthanolique con-
servée & 4°C 3 Pobscurité est stable pendant quinze jours.

La cinétique de la réaction d’estérification en présence de 18-crown—6-
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Fig. 2. Spectre de fluorescence du DPA-MmC dans le mélange eau—methanol (30:70, v/v).

TABLEAU 1

INTENSITE RELATIVE DE FLUORESCENCE DU DPA-MmC DETERMINEE PAR RAP-
PORT AU DERIVE DIMETHOXY-5,7-COUMARINE-4-ACETIQUE (CONCENTRATION

2-107¢ M), EN FONCTION DE LA NATURE DU SOLVANT

Solvant Intensité relative
de fluorescence

Eau 0.42
Meéthanol 0.13
Acétonitrile 0

Eau—méthanol (20:80) 0.25
Eau—méthanol (40:60) 0.37
Eau—méthanel (60:40) 0.45
Eau—méthanol (80:20) 0.39

éther et de K,C0;a été déterminée pendant une heure a des températures
de 30, 50 et 70°C. La Fig. 3 montre que les conditions optimales sont réali-
sées pour une température de 70°C pendant 15 min. Dans ces conditions, un
rapport molaire 1 M DPA et 2 M BrMmC est suffisant pour ’obtention d’une
réaction totzale. Par ailleurs, I’évaporation de la phase éthérée avant estérifica-
tion n’occasionne aucune perte d’acide dipropylacétique puisqu’il se trouve
sous la forme de sel de sodium.

Compte-tenu des données de la littérature et de la faible polarité des esters
obtenus, -la chromatographie en polarité de phase inversée semble étre la
méthode de choix, qui permet une bonne séparation des deux isoméres. Le
choix des conditions chromatographiques a été en partie imposé par les résul-
tats de P’étude de fluorescence. Le Tableau II rapporte les valeurs des facteurs
de capacité du DPA-MmC et de Pester coumarinique de I’acide caprylique,
en fonction de la polsarité de la phase mobile eau—méthanol et du pH.

~-L’augmentation de la teneur en méthanol diminue les 2' ainsi que la sélec-
tivité, alors-que:la diminution du pH, si‘élle diminue les k', semble sans effet
sur la sélectivité. Compte-tenu de la nécessité d’un temps.d’analyse court, le



514

30 60 90 120
temps minutes

Fig. 3. Cinétique de la réaction d’estérification pour différentes températures: (—) 30°C,
(®) 50°C, (o) 70°C. Rapport molaire BrMmC/DPA = 3:1.

TABLEAU I
VARIATIONS DES FACTEURS DE CAPACITE k', DES DERIVES COUMARINIQUES

DU DPA ET DE L’ACIDE CAPRYLIQUE EN FONCTION DE LA POLARITE DE LA
PHASE MOBILE ET DE SON pH

B
Eau—méthanol (v/ v)* pH apparent**
35:65 30:70 25:75 20:80 15:85 1 17 22 28

DPA-MmC 4.9 4.0 3.6 19 1.2 17 31 40 5.1

Acide capry-

lique-MmC 71 55 4.7 25 16 33 42 55 6.3

*pH apparent = 2.2.
**Eapn—méthanol (30:70, v/v).

meélange eau—méthanol (30:70, v/v) et un pH apparent de 2.2 permet une
bonne séparation des deux esters considérés.

CONCLUSION

La méthode proposée s’est révélée simple, rapide, fiable et utilisable en
rouiine. .L’emploi de la 18-crown-G6-6ther comme catalyseur permet I'obten-
tion d’une estérification totale en 15 min. La comparaison des résultats avec
ceux obtenus en GLC selon la méthode de Pfaff et Mahuzier [2] donne pour
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22 extraits surchargés une corrélation de 0.961. La détection fluorimétrique
permet d’atteindre une grande sensibilité (0.5 mg/l) et celle-ci a pu éire amé-
liorée (0.1 mg/l) en utilisant un fluorimeétre adapté a la HPLC (cellule de
8 ul). La détection des esters coumariniques est également possible, avee une
sensibilité moindre, dans P’ultra-violet 4 320 nm. De plus, comme 1’a montré
Diinges et Seiler [18], la bromométhyl-4-méthoxy-7-coumarine est susceptible
d’alkyler des barbituriques et nous étudions au laboratoire un dosage simul-
tané de plusieurs anticonvulsivants traités par ce réactif.
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