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Notes 

CHROM. 5918 

Analyse de la /?-propiolactone par chromatographie gaz-liquide 

I. Reeherche d’un rQsidu de /II-propiolactone dans le vaccin antirabique 
Pasteur. II. &de de la courbe d’hydrolyse de la j?-propiolaetone & pH 7.4 

La /I-propiolactone (BPL) est utilisde au tours de la fabrication du vaccin 
antirabique Pasteur (inactivd et lyopliylise) a usage humain, a la concentration de 
r/4000 dans le but d’inactiver le virus fixe. L’inactivation se poursuit pendant 3 h 
a temperature ordinaire (+ 22' h + 24”) et ensuite pendant 48 h & + 4”, dans un 
milieu tamponnd. h pH 7.4. Dans ce milieu, la BPL, produit canc&og&ne hautement 
toxique, s’hydrolyse en acide hydroxypropionique ddpourvu de toute toxicitd. 

-o-_-1 
AH,-CH,-C=O + 140x3 + CI-E,OI-I-CH+~~O~-I 

Le but de ce travail est de rechercher dans la suspension vaccinale la presence dven- 
tuelle d’un rdsidu de BPL, de l’isoler et de le doser et en outre d’dtudier la courbe 
d’hydrolyse d’une solution LBmoin de BPL dans les conditions de l’inactivation. La 
sensibilitB et la spdcificite des methodes de dosage de la BPL connues A cc jour sont 
insuffisantes pour cette etude. 

TYLER ET BEESING~ titrent la BPL par le tbiosulfate de sodium en milieu 
tamponnd, pour la closer dans des echantillons d’acide acrylique contenant L % de 
lactone. La sensibilite de la m&thode permet de rechercher au minimum 40 mg de 
lactone et de nombreuses impure& sont susceptibles d’influencer la r&action. 

FAYET et aZ.2 dosent la BPL rdsiduelle clans le vaccin contre la fievre aphteuse 
par colorim&rie avec la 4-nitro-benzylpyridine en milieu hydroalcoolique ; ils re- 
trouvent des quantitds de lactone de l’ordre de IO p.p.m. 

Un examen par spectrophotomdtrie IR, effect& en nos laboratoires n’a pas 
don& de r&ultats satisfaisants. En principe cependant, la localisation relativement 
haute de la bande C=O de la BPL (1860 cm-r en solution dans le Ccl,) permettrait de 
doser directement celle-ci dans un extrait par le Ccl, du vaccin lyophylis8: ni la 
presence d’acide hydroxypropionique produit d’hydrolyse de la BPL, ni celle de 
proteines, ne pourraient interferer, le groupement C=O de ces deux types de sub- 
stances absorbant respectivement Q 1725 cm-l, et vers 1670 cm-l. Toutefois, l’utilisa- 
tion de cette technique d’analyse est limitBe par la sensibilite de la m&hode. 

Dans les conditions opdratoires suivantes: spectrographe Perkin-Elmer 21, 
$ prismes, sans extention d’ordonn8e et, avec une cellule de I mm d’epaisseur, il n’est 
pas possible de detecter la BPL dans des solutions de teneur infbrieure a 0.002 %, 
soit 20 mg par ml (20 p,p.m.). 

Un essai effectual sur un extrait par I ml de Ccl, de 70 mg de vaccin lyophylise 
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NOTES 

a 6t8 negatif, ce qui indique une teneur en BPL inferieure 
de vaccin en suspension !L 5 %. 

Nous avons utilisd la chromatographie de partage 
polaire du type polyester (DEGS) additionnde d’acide 

I29 

h 70 mg de BPL dans 5 ml 

gaz-liquide sur une phase 
phosphorique pour 6viter 

l’absorption partielle de la lactone acide dans la phase stationnaire et les pertes en 
resultant sur le plan quantitatif. 

Avec un ddtecteur h ionisation de flamme, nous pouvons identifier la BPL 
apr&s separation chromatographique et la closer par Btalonnage interne dans un 
extrait chloroforxnique brut de la suspension vaccinale. En tenant compte de la 
recuperation apres traitement de la suspension vaccinale, on estime avec precision 
4 p.pm. de BPL; il est possible en utilisant le ddtectcur FID au maximum de. sa 
sensibilite, de retrouver dans 5 ml de vaccin apres extraction (quantite prevue pour 
une injection par voie sous-cutanee) environ I ,ug de BPL (0.2 p.p,m.), sans toutefois 
garantir la proportionnalite de la reponse du ddtecteur. 

Reactifs. Chloroforme pour analyse (M.erck), acide butyrique purissimum et 
propiolactone purissimum (Fluka), phenol, sulfate de sodium anhydre, chlorure de 
sodium pour analyse, phosphate monosodique* zH,O, saccharose et soude en pastilles 
tr&s pure. 

Prt$+nvntio~c des t?chm%?lons. Centrifuger h 2500 tours par minute, pendant 
15 min, la suspension vaccinale reconstitude par l’addition de 5 ml d’eau pour injection 
par voie sous-cutanee, A, un flacon de vaccin inactive et lyophylisd. Estraire im- 
m6diatement le surnageant dans une ampoule a decanter, par agitation avec dew 
fois un volume de IO ml et une fois un volume de 5 ml de chloroforme. Soutirer les 
extraits chloroformiques successifs; les filtrer sur filtre set contenant environ 150 mg 
de sulfate de sodium anhydre. Rincer l’ampoule & decanter et le Altre avec 5 ml de 
chloroforme. Recevoir les extraits chloroformiques filtrds et le chloroforme de lavage 
dans un appareil de Kuderna-Danish modifie (voir Fig. I). Concentrer la solution 
au bain-marie maintenu a +90°, jusqu’a &5 ml. Ddtacher le tube gradud rode, 

. Bain-marie 6 90. 

Fig. I. hpparoil clc Kuclcrna-Danish modif%. 
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l’introduire dans un bain-mark A. +70” et amener le volume h I ml en y soufflant 
de l’air pour favoriser l’evaporation. Ajouter I ml de la solution mere d’acide buty- 
rique 2 IOO mg/roo ml. Injecter I ,ul de ce melange dans le chromatograph’e. 

Cltronzatogm~lzie en $72nse gnzeztse. La separation chromatographique est pour- 
suivie sur un appareil Aerograph 1700, avec un detecteur h ionisation de flamme, sur 
une colonne en acier inoxydable de 3 m x I/S in., garnie de 15 “/o DEGS + 3 Y0 H,,PO,, 
sur Chromosorb W zoo-IZO mesh. Le debit du gaz vecteur (azote) est de 30 ml/min. 
La temperature du four est maintenue a. +120’, celle de la chambre d’injection et du 
ddtecteur Btant rdglee & + 150’. 

La surface des pits est intdgree automatiquement par un integrateur digital 
Infotronics CRS 104. 

Ident+kztion. La BPL est identifiee par le rapport de son temps de retention, 
au temps de retention du pit du standard interne, l’acide butyrique. Dans les conditions 
opdratoires indiqudes plus haut, &? = 0.73 (Pig. 2). 

b.O.6 Rp .o.e 

Fig. 2. Clrromstogrsn~mo correspondant Bplusicurs clc la droite d’dtalonnagc. I = @-Propiolactono; 
2 = aciclc butyriquc. Att. : IO-l1 x 2. 

Dktemzina~ion quantitative. Les mesures quantitatives ndcessitent l’btablisse- 
ment d’une droite d’etalonnage avec l’acide butyrique comme standard interne. Dans 
des tubes bouches emeri, numdrot8s de I ZL 10, on prepare, dans I ml de chloroforme, 
dix solutions contenant respectivement, 0.01, 0.04, 0.10, 0.14, 0.20, 0.40, 0.60, o,So, 
x.00, 1,20 et 1.40 mg de BPL, auxquelles on ajoute I ml d’une solution d’acide 
butyrique a I mg par ml. On dresse la courbe d’etalonnage, en portant les rapports 
du poids de la BPL au poids de l’acide butyrique (Rp) en abcisse, et les rapports des 
surfaces (Rs) correspondantes en ordonnee. On obtient une droite passant par l’origine, 
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qu’il est ndccssaire de reproduire pour chaque cssai; en effet la pente de la droite 
varie sensiblement d’une s6rie d’injections h l’autre (voir Fig. 3). 

Rt+czr$u+ation. La n6cessitd de savoir si la rkupdration est constante pour des 
solutions de BPL de concentrations tr&s diffkrentes (cas se prkentant lors de l’&ablis- 
sement de la courbe d’hydrolyse) nous a poussd A faire subir des essais de &cup&ation 
aux solutions d’btalonnage, On dilue celles-ci A 25 h-11, on leur fait subir les op&rations 
de filtration, lavage, concentration, ajoute du standard interne d&rites dans la m& 
thode d’estraction. On obtient ulle droite de rdcuphration moyenne A 50~1 ‘;,k; la 
reproductibilitd de la mdthode est de 3.4 %, (Fig. 4). 

Fig. 3. Droites cl’Btnlonn;~gc: P-propiolact;onc/ncido butyriquc. 

Fig. 4, Droito de rkxipthlion. 
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Nous avons app1icy.h cettc technique B diffkrents lots de vaccin antirabique 
Pasteur (lots de num6ro infkieur & 0.~8, ancienne fabrication, et suphieur k 0.28, 
nouvelle fabrication). On constate la prdsence de &propiolactone dans tous les dchan- 
tillons examinds, & une concentration voisine de 3 ,~g pour 5 ml de suspension vacci- 
nab titant donn6 les reserves faites au sujet de la proportionnalit6 de la rkponse dans 
les conditions d’utilisation limite de la sensibilitd du detecteur FID, on peut dire 
clue l’on retrouve moins de 2 p.p.m. de BPL dans les Bchantillons examin& (Fig. -5 
et 6). 

Hydrolyse 
piolactone dans 

- 

ttbtoin dam les conditions de I’inactivatiow Peser 50 mg de /l-pro- 

un ballon jaugk de 200 ml. Dissoudre ZL temphature ordinaire (+ 22O 

Fig. 3, Chromatogrammc correspondant B un vaccin do num&o clc lot iufdricur & 028 (lot 004) 
(ancicnnc fabrication). Att. : 10'1a x 2. 

Fig. G. Chromatogrammc correspondant b un vaccin de numQro clc lot sup&dour B 028 (lot 038) 
(nouvcllc fabrication). Att.: IO-12 x 2. 
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B 3-24”) dans Ie milieu tampon (chIorure de sodium 5.85 g, phosphate monosodi- 
quc l 2H,O 0.24 g, soude cn pastilles 1~52 g, eau 1000 ml; ik rooo ml de ce solutB, 
ajouter 7.5 g de saccharose). Ddclenclw le chronomhtre lorsque la premihre goutte 
de solution tampon entre en contact avec la 13l?L (to). Pipeter 5 ml de solution (con- 
tenant au temps t,, 1~25 mg de BPL) dans une ampoule B ddcantcr, estraire imm4 
diatement par le cllloroforme pour analyse et traiter I’extrait de la fac;on indiquke 
pour la prhparstion dcs dchantillons. Noter le temps lorsque 1’011 commence h agiter 
l’ampoule. 

Recommencer les opdrations d&rites plus haut pour unc s6rie de fractions de 
5 nil estraites aus tetnps t,,, t:lO, tOO, foe, tlZO, tl,, et tl,,. 

Au temps t 180, pr6lcver une seconde fraction de J ml, dans laquelle on dissout 
12.5 mg de phdnol p.a. et laisser se poursuivre l’hydrolyse pendant 48 11 au frigo 
B 3_4”, avant d’extraire et de trailer la BPL restant en solution. 

En tenant compte de la rdcupdration moyenne (50.x %), on a au tcmps L,b, en 
solution clans 5 ml de tampon, 7tl. mg 131X = I&U x L mg x (roe/go. I) (Tableau I). 

KYDROLYSE DE LLA BPL DONS LIES CONDITIONS T>'INAcTIv,\TIoN nu VACCZN ANTIRABIQ~E PASTEUR 

2 30 win. 150 nain, IS0 .IMi?E 180 win 

19 see 33 set 45 WC 45 see 
-+-# I& 

cl, -t-3” 
---~-- ._~ 

wl mg BPL cs1 solution clans 5 ml ctc tampon 0.230 0,0,40 O.IlG o.ogo 

0’ 30 1 60 90 720 180 I 

t” c&I0 

vie;, 7. CourIw cl’hyclrolysc do la P_propiolactone B pN 7-4; 3 h h tompfhturc OrdinairC SUiVicS 

cl0 4s 11 Q + 40. 
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On s’apergoit qu’aprhs 30 min, les 2/3 de la BPL sont hydrolysds. A la fin de 
l’hydrolyse mcnde dans les conditions de l’inactivation, il reste 7.2 Y0 de la quantitb 
de BPL tkmoin mise en reaction (Fig. 7). 

L’auteur tient h remercicr M. J, A. IV, GOSSELB pour ses escellents conseils 
et suggestions, Mme. C. CHARON pour les essais effectuks par spectrophotom6trie TR 
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