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SUMMARY 

Determination of ketoprofen in phwna using high-performance liquid chromatography. 
Compariron with gas-liquid chromatography 

A new method of determination of ketoprofen 2-(3-benzoyl phenyl) propionic 
acid in plasma using high-performance liquid chromatography (HPLC) is described. 
After extraction by diethyl ether in acidic medium, ketoprofen and the internal stan- 
dard, 2-(4benzoyl phenyl) butyric acid, are methylated with gaseous diazomethane 
and their concentrations measured by HPLC using a LiChrosorb Si 60 (5 pm) column 
and dichlorornethan+hexane (60:40) as the mobile phase. The absolute retention 
times of the internal standard and ketoprofen are 11.6 and 12.8 min, respectively. 
The precision of the method is f4% and the lower detection limit ranges from 0.06 
to 0.10 pg/ml. The results obtained by HPLC show a very good correlation with 
those obtained by gas-liquid chromatography. 

The proposed method is sensitive, reproducible and rapid and very suitable 
for ketoprofen determination in pharmacokinetic studies. 

INTRODUCXION 

Le ketoprof&e ou acide (benzoyl-3 ph&yl)-2 propionique (Fig. L) est un 
d&iv6 de la benzoph&one douC &me importante activit6 antiinflammatoire’. Les 
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Fig. 1. Structure chimique de (a) k&oprof&e et de (b) l’&alon inteme. 

l Proftid (ND, Sp&ii Paris, France& 
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premiers r&ultats cliniques ant co&rm~ son int&& th&apeutique2, si bien que 
largement utilisC en rhumatologie, il a fait l’objet de nombreuses &udes clinique&s 
et pharmacocin&iquesGg. 

Trois m&hodes de dosage du ketoprof8ne dans Ies milieux biologiques utili- 
stit les &verses fonctions r&actives de la mol&ule ont Cti d&rites1o: la colorim&rie, 
la polarographie et la chromatographie en phase gazeuse (CPG)_ Se&e cette demi&e 
est applicable au s&urn et contitue en raison de sa sp&ticite et de sa sensibilite la 
m&&ode de r&f&ence. Toutefois les nombreuses phases de la technique ne permettent 
pas une pr&zision sup&ieure ZI 110 % et imposent un temps d’analyse assez long: 
seul un petit nombre de pr&vements peuvent Ztre analysQ chaque jour. 

Aussi nous proposons une nouvelle m&&ode de dosage du khtoproene dans 
le sang par chromatographie liquide haute performance (HPLC). Cette m&hode est 
sp&zifique, sensible, reproductible et rapide. L’&alon interne utilisd est un composd 
de structure voisine l’acide (benzoyl-4 phenyl)-2 butyrique (Fig. 1). 

MAtiRIEL ET MeTHODES 

Kitoprof&ne et acide (benzoyl-4 ph&yl)-2 butyrique utilisC comme &talon in- 
teme @p&a, Paris, France). Tous les r&&ifs et solvants sont de puret6 pour ana- 
lyses: a&tone, sulfate de sodium anhydre, h&me, propanol-2, dichlorom&hane, N- 
m&y1 N-nitroso p-tolu8ne sulfonamide (Prolabo, Paris, France); m&hanol, hydro- 
xyde de potassium, acide chlorhydrique, ither di&hylique, (E. Merck, Darmstadt, 
R.F.A.); plaques de chromatographie sur couche mince F 1500 LS 254 (Schleicher 
& Schiill, Dassel, R.F.A.). 

Appareik 
L’appareil utilisC pour la CPG est un chromatographe en phase gazeuse Carlo 

Erba Fractovap 2200 &quip6 d’un d&cteur B ionisation de flamme. La colonne en 
verre Pyrex (longueur 2 m et diam&re inteme 3 mm) est remplie d’OV-17 & 3 Y0 SW 
du Chromosorb W AW DlMCS. 

Les separations par HPLC ont &Z effect&es sur un chromatographe en phase 
liquide Chromatem 38 (Touzart & Matignon, Paris, France) &uipC d’un dCtecteur 
UV (254 nm) modtle 153 (Altex, Berkeley, Calif., U.S.A.) et d’un calculateur inti- 
grateur mod&le 3385 A (Hewlett-Packard, Orsay. France). La colonne (longueur 
250 mm et. diamttre inteme 4.7 mm) est remplie avec du LiChrosorb Si 60 (5 pm; 
E. Merck) selon une mkthode par voie h&de L1. Le nombre de plateaux theoriques 
calculi sur le k&oprof&e est de 53,OClO plateaux par m&e. 

Solutions &talons 
L’acide (benzoyl-4ph&yl)-2 butyrique (100 mg/l dans l’ac&one) est dilu& au 

l/10 dans un m&nge eau-&hanol(50:50) au moment de l’emploi. Solution de k&o- 
prof&e et d’btalon inteme m&hy& B 10 mg/l dans I’adtone; cette solution sert B 
dCterminer le coefficient de reponse du ditecteur en CPG. Pour la HPLC, 1 ml de la 
sobcltion est &vapor6 et le r&idu est repris par 1 ml de phase mobile. 



HPLC DOSAGE DU KJ%OPROFl%E 373 

CPG. Les dosages sanguins du ketoprofene ont et& rMises selon la technique 
publi&e par Populaire et a1.l’ modif& par Brazier eC aLIz. Dans une ampoule iI dC- 
cantation de 150 ml, sont ajout& 1 ml de s&um, 1 ml de solution d&talon inteme 
a 10 mg/l et 1 ml d’acide chIorhydrique 1 N. L’ensemble est extrait par deux fois 
30 ml d’ither diEthylique. Lea extraits rassembl& sont lav& successivement par 10 
ml d’HC1 1 IV, 10 ml d’HCIO.l N et 10 ml d’eau distill& Apres filtration sur sulfate 
de sodium anhydre, l’extrait est evapore sous courant d’azote a 40”. Le residu repris 
par 3 ml d’ac&one est transftM dans un tube de verre Q fond conique et B bouchon 
rode pour Etre mithyle par le diazomethane gaxeux l3 L’extrait methyl6 est evapore, . 
repris par 150 ~1 da&one et les difErents constituants sont fraction&s par chro- 
matographie sur couche mince sur film de silice dans le systeme hexane-a&one 
(85 : 15). Les bandes correspondantes au ketoprofene et B l’&alon inteme sont Clu&s 
par l’ac&one. Apres &aporation, le residu repris par 50 ~1 de propanol-2 est analyse 
par CPG. La separation s’effectue en regime isotherme B 240”. La temperature de 
l’iujecteur et du d&ecteur est de 280”. Le debit du gaz vecteur (azote) est de 30 ml/ 
min. 

HPLC. L’extraction est reali& dans les mCmes conditions. Les extraits me- 
thyl&s sont &vapor& et repris par 50 ~1 de phase mobile. 3 ,~l de la solution sont 
alors inject& dans le chromatographe. La phase mobile, dichloromethane-hexane 
(60:40), est pomp&z B travers la colonne 9 un debit de 1.3 ml/mm sous une pression 
de 35 bar. 

RiSULTA-IS 

Paramttres chromatographiques 
CPG. La Fig. 2 represente le chromatogramme d’un extrait plasmatique. Les 

temps de retention absolus du Etoprofene et de I’&alon interne sont respectivement 
de 4.8 et de 6.6 min. Les concentrations correspondantes sont de 7.90 mg/l en keto- 
profene et de 5 mg/l en &Son inteme. 

HPLC. La Fig. 3a montre le chromatogramme d’un extrait plasmatique con- 
tenant 8.6 mg/l de k&oprof&e et 5 mg/l d’&alon inteme. La Fig. 3b montre le chro- 
matogramme dun blanc sCrum du meme sujet. Dans les conditions adopt&s p&C- 
demment, les temps de rktention absolus de l’&alon inteme et du ketoprofene sont 
respectivement de 11.6 et de 12.8 min. Les facteurs de capaciti de l’italon inteme 
Q’J et du EtoprofGne (k’*) calculis par rapport au pit de pair (tR = 3.8 mm) sont 
les suivants: k’ L = 2.05, tiz = 2.37. La r&olution, RS est 1.25. 

Cal& de Ia concentration en k&oprofine 
La m&ode de standardisation utilis&e dans les deux cas est la m&ode d’Cta- 

lonnage inteme. 
CPG. La solution Ctalon de ketoprofene et d’etalon inteme methyl& B 10 mg/l 

dans Pa&tone sert 5 determiner le coefficient de proportionnalite par la mesure du 
rapport surface Ctalon sur surface de ketoprofene. Dix injections ont Cte effect&es 
pour ce calcul et Ie coefficient de proportionnalitb obtenu est egale a 0.99 -I 0.016. 
La reproductibilit& de la m&hode est de -&IO% et la bmite inferieure de sensibilite 
est comprise entre 0.02 et 0.04 mg/l de ketopro-fenelO. 
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Fig. 2. Chromatogramme d’un extrait plasmatique obtenu par CPG contenant 7.40 m& de k&o- 
profhe (b) et 5 mg/l d%talon interne (a). 

HPLC_ Le coeffitient de proportiomditi mesur6 aver h solution &don de 
k&oprofene et d’&alon inteme & 10 mg/i dens la phase mobile est egal a 1.04 i 0.013 
(n 2 10). Avant cheque s&e de dosage le coefficient de proportionnalite est v&if%_ 

Likarite de la mt!thode HPLC 
La courbe d’etalonnage a ete Salis& sur des extractions de s&&u contenant 

respectivement 2,4,6,8 et 10 mg/l de ketoprofcne. Les r&that.s obtcnus sont port& 
sur Ia Fig. 4. Chaque point port& sur le graphe correspond & la moyenne de 3 in- 
jections. Les param&cs de la droitc d’&alonnage (ordorm& B l’origine 0.026, pcnte 
0.153 et coefficient de regression 0.999) montrent que la linbriti est t&s bonne dans 
Ia gamme des taux Wrapeutiques. 

R&productibilir& et pr&cision 
La reproductibihte de la m&ode HPLC a et& Ctudide en mesurant la con- 

centration en k&oprof&e dans des &hantiUons sanguins charg& respectivement 5 
5 mg/l et B 10 mg/l en ketoprofene. Les r&ultats obtcnus (Tableau I) montrent que 
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Fig. 3. Chrornatogramme d’un extrait plasmatique obterm par HPLC. Extmit contenant 8.6 mg/l de 
Woprofhe (b) et 5 mg/l d’talon inteme (a). Extrait d’un blanc plasma; colonne, 250 x 4.7 mm, 
J_.iChmsorb Si 60 (5 JAR& pbase mobile, dicblororn~tlxuz-hexaue (60:40), debit, 1.3 ml/min; d&x- 
tion, uv (254 rim). 

les taux moyem retrow& sent respectivement de 4.91 m&l f 0.221 (n = 10) et de 
9.81 m&l f 0.391 (n = LO). La prkision de la m&ode est de f4%. 

Limite de dtfiection quantitative 
La m&ode HPLC pcrmet encore de mesurer avec une bonne pnkision des 

concentrations de Moprofene comprises entre 0.06 et 0.10 mg/l. 

L’exactitude de la m&hode HPLC a 6th test& en mesurant les concentrations 
skiques de k&oprof&xe par les deux methades (HPLC et CPG) chez 4 sujets ayant 
rew une dose orale de kt%oprof&ne de 150 mg. 44 Dosages ant &5 ainsi e&ctuCs 
paraHement. La Fig- 5 montre la corr&ation exiset entre les rk_dtat.s obtenus. 
En ordom& sont port& les valeurs trouvks par CPG et en abscisse les valeurs 
trouv&s par TA-PLC. 
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p * 0.153 
b - 0.026 
r - 0.919 

Fig. 4. courbe. d’&alonnage. !Zn ordonn&s sont port&s tes rapports surface ketoproofene SW surface 
italon inteme et en abscisses les concentrations de k&oprofhe en mg/L r. Coefficient de Sgression; 
b, ordonnke tt I’origine; p, pente. 

TABLEAU1 

~~R~DU~~ILITEETPRECISI~NDELAMIZTHODEHPLC 

Ees param&res de !a droite de regression sent les suivants: pente, 1.041 f 
0.022; ordonnee a l’origine, -0.240 f 0.102; coefiicient de corr&tion, 0.991. Le 
test t pour Ies coupIes de valeurs donnent les rksultats suivauts: moyenne des diffe- 
rences (HPLC - CPG), 0.0725; n, 44; erreur standard, 0.0514. 

Pour l’hypothese dune difference mule, la valeur de t montre qu’il n’y a pas 
de difErence significative entre la dispersion des resultats selon les deux m&&odes. 

DISCUSSION 

pans la methode propo&, Malon inteme, acide (benzoyl-4 ph&tyi)-2 buty- 
rique, utilise par Populaire et ~1.~ a et6 come&e pour doser le ketoprofene. En effet 
ces deux compos&, de structure voisine, possedent le meme comportement B t’ex- 
traction et cela nous a permis une comparaison des r6sultat.s valable entre &es deux 
mdtho$zs de dosage par HPLC et par CPG B partir du mEme pr&vement. 3 pl de 
i’extrait methyli repris par la phase mobile ont et5 inject&s en HPIX et une ahquot 
du &me extrait a &A do&e par CPG. 

La prcision obtenue par HPLC (+4x) est meilleure que celle obteuue par 
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CPG (+ 10 %), vraisemblablement grSce & la diminution des &apes interm&iiaires: 
en effet la chromatographie sur couche mince, &ape particuli&ement longue, peut 
Ctre responsable de pertes importantes pouvant affecter indiff&emment le k&opro- 
f*ne ou Malon. 

La sensibilite de la methode propos& est legerement infkieure ir cells obtenue 
en CPG. La limite de d&e&ion quantitative est respectivement de O.iOO mg/l et de 
0.04 mg/l de ketoprof&ne. Toutefois comme le montre la Fig. 3b, aucun pit parasite 
n’est suspectible d’interferer au cows du dosage et il est toujours possible d’augmenter 
la sensibilite en reprenant les extraits par 30 (tl de phase mobile et en augmentant 
le volume inject6 D’autre part, la methode est suffi samment sensible pour suivre 
1’6volution des taux san_mrins au tours des 12 h suivant la prise de 150 mg de k&o- 
prof&ne. 

Enfin le gain de temps est important: d’une part, lXtape interm&iiaire la plus 
longue a Ct6 supprim& et d’autre part nous avons obse& lors de l’injection des 
extraits en CPG des pits dont les temps de Mention sont voisins de 45 min. Ces 
pits de nature inconnue et pr&ents dans tous les &rum limitent B 3 le nombre d’in- 
jections pouvant &re effizctu6es cons&cutivement alors qu’en HPLC ce probl&me n’est 
pas rencontr& 

La m&ode que nous proposons est reproductible, sensible et rapide: Elle est 
parfaitement adapt& au dosage du k&oprof&e dans le sang pour des etudes de phar- 
macocin&iques et de biodisponibilit6. 

Nous d6crivons une m&hode de dosage du k&oprofene ou acide (benzoyl-3 
ph&nyl)-2 propionique dans le sang par chromatographie liquide haute performance. 



Apr& extraction par Mher en milieu acide, Ie ketoprofene et l’acide (benzoyl-4 ph& 
nyl)-2 bdtyrique utilid comme &talon inteme sent methyl& par Ie diazomethane ga- 
zeux et analyses par chromatographie liquide haute performance [colorme de Li- 
Chrosorb. Si 60, 5 pm; phase mobile, dichloro methan~hexane (60:40)]. Les temps 
de retention absolus de I’italon inteme et du ketoprofene sont respectivement de 
11.6 et 12.8 min. La precision de la methode est de &4% et la limite de detection 
quantitative est comprise entre 0.06 et 0.100 &ml de ketoprofene. Les r&ultats com- 
pares avec ceux obtenus en chromatographie en phase gazeuse montrent une ex- 
cellente correlation entre les deux merhodes. 

La methode propo&e est sensible, reproductible et rapide. Elle est parfaite- 
ment adapted au dosage du ketoprofene dans le sang en vue d’etudes pharmacoci- 
netiques. 
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