
Journal of Chromatography, 166 (1978) 327-332 
@j Elsevier Scientific Publishing Company, Amsterdam - Printed in The Netherlands 

CHROM. 11,246 

Note 

M&hode sensible de dosage de I’acCbutolol et de son m6tabolite N-ac&yli 
dans les milieux biologiques par chromatographie liquide haute performance 
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L’acebutolol est un antagoniste des recepteurs beta-adrtnergiques, -douC d’une 
relative cardiostlectivitt’~‘. I1 est utilise comme antihypertenseuti, et se rnontre tgale- 
ment efficace dans le traitement des arythmies’ et de l’angine de poitrine5p6. 

Nous avons prectdemment dtcrit une methode de dosage spectrofluorimttri- 
que de l’acebutolol’, qui a l’inconvenient d’@tre relativement longue et de doser a la 
fois Ia moICcuIe inchangee et certains de ses mttabolites, dont le principal N-acCtylC 
s’est r&G16 pharmacologiquement actif chez l’animal’ et existe chez l’homme en quan- 
tit6 supirieure a celle de l’actbutolol quand ce dernier est administre par voie orale9*“. 

Les techniques chromatographiques sur couche mince*]- ou en phase gazeuse’ 
ont l’inconvenient d’Ctre longues. La technique par chromatogtaphie liquide haute 
performance (CLHP) de Meffin et al-l2 ayant un seuil de detection de 50 ng par 
prise d’essai, il nous a semblC interessant de dtvelopper une methode par CLHP speci- 
fique et plus sensible en utilisant les caracteristiques de fluorescence de l’acebutolol et 
de son metabolite N-acetyle. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Appareiilage 
Nous avons utilid un chromatographe en phase liquide Touzart et Matignon 

(Paris, France) modele Chromatem 38, equipi dune pompe Orlita Q membrane avec 
amortisseur de pulsations et dun injecteur a septum. 

La detection est assurke B l’aide dun spectrofluorimetre (Jobin et .Yvon, Paris, 
France) type JY3, Cquipt dune microcuve &circulation de 8 ~1 et relic & un enregis- 
treur (Kipp, Emmen, Hollande) type BD 41. L’analyse quantitative est rCalisCe au 
moyen dun integrateur calculateur (LTT, Paris, France), type Icap 10. 

L’extraction des echantillons biologiques est rCaliste B l’aide dun agitateur 
rectiligne alternatif (Realis, Paris, France), les tubes &ant places en position couchke 
paralIeIement a l’axe d’agitation. 

Phase stationnaire 
Nous avons utilid une colonne (15 cm x 4.7 mm I.D.) remplie de LiChrosorb 

Si 60, de 5 pm (Touzart et Matignon). 
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RPactifs 
L’hydroxyde de sodium, l’ammoniaque et le methanol Ctaient de qualite R.P. 

(No. 28 252, 21 188 et 20 847; Prolabo, Paris, France); l’ether diethylique, le chloro- 
forme et le toluene de qualite Uvasol (No. 930, 2 447 et 8 331; Merck, Darmstadt, 
R.F.A.); le sulfate de sodium anhydre Ctait de qualitepour analyse (No. 6 649, Merck). 
Le toluene et le methanol sont conserves sur sulfate de sodium anhydre. L’acebutolol, 
chlorhydrate de DL (acetyl-2 butyramido-4 phCnoxy)-1 isopropylamino- propanol-2, 
le N-acetyl metabolite, DL (acetyl-2 acCtamido-4 phCnoxy)-1 isopropylamino- pro- 
panol-2, et l’etalon interne, DL (acetyl-2 decyldmido-4 phCnoxy)-1 isopropylamino- 
propanol-2, nous ont Cd aimablement fournis par les laboratoires Specia (Paris, 
France) et May and Baker (Dagenham, Angleterre). 

Me’thode 
Dans des tubes Q extraction en verre de 20 ml a bouchon rode, on introduit 0.1 

ml d’une solution methanolique Q 5 mg/l d’etalon interne, 10 ml ci’un melange chloro- 
forme-&her diethylique (4:1), 1 ou 2 ml de milieu biologique a doser (plasma ou 
urine) et 1 ml de NaOH 2 N. Les tubes sont agids pendant 20 min, a raison de 160 va- 
et-vients/min. Apres centrifugation a 2500 tours /min pendant 15 min a 4”, on enleve 
ie maximum de phase aqueuse a l’aide dune pipette Pasteur branchee sur une trompe 
a vide; puis on d&hydrate avec 0.5 g environ de sulfate de sodium anhydre; la phase 
organique est transvasee dans des tubes propres et Cvaporee a set a 70” sous courant 
d’azote. Les parois du tube sont r-in&es avec 0.5 ml de mtlan_ge chloroforme-ether 
diethylique (4:1) qui sont ensuite CvaporCs Q set dans les mCmes conditions. 

Aprts reprise par 35 a 50 ~1 de methanol, on injecte 10 ,ul en ttte de colonne a 
l’aide dune seringue de 25 pl. 

La phase mobile est constituee dun melange toluene-methanol-ammoniaque 
diluee l/2 (90:20:1.05), le debit est de 1 ml/min (ce qui correspond h une pression 
d’environ 45 bars). 

La longueur d’onde d’excitation est de 342 nm, celle d’emission de 438 nm. 
Pour chaque serie de dosages, on extrait simultanement trois plasmas ou urines 

de sujets non trait& auxquels on a ajoute une quantite connue d’adbutolol et de N- 
acttyl mttabolite (0.5 & Les Cchantillons servent a Ctalonner 1’intCgrateur. 

L’expression des risultats en molariti s’effectue sachant que pour l’acebutolol 
1 mg = 2.976 pmol et pour le N-a&y1 mttabolite 1 mg = 3.247 pmol. 

RkWLTAl-S 

Nous avons ajoute des quantites connues d’adbutolol et de N-a&y1 metabolite 
en solutions aqueuses a du plasma, de l’urine pure ou de l’urine diluee au l/lOtme 
provenant de sujets non trait&. Pour chaque produit, on calcule le rapport R de-la 
surface du. pit avec celle de l’etalon interne. Si on ajoute B la prise d’essai 0.5 yg 
d’etalon inteme, il existe une relation lineaire entre la concentration et le rapport R 
jusqu’a 3 ,LL~ extraits (Fig. 1). 

En auGmentant la quantite d’etalon interne (2.5 ,@, nous avons verifie la 
linearite jusqu’a 10 ,ug extraits. 
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Fig. 1. Gamme d’etalonnage de plasma surchargi en acebutolol (A) et N-a&y1 rktabolite CM). 

RQe’tabilitP et reproductibilitd 
RPpPtabilitP de l’injection. Nous avons inject6 six fois 10 ~1 d’une solution ren- 

fermant 10 mg/l de chaque produit dans le methanol, et trouvC des. coefficients de 
variation de 1.51 o/0 pour I’acCbutolol et de 1.36% pour son mktabolite. 

RPpPtabilit& de la me’thode. Des solutions plasmatiques A 0.1, 0.5 et 1 mg/l ont 
ktk extraites plusieurs fois le mEme jour; les coefficients de variation sont respective- 
ment: 3.5 % (n = 5), 3.6% (n = 10) et 2.4% (n = 5) pour l’actbutolol; 7.2% (n = 6), 
5.6% (n = i0) et 7.2% (n = 5) pour son mCtabolite. 

ReprodzrctibilitP. Des solutions plasmatiques & O-1,0.5 et 1 mg/l ont CtC extraites 
plusieurs jours de suite. Les rtkultats des quantitks trouvkes (moyenne, deviation 
standard et coefficient de variation) sont dans le Tableau I. 

Limite de d&ection 

La quantitt extraite minimum dktectable est de 10 ng. Quand la lampe du spec- 
trofluorimttre est neuve, elle peut descendre & 5 ng. 



330 NOTES 

TABLEAU I 

REPRODUCIIBILITE DE L’EXTRACTION DE SOLUTION PLASMATIQUE, PLUSIEURS 
JOURS DE SUITE: RESULTATS DES QUANTITES RETROUVEES 

;ii = moyenne; S.D. = dSviation standard; C.V. = coefficient de variation. 

Quantifd ujou?Pe Quantih! mesur&e (ng/ml) 
(nglml) 

- 
AcPbutolol N-acktyi mktabolire 
- 

- ?il S-D. c-v. (%) n ?iZ SD. C. V. (%) n - 

100 100 7.79 7.79 5 103.5 9.98 9.65 5 
500 500.5 19.2 3.84 10 498.4 37.9 7.61 IO 

1000 980.4 27.7 2.83 5 992.8 55.5 5.59 5 

Rendement 
Le rendement de la mkthode est de 93.4 f 3.4 % pour l’adbutolol et de 87.1 + 

4.1% pour son mktabolite (n = IO). 

Chromatogramnres 
Sur la Fig. 2, nous prtsentons des chromatogrammes d’un plasma tCmoin, 

d’une urine temoin, d’un plasma tCmoin surchargk a 0.5 ,ug en ackbutolol et N-a&y1 
mktabolite, et d’un plasma d’un sujet trait6 par un cornprime & 200 mg d’ackbutolol 
12 h aprts l’absorption orale. 

b c 

iJ_ 

1 
- 

Fig. 2. Chromato grammes (a) dun plasma timoin, (b) dune urine temoin, (c) dun plasma ?tmoin 
surcharge a 0.5 pg en acibutolol (A) et N-a&y1 metabolite (M), (d) dun plasma d’un sujet traiti 
par un cornprime a 200 mg d’acebutolol (SectraY, Specia, Paris, France) 12 h apres la prise or-ale. 
Temps de retention: EI = 190 set, A = 290 sec. M = 390 sec. 
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DISCUSSION 

La methode par chromatographie sur couche mince de Steyn” avec lecture de 
la fluorescence des spots par comparaison avec la quinidine utilisee comme Ctalon 
interne, necessite un appareillage trts particulier; la lecture des chromatogrammes est 
longue et delicate. Elle presente une limite de detection de !,$I0 ng et est inapplicable 
chez des malades soumis a un traitement associant l’adbutolol et la quinidine. 

La methode par chromatographie~% ‘phase gazeuse demande une. extraction 
complexe et nkessite une double derivatisation (trimethylsilylation et trifluoroadtyla- 
tion), les procedes classiques utilids pour d’autres beta-bloquants (trifluoroacetyla- 
tion simple) ne donnant pas de bons resultats avec l’adbutolol. De plus cette methode 
presente une mauvaise reproductibilite pour le metabolite (C-V. = 6.2 a 20 %)_ 

La technique par chromatographie liquide d&rite par Meffin ef al.‘” utilise une 
double extraction et un chromatographe avec gradient d’elution equip6 dune colonne 
a phase inverse et dun detecteur UV. La limite de detection est de 50 ng extraits. 

Le choix dun spectrofluorimetre comme detecteur nous a permis d’atteindre 
une limite de detection de 5 ng extraits, tout en demeurant lineaire jusqu’8 3000 ng. 
L’utilisation dune chromatographie d’adsorption et dune simple extraction suivie de 
I’tvaporation du solvant permet d’obtenir un excellent rendement (environ 90%) et 
une bonne repetabilite (3.6 oA pour l’acebutolol et 5.6 oA pour son metabolite). 

A des plasmas de malades trait& par l’acebutolol, nous avons applique simul- 
tantment la technique spectrofluorimetrique’ et celle d&rite ici. On constate que la 

Fig. 3. Comparaison des rksultats obtenus en pratiquant, sur les mtmes plasmas de sujets trait& 
par l’acebutolol, la mithode spectrofluorim&rique non sptcifique’ et celle par CLHP d&rite ici. 
L’tquation de la droite de regression est Y = 0.758 X - 0.111; r’ = 0.983, p < 0.001. 
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rnethode anterieurement d&rite donne des resultats toujours plus eleves que la CLHP, 
pour laquelle les rtsultats sont exprimes en somme acebutolol +- N-a&y1 metabolite. 
11 existe toutefois une excellente correlation entre les deux techniques (r* = 0.983, 
p < O.OOi) (Fig. 3). 

On peut supposer que d’autres metabolites conduisent par hydrolyse chlorhy- 
drique au derive 4 amine qui est condense avec le p-nitrosonaphtol pour donner un 
derive fluorescent. Ceux-ci s’avereraient alors presents dans le plasma. 

La methode que nous presentons ici, 9 la fois rapide et precise, nous a permis, 
5 ce jour, de realiser plus de 1500 dosages. 
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