
JuwmZ of Chromtugrophy, 174 (1979) 258-263 
0 Ekevier Scientifx Publishing Company, Amsterdam - Printed in The Netherlands 

CHROM. 11,762 

Dosage dans les milieux biologiques d’un nouveau beta-bloquant, I’at6noIol, 
par chromatographie liquide hauee performance 
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La&rat&e de Toxicologic, DPpartement de Phmacologie Ciinique, H6pital Ambroke ParP, 
9 Avenue Charles de Gaulle, 92IaO Boulogne (France) 

(R-u le 18_janvier 1979) 

L’atenolol, (I.C.I. 66082, Tenormine’) ou 4-(2-hydroxy 3-isopropylamino- 
propoxy) phenylacetamine est un nouvel antagoniste des rkcepteurs /l-adrenergiques, 
agiskt preferentiellement au niveau des rkcepteurs /l-adrenergiques cardiaques, sans 
bloquer !es recepteurs vasculaires peripheriques; il est depourvu d’activitc stabilisatrice 
de membrane et d’activite sympathomimetique intrinstquel-‘. I1 est plus particuliere- 
ment utilise dans le traitement de l’hypertension artCrielle*-“. 

Des methodes par chromatographie en phase gazeuser2*r3 et par chromato- 
graphic liquide haute performance” ont ttc d&rites dans les milieux biologiques ainsi 
qu’une mCthode de spectrofluorimetrie 15. Ces methodes mkessitent de tres nombreuses 
manipulations ou manquent de sensibilitk 

Nous avions decrit une methode spectrofluorimetrique’6 sensible (limite de 
detection 10 ng/ml), il nous a semble interessant de developper une methode par 
chromatographie liquide haute performance (CLHP) associant une bonne sensibilite 
B une grande spkcificite. 

PARTIE EXPlkIMEhTALE 

Appareillage 
Nous avons utilise un chromatographe en phase liquide (Touzard et Mat&non, 

Paris, France), modele Chromatem 380, Cquipk d’une pompe B piston Altex, avec 
amortisseur de pulsations et d’une vanne d’injection Rheodyne modtle 7120 munie 
d’une boucle de 100 ~1. 

La detection est assurde ii l’aide d’un spectrophotometre Schoeffel (Cunow, 
Paris, France), type SF 770, equip& d’une microcuve 2 circulation de 5 ~1 et relic 2 
un enregistreur (Kipp, Hollande) type BD 41. L’analyse quantitative est realis& au 
moyen d’un integrateur calculateur (LTT, Paris, France) type Icap IO. 

L’extraction des khantillons biologiques est realis% & l’aide dun agitateur 
rectiligne alternatif (Realis, Paris, France), les tubes &ant places en position couch& 
pa&Element 2 l’axe d’agitation. 
___- 

l A qui ia correspondence doit Ctre adress&. 
* Adresse counier: Laboratoire de Toxicologic, H6pital A. Par& 9 avenue Charles de Gaulle 

92100 Boulogne, France. 
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Phase stationnaire 
Nous avons utihd une colonne (15 cm x 4.7 mm D-I.) remplie de LiChrosorb 

Si 60, de 5 pm (Toward et Matignon). 

L’hydroxyde de sodium, l’ammoniaque, le methanol, le carbonate disodique 
et le carbonate monosodique etaient de qualite RP (no. 28252, 21188, 20847, 27768 
et 27778, Prolabo, Paris, France). Le butanol-1, le dichloromethane et le chloroforme 
de qualite Uvasol (no. 1993, 6048 et 2447, Merck, Darmstadt, R.F.A.); le sulfate de 
sodium anhydre etait de qualite pour analyse (no. 6649 Merck). La solution tampon 
de pH 10.6 a CtC obtenue par melange de 21.3 ml de solution de carbonate disodique 
1 IMet de 3.8 ml de solution de carbonate monosodique 1 Men completant & 100 ml avec 
de I’eau distill&e. Le methanol et le chloroforme sont conserves sur sulfate de sodium 
anhydre. L’atenolol ou 4(2-hydroxy-3-isopropylaminopropoxy) phenylacetamide et 
I’ttaion interne le practolol ou 4(2-hydroxy-3-isopropylaminopropoxy) acitanilide 
nous ont CtC aimablement fournis par les Laboratoires I.C.I. Phar_ma (Enghien, 
France). 

Dans des tubes a extraction en verre de 4.5 ml h bouchon rode, on introduit 
0.1 ml de solution aqueuse d’ttalon interne 2 2.5 mg/l, 1 ou 2 ml de milieu biologique 
Q doser (plasma ou urine diluee au l/IO), 0.2 ml de NaOH 0.5 N, 1.5 ml de solution 
tampon de pH 10.6 et 15 mI d’un melange dichIoromethane-butanol-1 (95:5). Les 
tubes sont agites pendant 20 min, Q raison de 160 va-et-vient/min. Aprb centrifuga- 
tion 2 1500 g pendant 15 min 5 4”, on en&e le maximum de phase aqueuse g l’aide 
dune pipette Pasteur branchee sur une trompe 5 vide; puis on d&hydrate avec 1 g 
environ de sulfate de sodium anhydre; on centrifuge 2 min & 1500 g Q 4”. La phase 
organique est transvasee dans des tubes en verre propres de 20 ml et Cvaporee a set, 
en augmentant progressivement Ia temperature de 50” a 70”, sous courant d’azote. 
Les parois des tubes sent rincees avec 0.5 ml de dichloromethane qui sont ensuite 
evapores a set sous courant d’azote. Aprbs reprise par 125 ~1 de melange chloro- 
forme-methanol (6:4), on injecte 100 ~1 en t&e de cofonne Q l’aide dune seringue 
de 250 ~1. La phase mobite est constituee dun melange chloroforme-methanol- 
ammoniaque dilu& au l/2 (60:40:2.08 ml), le debit est 0.9 mljmin (ce qui correspond 
& une pression d’environ 75 bars). La longueur d’onde est de 275 run. Pour chaque 
sCrie de dosages, on extrait simultantment 3 plasmas ou urines au l/l0 de sujets non 
trait& auxquels on a ajouti une quantite connue d’attnolol(0.5 pg). Ces echantillons 
servent & Ctalonner I’integrateur. 

La Fig. 1 montre les chromatogrammes de plasma et d’urine temoins ainsi 
que de plasma addition& d’atenolol et de sujets trait&. Le pit de l’atenolol est bien 
separe de celui du practolol, &talon interne. Dans certains plasmas, on observe UD. pit 
non identifie ayant un temps de retention de 16 min. L’expression des rCsuhats en 
molarite s’effectue sachant que pour I’atCnolol 1 mg = 3.759 pmol. 
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Fig. 1. Chromatogrammes (a) d’un plasma tkmoin, (b) d’un plasma temoin surcharg6 B 0.5 [fg er: 
atinolol (A), (c) d’une urine tkmoin au l/l%, id) d’une urine surchargk 2 2 pg en at&olol, (e) d’ur 
plasma de sujet trait6 par deux comprimb B 100 mg d’at&tolol4 h apr&s la prise orale. Temps de 
dtention: EL = 345 set, A = 425 sec. 
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E&SULTATSETDISCUSSION 

Nous avons ajoute des quantites connues d’atenolol en solution aqueuse a du 
plasma ou de l’urine diluke au l/10 provenant de sujets non trait&. 

On calcule le rapport R de la surface du pit de l’atenolol avec celle de l’etalon 
interne. L’analyse de 3 plasmas auxquels on a ajoute 25, 50, 100, 200, 250, 400, 
500 pg/l d’atenolol pour 250 ng d’etalon inteme, montre qu’ii existe une relation 
likaire entre la concentration et le rapport R (r = 0.9977, y = 1.5617x - 0.0084). 
L’analyse de 3 plasmas addition&s de 0.5, 1, 2, 3. 4 et 5 mg/l d’atenolol pour 2 pg 
d’etalon interne montre qu’il existe Cgalement une relation 1iniGre entre la concen- 
tration et le repport R jusqu’h 5 mg/l extraits (r = 0.9981, y = 0.2246~ - 0.0118). 

RPpPtabilit& et reproductibilite’ 
RPp&abilite’ de l’injection. Nous avons inject6 6 fois 100 ~1 dune solution 

renfermant 5 mg/l d’adnolol et 2.5 mg/l d’italon interne dans le methanol et trouvi 
le coefficient de variation de 2.2%. 

Re’pPtobilit6 de la nte’thode. 2 ml de solutions plasmatiques a O-25,0.5 et 1 mg/l 
ont CtC extraits plusieurs fois le mCme jour; les resultats sont represent& dans le 
Tableau I (moyenne, deviations standard, coefiicient de variation). 

TABLEAU1 

~P~TABILITGETPRECISIONDUDOSAGEDE~ATENOLOLPAR~L~P 

Quantit& ajoutkes (pg) n Quantitk trouvPes (pg) SD. c. v. 

0.500 10 0.500 0.017 3.50 
l_OOO 10 l.oao 0.024 2.40 
2.004) 10 1.999 * 0.087 4.35 

E 

ReproductibiZitP. Des solutions plasmatiques a 0.5 mg/l ont Cte extra&es 
plusieurs jours de suite (n = 15), la valeur trouvee a 6tC de 0.500 + 0.027 mg/l, rep&- 
sentant un coefficient de variation de 5.58 %. 

Limite de d&ection 

La quantite extraite minimale detectable est de 5 ng. 

Rendemenr 
Le rendement de la methode est 76% (n = 8). 

DISCUSSION 

Les methodes par chromatographie en phase gazeuse1z*‘3 sont complexes et 
necessitent une derivatisation par I’anhydride heptafluorobutyrique pour permettre 
la dttection de l’atenolol par capture d’Clectrons_ Nous utilisons une simple extraction 



262 NOTES 

8 pK 10.6 suivie de l’evaporation du solvant. Nous avions antkieurement dbmontre 
que ce pH correspondait h I’optimum du rendement d’extraction16, le fait de n’avok 
plus qu’une simple ektraction, nous permet d’am&liorer le rendement (76%) par rap- 
port a ceiui observe lorsqu’il faut Gextraire l’atenolol par une solution aqueuse 
acide (70 %). 

Weddle et aZ.l” utilisent une chromatographie sur colonne a phase inverse et 
un detecteur de fluorescence, ce qui n&e&e ainsi une double extraction prklable 
de l’atenolol. En utilisant une chromatographie d’adsorption sur colonne de silk de 
5 ,.Am et un detecteur W, nous obtenons une sensibilite comparable (limite de detec- 
tion 5 ng extraits) et une bonne rCp&abilite (2.4% pour une concentration plasma- 
tique de 0.5 mg/l)_ Cette methode donne une reIation link&e jusqu’h 5 mg/i d’at6 
nolo& ce qui permet d’effectuer les dosages plasmatiques mCme chez les sujets in- 
sufftsants renaux. 

A des plasmas de malades a fonction tinale not-male ou insuffisants renaux, 
trait& par une dose unique d’atenolol, nous avons applique simultanement la tech- 
nique spectrofluorimetrique’” et celle d&rite ici. On constate qu’il existe une excellente 
correlation entre les deux techniques (r = 0.971, n = 27, p < O.OOl), Fig. 2. La me- 
thode antkieurement d&rite dorm:: des rbultats legerement supirieurs & ceux obtenus 
par CLHP, en moyenne de 15 %, cet &art peut Ctre attribue a l’interference-d’un 
metabohte. 

05 1 15 mg/l 
Spectrof luorimetrie 

Fig. 2. Comparaison des r&.ultats obtenus en pratiqumt, sur ks memes plasmas de sujets traitks par 
l’atholol, la m&ode spectrofluorimttrique et celle par CLHP. L’Quation de la droite de n%mGon 
est: y = 0.8195 x _t 0.0363; r = 0.971; p < 0.001; n = 27. 
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La m&hode que nous pr&entons ici, & la fois rapide et prt5cise, zzous a per&is 
Q ce jam de r&&set phs de IO dosages, en partider chez des sujets insuhh 
r&mm h&.mkdy&s. 
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