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La troxkrutine est un d&-iv& des flavonoides destinCe & rkduire la fragilitk et la 
permkabilitt capillaire. Elle a ktk utiliske dans ie traitement des hbmorroidesl et des 
dtsordres veineux des membres infkieursz. On note tgalement quelques utilisations 
dans le cas de rktinopathies chez les diab6tiques3 et de syndrome de Raynaud4. 

La troxkutine commerciale n’est pas un composk chimiquement pur, il s’agit 
d’un mklange contenant 3 molkules: le trihydroxykthylrutoside (t&HER), composi 
majoritaire; le dihydroxy&thylrutoside (di-HER); le tktrahydroxybthylrutoside (tktra- 
HER). Les structures chimiques sont report&s sur la Fig. 1. 
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Fig. 1. Structure chimique des diffkents composks de la troxkrutine. 
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En fait le d&-iv& le plus actif, le trihydroxyethylrutoside est obtenu par action 
de la chlorhydrine du glycol sur la rutine, ce qui a pour consequence l’obtention d’un 
derive hydrosoluble par l’introduction de groupements hydroxy&hyles5. 

Jx controle de la reaction Ctant dtlicat, on aboutit toujours d un melange de 
trois derives substitues (di-, tri- et tetra-HER) contenant en major-it& le derive tri- 
substitue. 

Les polaritts t&s proches de ces derives rendent impossible la purification 
totale du derive G-HER. 

C’est pourquoi, nous proposons ici une methode de dosage de la troxerutine 
dans les mat&es premieres destinees P la fabrication de differentes formes pharma- 
ceutiques par chromatographie liquide avec appariement d’ions. 

En effet, si la littirature est riche en travaux concernant la separation par 
chromatographie liquide des flavonoides d’origine v&g&tale+*, peu d’auteurs se sont 
interesses 4 I’analyse des flavonoides glycosylC~~-~~, en particulier la rutine14J5, et 
encore moins de travaux concernent les derives hydroxyethyl rutosides16p20. 

Courbat et aL5J’ ont CtudiC leur separation par chromatographie sur papier 
et leur identification par spectroscopic dans l’ultra-violet; Tan et al.l* ont propose 
une methode de dosage spectrofluorimetrique du derive tri-HER dans l’urine. Ainsi, 
& notre connaissance, aucune technique simple de chromatographie liquide haute 
performance n’avait 6th appliqde a la separation des trois derives hydroxybthylles 
du rutoside. 

MATkRIEL ET MfiTHODE 

AppareiIlage 
Le chromatographe Hewlett-Packard 1090 equipe d’un detecteur spectropho- 

tometrique $ reseau de diodes, regli a 254 nm, longueur d’onde correspondant au 
maximum d’absorption de ces composes, et d’un injecteur $ boucle (5 ~1) Rheodyne 
7010. 

Les chromatogrammes sont enregistres par un integrateur Hewlett-Packard 
3390 A. 

Le spectromktre de masse est un Nermag 10 C, la temperature de la source est 
de 150°C. 

Colonnes 
Les colonnes suivantes ont tte utilides: colonne PBondapak Cl8 10 pm (Wa- 

ters Assoc.) 300 x 4.1 mm; colonnes PPorasil Si 10 pm (Waters Assoc.) 300 x 4.1 
mm; colonne Hamilton PRP-1 10 pm (Touzart et Matignon) 150 x 4.1 mm. 

La phase stationnaire est une r&sine $ base de copolymere styrene-divinylben- 
zene de grande stabilite chimique permettant l’utilisation des solvants organiques 
courants ainsi que des &ants particulierement acides (pH = 1) ou basiques (pH 
= 13). 

Methanol, ethanol pour analyse (Carlo Erba); acide accitique pour analyse 
(UCB); acide orthophosphorique R. P. Normapur (Prolabo); acetonitrile pour chro- 
matographie (Merck); hydroxyde de tbtrabutylammonium 40% (Sigma); derives di-, 
tri- et tttrahydroxyethyles des rutosides (Laboratoire Negma). 
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Phase mobile: les solvants pour Clution utilists sont filtrks sur filtre millipore 
0.45 pm et dkgazts par l’htlium. 

Rl%ULTATS 

Identljication des compost% par spectromPtrie de masse 
Avant toute Ctude chromatographique et afin de s’assurer de faGon certaine de 

l’identitt des trois composks chimiquement trks proches: di-, tri- et tktra-hydroxy- 
Cthylrutoside. Une t?tude par spectromktrie de masse de la troxirutine et des di- et 
tttra-HER a t?.tt rtalisie. La technique employke est une mkthode de dksorption- 
ionisation chimique (DCI-MS) classique pour les compods de ce type et permettant 
l’introduction directe de l’khantillon lg. Les substances ont Bti itudiCes en ionisation 
ntgative (NHJI) permettant ainsi une tr&s faible fragmentation et une d&termination 
facile des structures. Le couplage avec la chromatographie en phase gazeuse est ici 
exclu en raison de la trts faible volatiliti des composks, et de leur polaritk. Enfin, la 
silylation des fonctions phttnoliques aboutit d des composks de masse molkculaire 
trop tlevtte pour permettre une chromatographie en phase gazeuse. 

Spectre de masse a’e la troxkutine (brute), La Fig. 2 reporte le spectre de masse 
de la troxtkutine obtenu par la technique DCI/NH3 I. 

696 I 796 I_ 

742 

Fig. 2. Spectre de masse de la troxbrutine (DCI/NH3 I). 

La troxkrutine correspondant A un milange de di-, tri- et tktra-HER, on re- 
trouve dans le spectre les ions parents correspondants 6 ces trois molecules en m6- 
lange (m/z = 786, m/z = 742 et m/z = 698). Chaque ion parent va perdre succes- 
sivement un radical neutre rhamnosyl (m/z = 146) puis glucosyl (m/z = 162) pour 
donner apparition d des ions fragments ttttra-, tri- et dihydroxyithylglucosylquercC- 
tine. 

Le Tableau I rassemble les fragments sptcifiques de chaque composk, le Ta- 
bleau II comprend tous les fragments communs $ ces trois molkcules. 

Spectre de masse des di- et tdtra-hydroxy&thylrutine. Les Figs. 3 et 4 reportent 
les spectres de masse des dkrivts di- et titra-HER obtenus purs, les principaux ions 
fragments retrouvks confirment la fragmentation de la troxkutine vue prtddem- 
ment. 
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TABLEAU I 

MASSES DES MOLkULES OU FRAGMENTS SPkIFIQUES DES DI-, TRI- ET TfiTRA-HER 

T&m Tri Di 

Hydroxykthylrutine 
Hydroxybthylglucosyl- 

quercktine 
Hydroxyithylquercitine 

786 742 698 
640 596 552 

478 439 390 

500 550 

Fig. 3. Spectre de masse de la di-HER (DCI/NH3 I). 

En raison de la faible intensitt des diffkents fragments spkifiques correspon- 
dants aux d&iv& di- et tktra-HER, l’analyse directe de la troxkutine par spectro- 
mitrie de masse ne donne pas une prkcision acceptable, c’est pourquoi une analyse 
par chromatographie liquide a Btt envisagke. 

Sdparation par chromatographie liquide 
La Fig. 5 montre une stparation satisfaisante sur colonne PRPl des 3 dtrivks 

tttra-, tri- et di-HER dont les temps de rhtention sont respectivement 3,5, $4 et 6,7 
min. 

TABLEAU II 

MASSE DES FRAGMENTS COMMUNS AUX TROIX MOLkULES 

Rutinose 308 
Rutinose-Hz0 290 
Glucosyl 162 
Rhamnosyl 146 
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Fig. 4. Spectre de masse de la tCtra-HER (IXI/NHJ I) di-HER (3). 
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Fig. 5. Skparation des dtivk t&a- (I), tri- (2) et di-HER (3). 

Conditions: colonne PRP 1: 150 x 4,l mm (1Opm); phase mobile: 
acetonitrile-solution aqueuse d’hydroxyde de tetrabutylammonium 0,005 M (1:4) 
(pH ajuste a 9 par une solution a 20% de H,PO,); debit: 1 ml/min; detection a 254 
nm. 

Le but de l’etude est la determination simultanke de tetra-, di- et tri-HER.La 
teneur en derive di-, tri- et tttra-HER est calculie par italonnage avec une gamme 
constituee par des quantites croissantes-derives di-, tri- et t&a-HER. Les caracti- 
ristiques de la methode ont tti etudiies pour les trois d&ids. 

Les limites de sensibilitt de la tetra- et de la di-HER sont respectivement de 
12 et 14 ng (pour un volume inject& de 5 ,ul) ce qui correspond a 2,4 pg/ml (0,003 
PM/ml) et 2,8 pg/ml (0,004 PM/ml). En raison de la forte proportion de M-HER 
(environ 900/,) il n’est pas necessaire de determiner de limite de sensibilite. 

Les limites de detection suivantes (exprimees en pourcentage par rapport a 
I’aire du pit de la tri-HER) ont 6te trouvees: tetra-HER: 2%, d&HER: 3%. 
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La linearite de la methode est satisfaisante. Le coefficient de correlation est de 
0,998 pour des concentrations de B-30 ,ug de tetra-HER par ml, celui de la di-HER 
est de 0,999 pour des concentrations de O-36 pg/ml. La linkarite de la methode pour 
la t&HER a ete ttudiee de O-3 mg/ml, le coefficient de correlation est de 0,998. 

La repetabilite de la methode determinCe a partir de 10 injections du meme 
Cchantillon donne des coefficients de variation de 5% pour la tetra-HER, 2,5% pour 
la &i-HER et 9% pour la di-HER. 

DISCUSSION 

La polarite de ces trois molecules ne differe que par la presence d’un groupe- 
ment hydroxytthyle en plus ou en moins par rapport a la t&HER. Nous nous som- 
mes done orient& vers une chromatographie d’adsorption sur une phase stationnaire 
de silice. Le caractere particulibement polaire de ces composk laissait presager une 
meilleure separation sur silice non greffke. 

Essai de Gparation sur silice non gre@e 
Apres optimisation des differents parametres chromatographiques, nous n’a- 

vons pu obtenir que des resultats tres mkdiocres qui figurent dans le Tableau III. 

TABLEAU III 

RlhULTATS DE LA CHROMATOGRAPHIE DE TROXfiRUTINE SUR SILICE AVEC COMME 
PHASE MOBILE UN MfiLANCE ISOCRATIQUE: I?THANOL-HEPTANE-CHLOROFORME- 
ACIDE ACBTIQUE (55:40:5:0,4) 

Tktra-HER 
Tri-HER 
di-HER 

Tempz de rhtention 
(min) 

6,82 
5,09 
3,67 

Rbolution 
(RJ 

O,9 
037 

Facteur de capocitk 
fk’) 

1,91 
I,14 
0,57 

Ne pouvant realiser une separation satisfaisante sur ce type de phase station- 
naire, nous nous sommes orient&s vers une silice greffee en Cis. 

Essais de kparation sur silice gref&e en C18 
La separation du derive tetra-HER des deux autres composes ne posant pas 

de probleme, les essais de separation des derives tri- et di-HER ont essentiellement 
retenu notre attention. La paramttre chromatographique que nous avons suivi est 
done le facteur de resolution de ces deux molecules (R,), dont l’etude figure dans le 
Tableau IV. 

Nous n’avons pas pu retenir cette phase stationnaire en raison de la mauvaise 
resolution entre la di- et la t&HER. 

Essais de kparation sur copolymhe styrtne-divinylbenzhe (PRP-1) 
Ce type de phase stationnaire a la particularite essentielle de pennettre l’emploi 

de phases mobiles de pH compris entre 1 et 13. 
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TABLEAU IV 

BTUDE DE LA R&SOLUTION DI- ET TRI-HER SUR SILICE GREPPBE EN era 

Phase mobile (I ml/mitt) 

Methanol 
EaU 

Contre-ion 

pH apparent 
di-HER tR (min) 

R, 
tri-HER TV (min) 

A B 

30 30 
IO 70 
_ - 

6,5 3,l (HCl) 
5,56 6,23 
0.78 0,27 
6,86 6,94 

c 

33 
67 
Perchlorate de titrabutylammonium (0,005 
M) 

746 (NH.+OH) 
14,15 
0,17 

14,48 

Les resultats obtenus ont ett optimists en rtalisant une paire d’ions avec l’hy- 
droxyde de ttitrabutyl ammonium a pH 9, comme cela apparait dans le Tableau V. 

L’acetonitrile en raison de son caractere plus iluant que le methanol a done 
tte retenu, puisqu’il pet-met une nette amtlioration des facteurs de capacite et de la 
resolution. Le choix de l’hydroxyde de tetrabutylammonium a pH 9 a CtC guide par 
le caractere acide faible de ces molecules lie B la presence des groupements hydroxyles 
phenoliques ionises a pH alcalin et done susceptibles de former une paire d’ions avec 
un se1 d’ammonium quaternaire. Bien que les colonnes PRPl supportent un pH de 
13 et que le pK thtorique des phenols soit voisin de 9, cette valeur de pH de phase 
mobile a et& choisie pour ne pas dettriorer la cellule de detection du spectrophoto- 
metre. C’est done la phase mobile D qui a et& retenue. 

TABLEAU V 

OPTIMISATION DE LA PHASE MOBILE SUR COPOLYMBRE STYRBNE-DIVINYLBENZBNE 

Phase mobile 

A B C 

Methanol (%) 55 
Acktonitrile (%) - 

Eau (%) 45 
Contre-ion _ 

pH apparent 

tetra-HER tR (min) 
k’ 

tetra-, tri-R, 

tri-HER ta (min) 
k 

di-, tri- R, 

6-5 

- 

50 
hydroxyde de: 
tctrabutylammonium 
(0.005 hf) 

9 (HaPO,) 

2,60 7,62 
0,63 0,41 
2,4 I,85 

4,20 11,63 
164 1,15 
0,38 0,83 

di-HER ta (min) 4,55 12,94 
k’ 4,86 1,39 

50 
15 
85 

6S 

7.84 
2,61 
4,52 

16,12 
6,42 

0,84 

17,93 

7,26 

D 

- 

20 
80 

Hydroxyde de 
tktrabutylammonium 
(0,005 M) 

9 (Hap03 

3,52 
0,51 
3,15 

$36 
1,30 
2,15 

6,96 
1,99 
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APPLICATlON 

A titre d’exemple nous indiquons dans le Tableau VI quelques teneurs en dt- 
rives di-, tri- et tetrahydroxykthyles dans differents lots de matikre premiere. 

TABLEAU VI 

TENEURS EN DERIVES DI-, TRI- ET TETRA-HER DANS 2 MATIERES PREMIERES 

di-HER tri-HER 

(%I wi 

tetra-HER 

WJl 

Mat&e No. 1 5,l 92.3 236 
Mat&e No. 2 7,8 89,9 233 

CONCLUSION 

L’identification et le dosage des trois principaux constituants de la troxerutine 
par chromatographie liquide haute performance en phase inverse permet le controle 
de qualite de ce principe actif entrant dans la formulation d’un grand nombre de 
midicaments utilises dans le traitement de maladies du tissu conjonctif vasculaire. Le 
compost trihydroxykthylrutine &ant le composk le plus actif, il apparait important 
d’en determiner la teneur reelle. 
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