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La bromadiolone, 3 - { 3 - [4’ - bromo( 1,1’ - biphenyl) - 4 - yl] - 3 - hydroxy - 1 - phen- 
ylpropyl} - 4 - hydroxy - 2H - 1 - benzopyran - 2 - one, est un rodonticide anticoa- 
gulant derive de l’hydroxy-4-coumarine et synthetist par la so&e Lipha (France) 
en 1975. Son efficacite contre les rongeurs sauvages ainsi que sa toxicite pour les 

l differentes esp&es ont et& largement bud&es - 5. Aucun travail n’a jusqu’a present 
fait &at de sa cinetique. 

Hunte+’ a d&it deux m&odes analytiques pour la determination des ro- 
donticides anticoagulants, dont la bromadiolone, dans des tissus animaux en vue du 
diagnostic toxicologique. La premiere methode emploie la reaction acidebase en 
post-colonne tandis que la seconde utilise l’appariement d’ion. Offrant une grande 
sensibiliti, ces techniques sont difiiculement applicables pour un grand nombre d’a- 
nalyses, car la purification prealable se fait a l’aide dune chromatographie liquide 
necessitant un collecteur de fraction. Cette dernitre methode a Cte amelioree par le 
mtme auteur* pour la determination toxicologique de sept rodonticides anticoagu- 
lants en utilisant differentes methodes de purification dont l’usage des cartouches 
Sep-Pak Si-60 apres la chromatographie sur colonne. 

Une methode rapide, utilisant les cartouches Sep-Pak Si-60, pour la determi- 
nation des rodonticides anticoagulants autre que la bromadiolone dans les tissues 
animaux, a Cte decrite par Mundy et Machin en 1982Q. Fasco et af.‘O ont employe les 
cat-touches Sep-Pak C 1 B pour la quantification du coumafene et ses mktabolites dans 
le plasma. 

Dans le present travail, nous d&-ivons une methode pour la quantification de 
la bromadiolone dans le plasma, le foie et le rein de rat, par utilisation des cartouches 
Sep-Pak C18 pour la purification et la chromatographie phase inverse avec apparie- 
ment d’ion et une detection fluorimetrique. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Les animaux 
Rattus norvegicus souche sauvage captti en milieu naturel. Apres anestesie a 

P&her le sang est prelevi par ponction intracardiaque dans un tube de 5 ml conten- 
tant 0,l ml de citrate de soudium. Le foie et reins sont p&Eves sur le meme animal. 
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Matkiel et produits 
Les solvants, a&o&rile, acetate d’ethyle, hexane, chloroforme, acetone, sont 

de qualite “Spectrosol” (S.D.S., Villeurbanne, France). Les cartouches Sep-Pak Cl* 
ont Cte fournies par Millipore (St. Quentin en Yvelines, France). L’hydroxyde de 
tetrabutylammonium (40%, p/v) a itt fourni par Aldrich Chimie (Strasbourg, Fran- 
cc). Tous les autres reactifs sont de qualite analytique. 

La bromadiolone, melange de deux diast&oisor&es, a Cte fournie par la 
soci6tC Lipha (Lyon, France). 

Appareillage: 
X.X chromatographe est un appareil Hewlett-Packard HP 1080 &tipe d’un 

injecteur automatique a volume variable et dune colonne analytique, LiChrosorb 
CIs, 250 x 4,6 mm, granulometrie 10 m (Merck). Le detecteur est un spectrofluo- 
rimetre Jobin-Yvon JY 3D avec une cuve a quartz de 20 ~1 P fente horizontale reliee 
a la sortie de la colonne. 

Extraction et purzjication 
Plasma. 1 ml de plasma est extrait trois fois avec 3 ml d’acetate d’tthyle. Les 

extraits sont regroup&s et evapores I set sous courant d’azote a WC. 
Le residu set est repris par 3 ml d’acetonitrile et 3 ml d’hexane. Apres agitation 

et centrifugation, l’hexane est Climine. L’acetonitrile est lad une deuxieme fois avec 
3 ml d’hexane qui sont a nouveau elimines apres centrifugation. L’adtonitrile est 
evapore a set sous azote. L’extrait set est repris dans 0,5 ml de la phase mobile. 

Foie et rein. 1-2 g de tissu sont homogeneids avec 5 g de sulfate de sodium 
anhydrde et 30 ml du melange a&one-chloroforme (1: 1, v/v) a l’aide d’un Ultra 
Turrax. L’extrait est filtre sur un filtre en papier. Le residu est reextrait avec 30 ml 
de melange acetone-chloroforme. Les extraits sont regroup& et evapores a set sous 
vide avec un evaporateur rotatif. Le residu set est dissous dans 1 ml da&one et 5 
ml d’un tampon phosphate 0,025 M, pH 7,4 (par passage dans une cuve a ultrason), 

TABLEAU I 

RENDEMENT D’EXTRACTION DANS LE PLASMA, LE FOIE ET LE REIN DE RA7TVS NOR- 
VEGICVS SUPPLf.?MENTl?S AVEC DIFFfiRENTES QUANTITkS DE BROMADIOLONE (m f 
SD.; n = 4) 

Niveau de 
supplhhntation 

(ppm) 

Recuperation 

f%) 

Plasma 0,02 102 f 8 
092 92 f 12 
2,o 87 f 3 

Foie 0,05 76 f 2 
0,50 85 f 6 
5300 84 f 4 

Rein 0,05 93 f 3 
OS0 89 f 6 
5900 93 f 5 



NpT= 447 

puis purifie sur une cartouche Sep-Pak CIe, prealablement r-in&e avec 4 ml de me- 
thanol et 4 ml du tampon phosphate, a raison de 5 ml/mm. La bromadiolone est 
&tee avec 1 ml du methanol. 

Analyse chromatographique 
La phase mobile contient 75% de methanol et 25% du tampon phosphate 

0,025 M, pH 7,4. 0,32% de l’hydroxide de tetrabutylammonium sont ajoutes au 
melange et le pH est a juste a 7,5 avec HCI 6 iV. 

Pour un debit de 1 ml/min, le temps de retention de la bromadiolone est de 
7,2 min. 

La detection fluorimetrique se fait a 320 nm (excitation) et 390 nm (emission). 

RESULTAT ET DISCUSSION 

Le rendement d’extraction de la bromadiolone dans le plasma, le foie et le rein 
de rat, supplementb avec des quantites de 0,02-2 pg/ml pour le plasma et 0,055 
pg/g pour le foie et le rein est de 76101% (Tableau I). 
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Fig. 1. Exemples de chromatogrammes chromatographie liquide B haute performance. (A) I%alon de 
bromadiolone 0,4 ppm 20 ng inject&s: (1) isomtrk majoritaire, (2) isomk minoritaire. (B) Extrait de foie 
timoin. (C) Extrait de foie supplknent~ B 0,2 ppm (10 ng inject&s). (D) Extrait de plasma t&noin. (E) 
Extrait de plasma supplkmentk B 0,05 ppm (5 ng inject&s). 
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nm 

Fig. 2. Spectre de fluorescence de la bromadiolone. (A) Spectre d’excitation (&mission a 390 nm); (B) 
spectre d’emission (excitation si 320 nm). 

Le choix de longueurs d’onde d’excitation et d&mission (320 et 390 nm res- 
pectivement) correspond a la sensibilite maximale (Fig. 2). Hunter6 rapporte que 
l’excitation de la broma~o~one a 310 nm donne une reponse peu satisfaisante par 
rapport a celle obtenue a 250 nm. 

L’utilisation du partage a&onitrile-hexane pour la purification des extraits 
plasmatiques permet d’tliminer un grand nombre de composes lipophiles, qui dam 
nos conditions chromatographiques, ne presentent pas d’interference avec la bro- 
madiolone, mais leur elimination permet de pr&server la colonne analytique. Ce sys- 
teme de partage, utilisi pour purifier les extrait hepatiques et renaux a don& peu de 
satisfaction au niveau du rendement d’extraction. L’emploi des cartouches Sep-Pak 
CIs a permis d’eliminer des composes co-extraits avec la bromadiolone et qui sont 
susceptibles de se fixer de facon irreversible sur la ~olonne~analytique et aussi de 
realiser un grand nombre d’analyses avec rapiditt et sans recourir a des appareils de 
chromatographie pour la pu~fication. 

Cette methode a Cti utilisie pour l’etude de la cinetique plasmatique, hipatique 
et r&ale de la bromadiolone chez Rat&s nurvegicus sauvage, et par la suite, pour la 
quantification plus precise des deux diasttreoisomeres de la bromadiolone. 
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