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Note

Analyse par chromatographie liquide haute performance ultra-rapide
de la théophylline et de I'anisate de sodium (ou de potassium) dans
différentes préparations pharmaceutiques

J. THOMAS
Laboratoire de chimie, Faculté des Sciences et Techniques, Parc de Grandmont, Tours 37200 ( France)
(Regu le 7 mars 1989: manuscrit modifié regu le 23 juin 1989)

L’analyse de la théophylline, bronchodilatateur traitant I’asthme!, peut étre
réalisée dans divers milieux selon certaines techniques?. De trés nombreux travaux du
domaine biomédical utilisent la chromatographie liquide haute performance (CLHP)
pour la doser, ainsi par rapport a la méthode bien connue d’Orcutt et al.® certaines
méthodes innovatrices*'* ont été décrites au cours de ces dix derniéres années. Plutot
rares sont de telles applications dans le domaine pharmaceutique'>~!7, bien que la
CLHP soit une technique pouvant étre siire et trés rapide convenant alors aux analy-
ses de médicaments réalisées en grandes séries.

Dans cette optique, nous avons eu a doser simultanément la théophylline avec
I'anisate de sodium (ou de potassium) dans des formes pharmaceutiques variées et
plus ou moins complexes. Une seule méthode'®, du domaine biomédical, décrit 'ana-
lyse de ces deux composés. D’une part le temps d’analyse y est trop long: 6 min, et
d’autre part elle n’offre pas de garantie de reproductibilité de sélectivité. En effet, le
pH est tel que I’acide anisique est partiellement ionisé, or nous avons constaté que de
petites erreurs de calibration du pH-métre entrainent des variations de rétention de ce
composé pouvant conduire a I'interférence, voire la coélution, avec la théophylline.
Parmi les méthodes originales citées, celles utilisant le partage avec polarités de phases
inversées en mode isocratique sont les plus aptes & procurer reproductibilité et gain de
temps, or aucune d’elles n’est satisfaisante. En effet, dans certaines® %1316 le pH
utilis¢ ionise partiellement ’'un de nos composés a doser, et le temps d’analyse est en
outre trop long. Du point de vue vitesse'®, 'analyse peut étre rapide’*'7, & trés
grande vitesse®, voire a super vitesse’. Mais alors elle utilise un pH qui a I'inconvé-
nient décrit précédemment avec, soit une phase mobile beaucoup trop éluante!#!7
s’accompagnant d’une trainée de pic!’ ou associée a4 une phase stationnaire trop
faiblement sélective'* vis-a-vis de nos composés, soit un matériel peu courant car
spécifique a la micro-CLHP’. Si le pH est approprié'!, lanalyse est trop longue.
Enfin, la phase mobile peut étre trop agressive rendant la méthode® 215 difficilement
utilisable en routine, avec en outre un temps d’analyse beaucoup trop long. Nous
avons donc été conduits a présenter une nouvelle méthode isocratique ultra-rapide de
dosage de la théophylline et de ’anisate dans diverses formes pharmaceutiques avec le
souci d’offrir une excellente reproductibilité, de sélectivité notamment, obtenue dans
des conditions trés douces, excluant toute interférence avec les constituants des ma-
trices, et utilisant du matériel courant.
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PARTIE EXPERIMENTALE

Appareillage

Le systéme comprend: une pompe (Beckman, San Ramon, CA, Etats-Unis)
Modéle 114M, un détecteur UV (Merck, Darmstadt, R.F.A.) Modéle 655 A a lon-
gueur d’onde variable et équipé d’une cellule semi-micro de 2,4 ul, un injecteur (Val-
co, Houston, TX, Etats—Unis) Modéle C6W avec une boucle a échantillon de 5 yul, et
un enregistreur (Kipp & Zonen, Delft, Hollande). La colonne en acier inox de 4 cm
0,46 cm 1.D., est garnie de Spherisorb ODS 2, 3 um (Phase Separations, Norwalk,
CT, Etats-Unis). En amont de cette colonne est placé un filtre (Rheodyne, Berkeley,
CA, Etats-Unis) dont le fritté a pour porosité 0,5 um. Les tubes de connexion ont 0,15
mm (0,006 in.) pour diamétre interne et ils ont pour longueur: 4 cm entre I'injecteur et
le filtre, 4 cm entre ce dernier et 'entrée de colonne, et 10 cm entre la sortie de colonne
et le support de cellule. Le détecteur travaille avec un temps de réponse rapide: 0,35 s
pour ne pas perdre Pefficacité???! vis-a-vis du composé le moins retenu.

Solvants, réactifs et éluant

L’eau provient d’un systéme Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, Etats-Unis).
L’acétonitrile (Carlo Erba, Milan, Italie) est de qualit¢ CLHP. Le dihydrogénophos-
phate de potassium, K,;HPO,, et 'acide orthophosphorique ont la qualité “pour
analyses”. L’acide n-hexanoique est distillé avant emploi. L’acide anisique (Aldrich,
Steinheim, R.F.A.), la théophyllinne et la -hydroxypropylthéophyliine (Sigma, St.
Louis, MO, Etats-Unis) ont été recristallisés avant emploi.

La phase aqueuse tamponnée contenant I'acide n-hexanoique 0,006 M est pré-
parée juste avant emploi: on mélange I’acide n-hexanoique avec une solution aqueuse
0,01 M en K,HPOy; le pH est ensuite ajusté a 6,60 par addition de H3PO, dilué, et
cette phase aqueuse est filtrée a travers une membrane (Millipore) ayant une porosité
de 0,45 um. L’acétonitrile est filtré sur membrane de 0,2 ym par le fabricant.

L’éluant est ajusté a la composition: phase aqueuse précédente—acétonitrile
(86:14, v/v). Le dégazage se fait par un énergique barbotage d’hélium avant équi-
libration du systéme, puis en continu a un plus faible débit durant I’équilibration et les
analyses.

Préparation des échantillons

Tout échantillon est amené 4 la méme composition que celle de la phase mobile
de fagon a éliminer les artefacts du détecteur??, et est filtré avant I'injection a travers
une membrane de cellulose régénérée (Sartorius, Gottingen, R.F.A.) de porosité 0,2
um.

Solutions standards

Chaque solution standard est préparée de fagon a avoir, pour les constituants a
doser, la méme composition en poids que celle indiquée pour I’échantillon pratique
correspondant.

Echantillons pratiques ( Théophylline Bruneau).
Ampoule injectable. Le contenu d’une ampoule est versé dans une fiole jaugée de
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1000 ml et Pon compléte avec de I’eau pure. On préléve 1 ml que Pon mélange avec:
0,8 ml d’acétonitrile, 16,2 ml de phase aqueuse tamponnée contenant »n-
CsH,;COOH, et 2 ml de solution a 0,2 g 1! de f-hydroxypropylthéophylline dans
l’acétonitrile. Temps total de préparation (échantillon prét pour linjection) ¢ =
moins de 2 min.

Suppositoire. Un suppositoire est introduit dans un erlen de 500 ml, puis fondu
dans environ 100 ml d’eau pure a 70°C. Aprés agitation vigoureuse, refroidissement
dans la glace et filtration sur Biichner, le filtrat est versé dans une fiole jaugée de 1000
ml (si le suppositoire est pour adultes), et ’on compléte avec de I’eau pure. Sur 1 ml de
cette solution, on effectue les mémes opérations que celles décrites avec I’Ampoule
injectable. t = 7 min, dont 6 min pour I'extraction.

Comprimés dragéifiés (avec et sans butobarbital). Un comprimé dragéifié est
écrasé, puis introduit dans un erlen de 250 ml. Aprés agitation avec de 'eau pure
froide, on filtre sur Biichner. Aprés lavage du filtre, le filtrat est versé dans une fiole
jaugée (respectivement de 500 et de 250 ml pour les comprimés sans et avec butobat-
bital), et on compléte avec de I’eau. Avec 1 ml on procede ensuite comme avec I’ Am-
poule injectable. t = 7 min, dont 6 min pour P’extraction.

Sirop. On mesure 10 ml de sirop que I'on introduit dans une fiole jaugée de 500
ml. On compléte avec de I’eau pure. On préléve 1 ml et 'on procéde comme avec
I’Ampoule injectable. t = moins de 2 min.

Remarque: tous les prélévements sont effectués a ’aide d’une batterie de Pipet-
man permettant, aprés éventuelle extraction, de préparer trés rapidement 1’échantil-
lon pour 'injection dans le chromatographe.

RESULTATS ET DISCUSSION

Etant trés répandue, bon marché, et existant en diverses tailles de granulo-
métrie, la Spherisorb ODS-2 a été choisie comme phase stationnaire.

A pH 6,60 la théophylline (pK, = 8,8; pK, = 13,7) est sous forme neutre,
tandis que I’acide anisique (pK, = 4,5) est pratiquement totalement ionisé. Ainsi, a
cette valeur de pH nous avons vérifié que de petites erreurs de calibration du pH-
métre n’ont aucune influence sur les rétentions de ces composés, rendant invariante la
résolution, R, notamment quand on donne a celle-ci des valeurs faibles.

Une phase mobile peu éluante [tampon aqueux, pH 6,60-acétonitrile (93:7)]
parcourant une colonne (15 cm de long) remplie de Spherisorb ODS-2, 5 um, a
d’abord été utilisée pour s’assurer qu’aucune interférence n’existe entre les composés
a doser, ’étalon et les constituants des matrices des formulations les plus complexes.
On a alors observé une trainée de pic (4. = 4,0) de I’anisate. Il a é&t¢ montré que sur
Spherisorb ODS-2 des interactions silanophiles se produisent avec les solutés ba-
siques?3. Avec I'ion anisate, ’échange d’ions ne peut intervenir. Quant a I'adsorption
par liaison H sur des silanols résiduels acides, elle ne peut étre la cause majeure de
cette trainée. En effet, dans les mémes conditions d’analyse une bien moindre trainée
de pic (4, = 2,0) est obtenue avec I'aniline pratiquement a I’état neutre, sensiblement
de méme encombrement stérique que I'ion anisate et de méme basicité (pK, = 9,5).

L’introduction dans la phase mobile d’acide hexanoique (pK, = 4,9) essentiel-
lement sous forme ionisée, procure a I'ion anisate une bonne symétrie de pic (4s =
1,1). En outre, la sélectivité avec la théophylline est augmentée car le temps de réten-
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Fig. I. Chromatogrammes types en CLHP ultra-rapide de solutions standards et d’échantillons pratiques.
(A) une solution standard pour les ampoules injectables; (B) un échantillon d’ampoule pour injection par
voie intraveineuse ou intramusculaire; (C) un échantillon comme le précédent, mais aprés 150 injections sur
la méme colonne; (D) une solution standard pour suppositoires; (E) un échantillon d’extrait de supposi-
toires pour adulte; (F) une solution standard pour sirop; (G) un échantillon de sirop; (H) une solution
standard pour les comprimés draggifiés; (I) un échantillon d’extrait de comprimé draggifi¢; (J) un échantil-
lon d’extrait de comprimé draggifié contenant du butobarbital. Conditions: colonne, 4 cm x 0,46 cm L.D.,
remplie de Spherisorb ODS 2 (3 um); phase mobile, tampon aqueux (pH = 6,60) contenant I'acide
n-hexanoique (0,006 M)-acétonitrile (86:14, v/v); débit 1 ml min~'; pression, 41 bar; détection, A, Bet C:
277,5 nm, D et E: 272 nm, F, G, H, I et J: 276 mm; sensibilité, 0,04 u.a.; vitesse de 'enregistreur, 5 nm
min~'; température, 20 + 2°C; pics, | = anisate, 2 = théophylline, 3 = f-hydroxypropylthéophylline,
4 = hydroxy-4 benzoate de méthyle.
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tion de I’anisate est diminué, devenant trés proche du temps “mort”. Ce qui nous fait
dire qu’en présence de Ilion hexanoate un mécanisme s’apparentant a I’exclusion
d’ions?#2° est susceptible d’intervenir, au moins partiellement.

Notons que cet additif, moyennement hydrophobe, est éliminé facilement de la
colonne en fin de manipulation.

Réalisée ensuite sur une colonne de 4 cm de long remplie de particules de 3 um,
la séparation optimisée des composants des différents échantillons contenant ’étalon
interne, est représentée sur la Fig. 1.

Sauf pour le sirop, les séparations sont réalisées en moins de 70 s en présence de
I’étalon interne. Et comme nous avons, a dessein, sélectionné ce dernier notamment
pour sa rétention supérieure a celles des composés a doser, 'analyse est achevée en
moins de 50 s si la méthode de I’étalonnage externe est adoptée. Le comprimé conte-
nant le butobarbital est ainsi trés vite analysé (Fig. 1J) car, quand bien méme ce
barbiturique serait extrait, il ne peut étre détecté dans nos conditions de travail. Par
contre, la séparation compléte des composants détectés du sirop (Fig. 1G) nécessite 6
min en raison du caractére hydrophobe de I’hydroxy-4 benzoate de méthyle.

La symétrie des pics est bonne. L’efficacité du systéme est de 'ordre de 1400
plateaux théoriques vis-a-vis de la théophylline conduisant a une résolution, entre
cette derniere et I'anisate, 1égérement inférieure a 3. Cela laisse une marge de manoeu-
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Fig. 2. Linéarité de la réponse du détecteur sur I'ensemble de la gamme des concentrations étudiées.
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vre a I'utilisateur de la méthode. En effet, la faible pression (41 bar) d’une part, et la
possibilité de diminuer encore R, sans risque de recouvrement de pic d’autre part, font
que 'utilisateur pourra encore gagner en temps d’analyse tout en respectant certaines
exigences de résolution.

La Fig. 1C montre la séparation obtenue a partir d’un échantillon d’ampoule
injectable, aprés 150 injections sur la méme colonne, dix jours aprés le début des
expériences, seul le fritté d’entrée de colonne ayant été changé. Au terme de cette
période de tests, on constate que la résolution reste remarquablement constante. En
outre, signalons que cette derniére ne subit pas de variation sensible avec de petits
écarts de température autour de la normale.

Pour étudier les variations de hauteurs de pics, nous avons effectué dix in-
jections successives d’un méme échantillon issu d’'une ampoule injectable. A des ni-
veaux de concentration de 12 ng ul~! pour la théophylline et de 24 ng ul~* pour les
autres composés, I'erreur sur la reproductibilité des hauteurs des pics est inférieure a
+ 1,8%, la plus grande erreur affectant ’anisate ¢lu¢ en premier.

Concernant la courbe de réponse du détecteur, la Fig. 2 montre des relations
linéaires entre les hauteurs des pics et les concentrations de solutions de théophylline,
d’anisate de sodium et de f-hydroxypropylthéophylline, couvrant la gamme de 6-72
ng ul 1.

La preécision des résultats est calculée sur cinq échantillons préparés a partir de
la méme solution aqueuse (dilution a 11 du contenu d’une ampoule injectable). L’er-
reur relative obtenue est inférieure & + 2%.

CONCLUSION

La méthode décrite, originale et souple, est ddnc applicable aux formes les plus
complexes du médicament. Considérant a la fois les temps trés courts, de préparation
de I’échantillon, de la séparation, la méthode est cependant particuliérement appro-
priée pour analyser en grandes séries, avec beaucoup de sireté, les ampoules in-
jectables.
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