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L’analyse de la theophylline, bronchodilatateur traitant l’asthme’, peut etre 
realisee dans divers milieux selon certaines techniques*. De trb nombreux travaux du 
domaine biomedical utilisent la chromatographie liquide haute performance (CLHP) 
pour la doser, ainsi par rapport a la methode bien connue d’Orcutt et ~1.~ certaines 
mtthodes innovatrices4-r4 ont Cte d&rites au tours de ces dix dernieres annees. Plutot 
rares sont de telles applications dans le domaine pharmaceutiquer5-r7, bien que la 
CLHP soit une technique pouvant 2tre sure et tres rapide convenant alors aux analy- 
ses de mtdicaments realisees en grandes series. 

Dans cette optique, nous avons eu a doser simultanement la theophylline avec 
l’anisate de sodium (ou de potassium) dans des formes pharmaceutiques variles et 
plus ou moins complexes. Une seule mi.thode’*, du domaine biomedical, decrit l’ana- 
lyse de ces deux composes. D’une part le temps d’analyse y est trop long: 6 min, et 
d’autre part elle n’offre pas de garantie de reproductibilite de silectivite. En effet, le 
pH est tel que l’acide anisique est partiellement ionise, or nous avons constate que de 
petites erreurs de calibration du pH-metre entrainent des variations de retention de ce 
compose pouvant conduire a l’interference, voire la coelution, avec la theophylline. 
Parmi les methodes originales cittes, celles utilisant le partage avec polarites de phases 
inversees en mode isocratique sont les plus aptes a procurer reproductibilite et gain de 
temps, or aucune d’elles n’est satisfaisante. En effet, dans certainesg3’0*‘3~‘6 le pH 
utilise ionise partiellement l’un de nos composts a doser, et le temps d’analyse est en 
outre trop long. Du point de vue vitesselg, l’analyse peut etre rapide14T17, a tres 
grande vitesse’j, voire a super vitesse7. Mais alors elle utilise un pH qui a l’inconve- 
nient decrit precedemment avec, soit une phase mobile beaucoup trop eluante’4”7 
s’accompagnant d’une trainee de pic17 ou associte a une phase stationnaire trop 
faiblement stlective’4 vis-a-vis de nos composts, soit un materiel peu courant car 
specifique a la micro-CLHP7. Si le pH est approprie’ ‘, l’analyse est trop longue. 
Enfin, la phase mobile peut itre trop agressive rendant la mCthode*3’2V’5 difficilement 
utilisable en routine, avec en outre un temps d’analyse beaucoup trop long. Nous 
avons done et& conduits a presenter une nouvelle mtthode isocratique ultra-rapide de 
dosage de la theophylline et de l’anisate dans diverses formes pharmaceutiques avec le 
souci d’offrir une excellente reproductibilitt, de stlectivite notamment, obtenue dans 
des conditions tres deuces, excluant toute interference avec les constituants des ma- 
trices, et utilisant du materiel courant. 
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PARTIE EXPCRIMENTALE 

Appareillage 
Le sysdme comprend: une pompe (Beckman, San Ramon, CA, Stats-Unis) 

Modele 114M, un detecteur UV (Merck, Darmstadt, R.F.A.) Modele 655 A a lon- 
gueur d’onde variable et equip& d’une cellule semi-micro de 2,4 ~1, un injecteur (Val- 
co, Houston, TX, Stats-Unis) Modele C6W avec une boucle a tchantillon de 5 ~1, et 
un enregistreur (Kipp & Zonen, Delft, Hollande). La colonne en acier inox de 4 cm x 
0,46 cm I.D., est garnie de Spherisorb ODS 2, 3 pm (Phase Separations, Norwalk, 
CT, Stats-Unis). En amont de cette colonne est place un filtre (Rheodyne, Berkeley, 
CA, Stats-Unis) dont le fritte a pour porositt 0,5 pm. Les tubes de connexion ont 0,15 
mm (0,006 in.) pour diametre interne et ils ont pour longueur: 4 cm entre l’injecteur et 
le filtre, 4 cm entre ce dernier et l’entree de colonne, et 10 cm entre la sortie de colonne 
et le support de cellule. Le detecteur travaille avec un temps de reponse rapide: 0,35 s 
pour ne pas perdre I’efficacite20921 vis-a-vis du compost le moins retenu. 

S&ants, rhactij? et &ant 
L’eau provient d’un systeme Mini-Q (Millipore, Bedford, MA, Stats-Unis). 

L’acetonitrile (Carlo Erba, Milan, Italic) est de qualite CLHP. Le dihydrogenophos- 
phate de potassium, K2HP04, et l’acide orthophosphorique ont la qualite “pour 
analyses”. L’acide n-hexanoique est distill& avant emploi. L’acide anisique (Aldrich, 
Steinheim, R.F.A.), la theophyllinne et la P-hydroxypropyltheophylline (Sigma, St. 
Louis, MO, Stats-Unis) ont et& recristallises avant emploi. 

La phase aqueuse tamponnee contenant I’acide n-hexanoique 0,006 A4 est prt- 
parte juste avant emploi: on melange I’acide n-hexanoique avec une solution aqueuse 
0,Ol A4 en K2HP04; le pH est ensuite ajuste a 6,60 par addition de H3P04 dilut, et 
cette phase aqueuse est filtree a travers une membrane (Millipore) ayant une porosite 
de 0,45 pm. L’acetonitrile est filtre sur membrane de 0,2 pm par le fabricant. 

L’eluant est ajuste a la composition: phase aqueuse precedente-acetonitrile 
(86:14, v/v). Le degazage se fait par un energique barbotage d’helium avant Cqui- 
libration du systeme, puis en continu a un plus faible debit durant l’equilibration et les 
analyses. 

Prkparation des Pchantillons 
Tout echantillon est amen6 a la mime composition que celle de la phase mobile 

de facon a eliminer les artefacts du detecteur22, et est filtre avant l’injection a travers 
une membrane de cellulose regeneree (Sartorius, Gottingen, R.F.A.) de porosite 0,2 

pm. 

Solutions standards 
Chaque solution standard est prtparee de facon i avoir, pour les constituants a 

doser, la mime composition en poids que celle indiquee pour l’echantillon pratique 
correspondant. 

Echantillons pratiques (Theophylline Bruneau) . 
Ampoule injectable. Le contenu d’une ampoule est verse dans une fiole jaugee de 



432 NOTES 

1000 ml et l’on complete avec de l’eau pure. On preleve 1 ml que l’on melange avec: 
0,8 ml d’acttonitrile, 16,2 ml de phase aqueuse tamponnee contenant n- 
CsH1lCOOH, et 2 ml de solution a 0,2 g 1-l de /I-hydroxypropyltheophylline dans 
l’acetonitrile. Temps total de preparation (tchantillon pret pour l’injection) t = 
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. Aprbs agitation vigoureuse, refroidissement 
dans la glace et filtration sur Btichner, le filtrat est verse dans une fiole jaugee de 1000 
ml (si le suppositoire est pour adultes), et l’on complete avec de l’eau pure. Sur 1 ml de 
cette solution, on effectue les memes operations que celles d&rites avec l’dmpoule 
injectable. t = 7 min, dont 6 min pour l’extraction. 

Comprimb drag&i& (avec et sans butobarbital). Un cornprime drageifit est 
ecrad, puis introduit dans un erlen de 250 ml. Aprb agitation avec de l’eau pure 
froide, on filtre sur Biichner. Apres lavage du filtre, le filtrat est verse dans une fiole 
jaugte (respectivement de 500 et de 250 ml pour les cornprimes sans et avec butobar- 
bital), et on complete avec de l’eau. Avec 1 ml on procede ensuite comme avec l’Am- 
poule injectable. t = 7 min, dont 6 min pour l’extraction. 

Sirop. On mesure 10 ml de sirop que l’on introduit dans une fiole jaugee de 500 
ml. On complete avec de l’eau pure. On preleve 1 ml et l’on pro&de comme avec 
1’Ampoule injectable. t = moins de 2 min. 

Remarque: tous les prelevements sont effect&s a l’aide d’une batterie de Pipet- 
man permettant, apres Cventuelle extraction, de preparer tres rapidement l’tchantil- 
lon pour l’injection dans le chromatographe. 

RkWLTATS ET DISCUSSION 

Etant trb rtpandue, bon march&, et existant en diverses tailles de granulo- 
metric, la Spherisorb ODS-2 a ttC choisie comme phase stationnaire. 

A pH 6,60 la theophylline (pK, = 8,8; pKb = 13,7) est sous forme neutre, 
tandis que l’acide anisique (pK, = 4,5) est pratiquement totalement ionist. Ainsi, a 
cette valeur de pH nous avons verifit que de petites erreurs de calibration du pH- 
metre n’ont aucune influence sur les retentions de ces composts, rendant invariante la 
resolution, R,, notamment quand on donne a celle-ci des valeurs faibles. 

Une phase mobile peu eluante [tampon aqueux, pH 6,60-acttonitrile (93:7)] 
parcourant une colonne (15 cm de long) remplie de Spherisorb ODS-2, 5 pm, a 
d’abord ete utiliste pour s’assurer qu’aucune interference n’existe entre les composes 
a doser, l’etalon et les constituants des matrices des formulations les plus complexes. 
On a alors observe une trainee de pit (A, = 4,0) de l’anisate. 11 a eti: montre que sur 
Spherisorb ODS-2 des interactions silanophiles se produisent avec les solutes ba- 
siques . 23 Avec l’ion anisate, l’echange d’ions ne peut intervenir. Quant a l’adsorption 
par liaison H sur des silanols residuels acides, elle ne peut etre la cause majeure de 
cette trainee. En effet, dans les mimes conditions d’analyse une bien moindre trainee 
de pit (A, = 2,0) est obtenue avec l’aniline pratiquement a l’etat neutre, sensiblement 
de mime encombrement sttrique que l’ion anisate et de m2me basicitt (pKb = 9,5). 

L’introduction dans la phase mobile d’acide hexanoique (pK, = 4,9) essentiel- 
lement sous forme ioniste, procure a l’ion anisate une bonne symttrie de pit (A, = 
1,l). En outre, la stlectivite avec la theophylline est augmentee car le temps de reten- 
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Fig. I. Chromatogrammes types en CLHP ultra-rapide de solutions standards et d’tchantillons pratiques. 
(A) une solution standard pour les ampoules injectables; (B) un tchantillon d’ampoule pour injection par 
voie intraveineuse ou intramusculaire; (C) un tchantillon comme le precedent, mais aprts 150 injections sur 
la m&me colonne; (D) une solution standard pour suppositoires; (E) un Cchantillon d’extrait de supposi- 

toires pour ad&e; (F) une solution standard pour sirop; (G) un echantillon de sirop; (H) une solution 
standard pour les cornprimes drag&fits; (I) un echantillon d’extrait de cornprime drag&%; (J) un khantil- 
lon d’extrait de cornprime drag&fit contenant du butobarbital. Conditions: colonne, 4 cm x 0,46 cm I.D., 
remplie de Spherisorb ODS 2 (3 pm); phase mobile, tampon aqueux (pH = 6,60) contenant l’acide 
n-hexanoique (0,006 M)-acetonitrile (86:14, v/v); debit 1 ml min-‘; pression, 41 bar; detection, A, B et C: 
277.5 nm, D et E: 272 nm, F, G, H, I et J: 276 mm; sensibilite, 0,04 “.a.; vitesse de l’enregistreur, 5 nm 
min-‘; temperature, 20 f 2°C; pits, 1 = anisate, 2 = theophylline, 3 = /&hydroxypropyltheophylhne, 
4 = hydroxy-4 benzoate de mtthyle. 
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tion de l’anisate est diminue, devenant tres proche du temps “mort”. Ce qui now fait 
dire qu’en presence de l’ion hexanoate un mtcanisme s’apparentant a l’exclusion 
d’ions24~2s est susceptible d’intervenir, au moins partiellement. 

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

R&alike ensuite sur une colonne de 4 cm de long remplie de particules de 3 pm, 
la separation optimisee des composants des differents tchantillons contenant l’etalon 
interne, est representte sur la Fig. 1. 

Sauf pour le sirop, les separations sont rtalisees en moins de 70 s en presence de 
l’ttalon interne. Et comme nous avons, a dessein, selectionne ce dernier notamment 
pour sa retention superieure a celles des composes a doser, l’analyse est achevee en 
moins de 50 s si la methode de l’etalonnage externe est adoptee. Le cornprime conte- 
nant le butobarbital est ainsi tres vite analyse (Fig. 1J) car, quand bien meme ce 
barbiturique serait extrait, il ne peut etre detect& dans nos conditions de travail. Par 
contre, la separation complete des composants detect& du sirop (Fig. 1G) necessite 6 
min en raison du caractere hydrophobe de l’hydroxy-4 benzoate de methyle. 

La symetrie des pits est bonne. L’efficacite du systeme est de l’ordre de 1400 
plateaux theoriques vis-a-vis de la theophylline conduisant a une resolution, entre 
cette derniere et l’anisate, ltgerement inferieure a 3. Cela laisse une marge de manoeu- 

Fig. 2. Lintaritt de la rtponse du dktecteur SW l’ensemble de la gamme des concentrations hdkes. 
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vre a l’utilisateur de la methode. En effet, la faible pression (41 bar) d’une part, et la 
possibilite de diminuer encore R, sans risque de recouvrement de pit d’autre part, font 
que l’utilisateur pourra encore gagner en temps d’analyse tout en respectant certaines 
exigences de resolution. 

La Fig. 1C montre la separation obtenue a partir d’un echantillon d’ampoule 
injectable, apres 150 injections sur la meme colonne, dix jours aprbs le debut des 
experiences, seul le fritte d’entree de colonne ayant tte change. Au terme de cette 
periode de tests, on constate que la resolution reste remarquablement constante. En 
outre, signalons que cette derniere ne subit pas de variation sensible avec de petits 
&arts de temperature autour de la normale. 

Pour ttudier les variations de hauteurs de pits, nous avons effect& dix in- 
jections successives d’un mime Cchantillon issu d’une ampoule injectable. A des ni- 
veaux de concentration de 12 ng ~1~’ pour la theophylline et de 24 ng ,& ’ pour les 
autres composes, l’erreur sur la reproductibilitt des hauteurs des pits est inferieure a 
f 1,8%, la plus grande erreur affectant l’anisate tlue en premier. 

Concernant la courbe de reponse du detecteur, la Fig. 2 montre des relations 
lineaires entre les hauteurs des pits et les concentrations de solutions de theophylline, 
d’anisate de sodium et de fl-hydroxypropyltheophylline, couvrant la gamme de 672 
ng ~1~‘. 

La precision des resultats est calculee sur cinq tchantillons prepares a partir de 
la mime solution aqueuse (dilution a 1 1 du contenu d’une ampoule injectable). L’er- 
reur relative obtenue est inferieure a f 2%. 

CONCLUSION 

La mtthode d&rite, originale et souple, est ddnc applicable aux formes les plus 
complexes du medicament. Considerant a la fois les temps tres courts, de preparation 
de l’echantillon, de la separation, la methode est cependant particulierement appro- 
price pour analyser en grandes series, avec beaucoup de sdrete, les ampoules in- 
jectables. 

REFERENCES 

1 T. W. Rail, dans A. Goodman, L. Goodman et A. Gilman, (Ridacteurs), Pharmacological Basis of 
Therapeutics, Macmillan, New York, 6”” Cd., 1980, Ch. 25, p. 592. 

2 W. J. Hurst, R. A. Martin et S. M. Tarka, Prog. Clin. Biol. Res., 158 (1984) 17. 
3 J. J. Orcutt, P. P. Kozak, Jr., S. A. Gillman et L. H. Cummins, Clin. Chem., 23 (1977) 599. 
4 K. T. Muir, J. H. G. Jonkman, D.-S. Tang, M. Kunitani et S. Riegelman, J. Chromatogr., 221 (1980) 

85. 
5 P. van Aerde, E. Moerman, R. Van Seeveren et P. Braeckman, J. Chromatogr., 222 (1981) 467. 
6 P. M. Kabra et L. J. Marton, Clin. Chem., 28 (1982) 687. 
7 D. Dezaro, C. Horn et R. A. Hartwick, C&n. Chem., 29 (1983) 1158. 

8 G. Schumann, I. Isberner et M. Oellerich, Fresenius’ 2. Anal. Chem., 317 (1984) 677. 
9 H. Ong et S. Marleau, J. Liq. Chromatogr., 7 (1984) 779. 

10 Y. H. Park, C. Goshorn et 0. Hinsvark, J. Chromatogr., 343 (1985) 359. 
11 N. Grgurinovich, J. Chromatogr., 380 (1986) 431. 
12 J. J. Lauff, J. Chromutogr., 417 (1987) 99. 
13 R. Chiou, R. J. Stubbs et W. F. Bayne, J. Chromatogr., 422 (1987) 281. 
14 R. Meatherall et D. Ford, Ther. Drug. Monit., 10 (1988) 101. 
15 H. S. 1. Tan, P. C. Booncong et S. L. Fine, J. Phurm. Sci., 70 (1981) 783. 



436 NOTES 

16 T.-M. Chen et L. Chafetz, J. Pharm. Sci., 70 (1981) 804. 
17 S. E. Roberts et M. F. Delaney, J. Chromatogr., 242 (1982) 364. 
18 A.-M. Brisson, D. Barthes et J.-B. Fourtillan, Bull. Sot. Pharm. Bordeaux, 117 (1978) 115. 
19 J. C. Gfeller, R. Haas, J. M. Troendle et F. Erni, J. Chromatogr., 294 (1984) 247. 
20 J. L. DiCesare, M. W. Dong et L. S. Ettre, Chromatographiu, 14 (1981) 257. 
21 Supelco Technical Note, HPLC Bulletin 819, Supelco, Bellefonte, PA, 1985, p. 4. 
22 D. A. Jowett, Clin. Chem., 27 (1981) 1785. 
23 E. Bayer et A. Paulus, J. Chromatogr., 400 (1987) 1. 
24 R. Rosset, M. Caude et A. Tardy, Manuelprutique de chromutographie en phase liquide, Masson, Paris, 

2”’ Bd., 1982, p. 192. 
25 B. K. Glbd, A. Piasecki et J. Stafiej, J. Chromutogr., 457 (1988) 43. 


