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SUMMARY 

Determination of ethambutol in plasma by liquid chromatography and ultraviolet 
spectrophotometric detection 

The method presented here is based on the ability of ethambutol to give chelates with divalent 
cationic metals. With copper salts, the chelate presents a characteristic ultraviolet absorbance at 270 
nm, making it possible to titrate ethambutol extracted from plasma with chloroform in alkaline 
medium. The column which was used contained silica (LiChrosorb Si 60, 5 pm) and the mobile 
phase was a mixture of equal parts of water and acetonitrile, containing copper sulphate and ammo- 
nia. The internal standard was a lower homologue of ethambutol with the same chelating ability. The 
detection limit was 0.15 mg/l. No interference with other antitubercular agents was observed. 

INTRODUCTION 

Les regles modernes du traitement de la tuberculose pulmonaire sont actuelle- 
ment bien codifiees [l] et leurs applications assurent une efficacite voisine de 
100% lors dune premiere atteinte. Le schema recommande comporte l’associa- 
tion d’isoniazide et de rifampicine tout au long du traitement, avec l’adjonction 
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Fig. 1. Complexes de chhlation form& par l’kthambutol (EMB) et Ktalon interne (MEMB) avec 
les cations m&alliques divalents. 

pendant les deux premiers mois d’un ou deux antibacillaires. L’ethambutol (EMB, 
Fig. 1) peut btre associe seul, ses proprietes bacteriostatiques prevenant une 
Qventuelle resistance des bacilles tuberculeux B l’isoniazide. Une quadritherapie 
inclut le pyrazinamide pour son activite bactericide a l’bgard des bacilles intra- 
cellulaires. A la difference des trois autres antituberculeux (rifampicine, isoni- 
azide, pyrazinamide) qui ont un metabolisme essentiellement hepatique, 1’EMB 
presente une elimination r&ale. La fraction de la dose Qliminee inchangee est de 
0,79 et la clairance r&ale (6,81 ml/min/kg) indique l’existence d’une secretion 
tubulaire active [ 21. Toute insuffisance &ale majore done le risque d’effets 
secondaires notamment l’apparition d’une n&rite optique retrobulbaire. 

Differentes techniques ont 6th proposdes pour le dosage de 1’EMB: (i) micro- 
biologiques [ 3,4] par diffusion en gelose ou dilution en milieu liquide, utilisant 
diverses souches de Mycobacterium; (ii) isotopique avec de 1’EMB marque au 14C 
[ 51; (iii) colorimetriques [ 6-81, mais manquant de specificite; (iv) par chro- 
matographie en phase gazeuse [9-141 necessitant pour une bonne sensibilite un 
detecteur a capture d’electrons ou un spectrometre de masse. 

La chromatographie liquide a haute performance (CLHP) n’est, a notre con- 
naissance, que peu utilisee [ 151. En effet, la difficult4 consiste 21 resoudre un 
double probleme: (i) l’elution du compose: ce dernier s’adsorbe tres fortement 
sur la silice et les conditions ndcessaires a sa sortie sont assez drastiques; (ii) sa 
detection: 1’EMB ne presente qu’une absorption extrgmement faible dans l’UV, 
totalement inexploitable en regard des concentrations therapeutiques. C’est 
pourquoi, afin d’eviter une derivation de la molecule, toujours longue, la tech- 
nique proposee se fonde sur la capacite de 1’EMB de former, avec des cations 
metalliques divalents, des complexes de chelation [ 161. Apres avoir essay4 dif- 
ferents sels de metaux, notre choix s’est fixd sur le sulfate de cuivre, le complexe 
ainsi forme presentant une absorption caracteristique a 270 nm. Toutefois, l’u- 
tilisation de cette propriete implique l’emploi dun dtalon interne capable lui aussi 
de complexer le cuivre. La necessite de respecter la structure chimique fonda- 



mentale de 1’EMB nous a conduit a synthetiser un homologue dans lequel les deux 
groupements butanol terminaux sont remplaces par deux groupements propanol: 
le N,N’ -bis (hydroxymethyl-l-ethyl) dthylenediamine- (S,S) (MEMB) . 

MAT&RIEL ET MtiTHODE 

R&&ifs 
Acetonitrile (qualite CLHP ) , sulfate de cuivre pentahydrate, chloroforme 

(qualite Uvasol) (Merck, Darmstadt, R.F.A.), ammoniaque 21 28% (U.C.B., 
Drogenbos, Belgique) , ( + ) -amino-2-propanol-1 et dibromo-1,2-bthane (Ald- 
rich, Strasbourg, France). Le dichlorhydrate d’EMB, (+)-N,N’- 
bis (hydroxymethyl-1-propyl) Bthylenediamine nous a 6th fourni gracieusement 
par le Laboratoire Lederle (Oullins, France). 

Appareillage 
L’appareil utilise est un chromatographe liquide Du Pont de Nemours (Orsay, 

France). Ce systeme comprend une pompe 870, Bquipee dune vanne h boucle de 
50 ~1 (Rheodyne 71-25, Berkeley, CA, Etats-Unis), un spectrophotometre UV 
tale a 270 nm raccorde B un enregistreur de type BD 40 (Toward et Matignon, 
Vitry sur Seine, France). 

Prkparation des colonnes 
Deux types de colonnes sont utilises, une colonne de p&-saturation et une 

colonne analytique. La colonne de p&saturation (250x4,6 mm) est garnie a 
l’aide d’une silice de granulometrie 50 pm de grande porosite (Alltech, Paris, 
France). La colonne analytique (150 x 4,6 mm) contient de la silice ( LiChrosorb 
Si 60,5 pm) mise en suspension dans un melange de methanol-propanol- 
2-tdtrachlorure de carbone-cyclohexanol-toluene (5:5:18:10,8:1,2) et ultrason- 
n&e quelques minutes. Le remplissage s’effectue sous une pression de 450 bars 
(pompe Haskell, Touzard et Mat&non) & l’aide de methanol. 

Modification du gel de silice par le Cu(II) 
La phase mobile de travail est constituee dun melange de sulfate de cuivre 

ammoniacal et d’acetonitrile. Le Cu( II) se fixant de facon irreversible sur la 
silice, il convient de saturer celle-ci en faisant percoler a travers les colonnes une 
solution de CuSO,n5H,O (10-l mol/l) et d’ammoniaque (5~10-~ mol/l), jusqu’a 
obtention dun effluent bleu. 

Synth&se de l’e’talon interne (MEMB, Fig. 1) 
Dans le but de disposer d’un dtalon interne distinct de 1’EMB mais susceptible 

de presenter des proprietes chromatographiques et complexantes voisines, la N,N’ - 
bis (hydroxymethyl-l-ethyl) Qthylenediamine- (S,S) est synthhtisde selon une 
technique voisine de celle d&rite par Wilkinson et al. [ 171 pour 1’EMB. Le 
dibromoethane (0,005 mol) est chauffee au reflux, durant 25 min, vers 110” C, 
avec de l’amino-2-propanol-1 de configuration S (0,05 mol) . Apres refroidisse- 
ment h 3O”C, une solution de potasse (0,012 mol) dans 5 ml de propanol chaud 
est ajoutee. Le milieu est ensuite refroidi au bain de glace, ce qui provoque la 
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precipitation du bromure de potassium. Apres filtration et concentration a l’e- 
vaporateur rotatif, une huile orange est obtenue, puis dissoute dans un melange 
d’acetone-propanol ( 50~50). Cette solution, plongee dans un bain de glace, laisse 
precipiter le reste du bromure de potassium. Apres filtration et concentration a 
l’bvaporateur rotatif, une petite quantite (environ 1 ml) d’Qthano1 anhydre est 
ajoutee a la solution ce qui provoque la precipitation dun produit s&park par 
filtration, puis s&he. La purete du compose obtenu avec un rendement de 58%, 
controlee par microanalyse CHN sur microanalyseur Perkin-Elmer 240, donne 
des resultats en accord avec la theorie h + 0,3%. 

Pre’lZwements, e’talonnage 
Les prelevements sanguins sont recueillis dans des tubes heparines (vacutai- 

ners, 5 ml), immediatement centrifuges ii 1000 g pendant 10 min. La fraction 
plasmatique est congelee jusqu’au dosage. L’etalonnage est realise en surchar- 
geant des plasmas a differentes concentrations par des solutions de dichlorhy- 
drate d’EMB fraichement p&pa&es. Tous les resultats sont exprim& en EMB 
base. 

Mkthode 
Le procede d’extraction est analogue a celui decrit par Lee et Benet [ 111. Le 

plasma (1 ml) est extrait par 8 ml de chloroforme en presence de 2 ml de soude 4 
mol/l et de 100 ,ul dune solution de MEMB (1 g/l). Apres agitation de 20 min, 
les tubes sont centrifuges et la phase chloroformique e’vaporee sous un courant 
d’azote dans un tube conique. Le residu set est repris par 100 ~1 d’acetonitrile et 
50 ~1 sont injectes dans le chromatographe. La phase mobile est constituee d’un 
melange d’eau-acetonitrile (50:50) contenant du sulfate de cuivre pentahydrate 
( 4*10p2 mmol/l) et de l’ammoniaque (2 mol/l) . Le debit est de 1,5 ml/min soit 
une pression d’environ 7 MPa. La detection se fait B 270 nm et la quantification 
est basee sur la hauteur des pits. 

RfiSULTATS 

La Fig. 2 reprdsente un trace obtenu avec un plasma surcharge d’EMB ( 5 mg/l) 
ainsi que le chromatogramme d’un blanc serique. Les temps de retention dans les 
conditions indiquees sont de 5,7 min (EMB ) et 7 min (MEMB) . L’Qtude de la 
linearit entre 0,625 et 20 mg/l conduit a l’equation de la droite de regression 
suivante: y = 10,03x + 0,36 ( y = concentration en EMB, x etant le rapport des pits 
EMB/MEMB) avec r= l,OO. Les resultats de la reproductibilite Qvaluee a six 
concentrations differentes, figurent dans les Tableau I. La limite de detection est 
&gale ii 0,15 mg/l pour un rapport signal sur bruit Qgal h 3. 

DISCUSSION 

Montage 
La colonne placee entre la pompe et la vanne d’injection ne participe pas a la 

chromatographie de l’echantillon mais permet de saturer par sa longueur et la 
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Fig. 2. Chromatogrammes obtenus avec un plasma surcharge B 5 mg/l en Bthambutol (A) et un blanc 
plasmatique (B) . Composition de la phase mobile: eau-ackonitrile (50~50) contenant 4.10e2 mmol/l 
de CuSO,a5H,O et 2 mol/l de NHB. D&ection a 270 nm; sensibilitk 0,OS unite’ d’absorbance pleine 
Bchelle. Pits: EMB = Bthambutol; MEMB = Btalon inteme. 

porositQ de la silice employ6e, la phase mobile en silicate d’ammonium, Qvitant 
ainsi la destruction pr6matur&e de la colonne analytique. Pour complkter la sa- 
turation, la phase Qluante sortant du spectrophotom&tre est B nouveau utilisbe 

TABLEAU I 

ETUDE DE LA REPRODUCTIBILITE (n= 5) 

Concentration (mg/l) Coefficient de variation (% ) 

20 6,3 
10 6,2 

5 793 
2,5 597 
1,25 10,5 
0,625 991 
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Fig. 3. Spectres d’absorption de la phase mobile seule, de 1’Bthambutol (EMB) et de l’&alon inteme 
(MEMB). 

pour l’alimentation de la pompe. 

Modification superficielle du gel de silice par formation de silicate de cuivre 
Deux possibilites sont offertes pour cuivrer la silice: avant ou apres le remplis- 

sage de la colonne. La premiere solution consiste a une mise en suspension de la 
silice dans une solution ammoniacale de sulfate de cuivre suivie dun rincage a 
l’eau distill&e et dun sechage en etuve, pro&de qui presente l’inconvenient de sa 
duree. La seconde technique, en faisant percoler la solution a travers une colonne 
prealablement remplie, a l’avantage de la rapidite et permet, Qventuellement, 
l’emploi dune colonne analytique commerciale. Pour avoir essay6 les deux pro- 
tocoles, nous n’avons pas remarque de differences fondamentales de leurs pro- 
prietes chromatographiques vis a vis de l’EMB et de son &talon interne. 

R81e du Cu(II) duns la phase mobile 
L’utilisation de cations mdtalliques [ essentiellement ceux des metaux de tran- 

sition: Cu (II), Zn (II), Cd( II), Ni (II) ] a Qte proposee par differents auteurs 
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Fig. 4. Evolution des k’ en fonction du pourcentage d’eau. 

dans de multiples applications: separation d’acides amines [ 181, de petits pep- 
tides [ 191, d’alcaldides [ 201, etc. Le ligande developpeur peut &re soit de l’am- 
moniaque soit une amine aliphatique. A cot4 de son inter& dans la resolution, le 
cation mdtallique peut aussi jouer un r81e dans la detection du solute, procede 
employ6 par Grimble et al. [ 211 pour le dosage des sucres physiologiques [ detec- 
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tion par le Cu( II) ajoute en post-colonne] et par Leonard et al. [ 221 [la phase 
mobile contenant le Cu (II) en solution]. Les spectres d’absorption de la phase 
e’luante seule et des complexes Cu-EMB et Cu-MEMB sont illustre’s par la Fig. 
3. Le maximum d’absorption se situe a 270 nm mais autorise, sans baisse notable 
de la sensibilite, une lecture a 280 nm par un detecteur a filtre. 
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Variation des facteurs de capacitk (k’) en fonction de la quantite’ d’eau 
Dans cette etude, les concentrations en ammoniaque et sulfate de cuivre sont 

rest&es constantes et Qgales respectivement a 1,7 mol/l et 8*10p3 mmol/l. L’evo- 
lution du k’ des complexes Cu-EMB et Cu-MEMB est illustree dans la Fig. 4. 

Variation des k’ en fonction de [NH,] (Fig. 5) 
Le pourcentage d’eau est fixe B 50% avec la m&me concentration en Cu ( II) que 

precedemment: les concentrations en ammoniaque variant de 0,5 a 2,5 mol/l. 

Variation des k’ en for&ion de Cu(II) (Fig. 6) 
Les concentrations en sulfate de cuivre ont varid de 4*10-3 a 4.10-l mmol/l 

sans influence sensible sur l’evolution des k’ . 
En fait, il ressort de cette etude que le parametre dominant est reprdsentd par 

la quantite d’ammoniaque contenue dans la phase mobile puisqu’une variation 
de 0,5 a 2,5 mol/l entraine une diminution des k’ de 32 a 3,5 (EMB) et de 50 a 
4,5 (MEMB) . Par contre, une augmentation du pourcentage d’eau de 30 a 60% 
ne modifie que faiblement les temps de retention (9,7 a 7, EMB; 15,5 a 9, MEMB) . 
Si le cuivre a une action a peu pres nulle sur les facteurs de capacite, son incidence 
sur la reponse spectrophotomktrique et la hauteur des pits, est plus importante 
(Fig. 7). La reponse Bvolue pour atteindre un plateau a 0,4 mmol/l, mais il n’est 
pas conseille de travailler avec des concentrations trop Qlevees pour deux raisons: 
(i) a partir de 0,l mmol la phase mobile devient coloree et l’augmentation de la 
reponse s’accompagne dun accroissement important du bruit de fond; (ii) le ris- 
que de cristallisation du sulfate de cuivre sera major&. NQanmoins, la forte quan- 
tite d’ammoniaque prksente, assure une marge suffisante de s&uritQ compatible 
avec l’utilisation de concentration superieure en se1 de cuivre. C’est pourquoi les 
conditions d’elution consistent a choisir un compromis acceptable entre [ NH3], 
[ Cu (II)] et [ H,O] et ont conduit aux conditions citees plus haut. Les differents 
antituberculeux (rifampicine, isoniazide, pyrazinamide) utilises en association 
ne provoquent pas d’interference sur le chromatogramme. 

CONCLUSION 

La methode CLHP presentee dans ce travail est adaptee a l’etude des concen- 
trations d’EMB atteintes en therapeutique humaine. La presence de sulfate de 
cuivre dans la phase Qluante entraine la formation instantanee dun complexe 
dont l’absorption a 270 nm permet la dktection et la quantification du compose. 
Cette chelation Bvite tout autre pro&de necessairement plus long, de derivation 
de la molecule. 

RkSUMfi 

La methode proposde se fonde sur la capacitk de l’ethambutol de former avec 
des cations metalliques divalents, des complexes de chelation. Celui obtenu avec 
les sels de cuivre, presente une absorption caractdristique a 270 nm, permettant 
un dosage de l’ethambutol plasmatique apres extraction chloroformique en milieu 
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alcalin. La colonne utilisee contient de la silice (LiChrosorb Si 60, 5 pm) et la 
phase mobile consiste en un melange d’eau-acetonitrile (50:50) contenant du 
sulfate de cuivre et de l’ammoniaque. L’etalon interne est un homologue infbrieur 
de l’ethambutol presentant les m$mes proprietes complexantes. La limite de 
detection est de 0,15 mg/l et les autres antituberculeux employ& en association 
ne donnent aucune interference. 
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