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(Recu le 10 mai 1988; manuscrit mod% recu le 21 juin 1988) 

Dans le cadre de mises au point de mdthodes sensibles et spkifiques de dosage 
des ckphalosporines dans les milieux biologiques [l-4], nous avons proposk des 
techniques de chromatographie sur couche mince (CCM) avec analyse in situ des 
chromatogrammes par detection fluorimktrique. 

Les c6phalosporines ne presentant pas une fluorescence native, nous avons mis 
B profit: (i) la propri&k particulikre des ckphalosporines 21 groupement amino- 
thiazole (kfotaxime, cefmenoxime, ceftizoxime) d’Qmettre au contact d’un gel 
de silice addition& d’indicateur une intense fluorescence [3] et (ii) la formation 
de d&iv& fluorescents par pulvkrisation de fluorescamine pour les ckphalospo- 
rines (&faclor, cdfalexine, cdfadroxil, ckfradine) ayant une fonction aminke pri- 
maire dans leur chaine latdrale [ 11. La detection fluorim&rique des 
ckphalosporines aprks skparation sur couche mince s’est &v&e un mode de d& 
tection beaucoup plus sensible que l’absorption dans l’ultraviolet ce qui a permis 
de proposer une mkthode de dosage de ces composks dans les milieux biologiques 
?I des concentrations thkrapeutiques. 

Aucune &f&ence de la littkrature ne mentionne la CCM pour doser la ckfradine 
et la ckfaloglycine (Fig. 1) . Nous proposons ici une technique de dosage de ces 
deux ckphalosporines dans le plasma et l’urine par CCM. La mkthode proposke 
est d&i&e de celle prkkdemment mise au point pour 1’6tude des ckphalosporines 
ayant un groupement cu-amin primaire dans leur chaine latdrale: sdparation sur 
gel de silice et analyse du chromatogramme in situ apr&s &&lation des spots & la 
fluorescamine. 
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Fig. 1. Structure des ckphalosporines 6tudiGes. 

MATkRIEL ET MfiTHODES 

Mut&riel et re’actifs 
La fluorescamine (Fluram Roche, Fluka, Buchs, Suisse) et les solvants utilis& 

sont de qualite analytique. 
La cefaloglycine (Eli Lilly, Indianapolis, IN, U.S.A.) et la cefroxadine (Ciba 

Geigy, Bale, Suisse) ont Qte gracieusement fournis par ces laboratoires. 
Les plaques de CCM utilisees sont des plaques de gel de silice 60 de 0,25 cm 

d’epaisseur sur support de verre 20 x 20 cm (Merck, ref. 5715, Darmstadt, R.F.A. ) . 
La phase mobile est constituee d’un melange acetate d’ethyle-acetone-eau- 

acide acetique (50 : 25 : 15 : 10, v/v). 
Les solutions de pulverisation sont de la triethylamine dans le dichlorome- 

thane a 10% (v/v) et de la fluorescamine dans l’acetone a 0,025% (m/v). 
Les dosages sont effect& h l’aide d’un spectrophotometre chromatographique 

Zeiss PM& II, equip& dun enregistreur BBC Gooerz et d’un integrateur Qlectro- 
nique Minigrator Intersmat. La source lumineuse est une lampe a vapeur de mer- 
cure haute pression. La vitesse de deroulement du papier enregistreur est de 60 
mm/min. La vitesse de dhroulement de la plaque chromatographique est de 50 
mm/min. Les dosages se font aux longueurs d’onde suivantes &,,=365 nm et 
A,, = 460 nm. 

Solutions de r&f&ence 
Les solutions de reference (5-500 mg/l) sont p&pa&es par dilution dans l’eau 

a partir de solutions meres a 1 g d’antibiotique par litre d’un melange eau-me- 
than01 (1: 1, v/v). 

Solutions h analyser 
Les Qchantillons biologiques B analyser sont p&par& B partir de plasma et 

d’urine temoins surcharges titrant de 25-200 mg/l d’antibiotique. Pour les Qchan- 
tillons de plasma, 1 ml d’ethanol a 95% vol. est addition& a 1 ml de plasma pour 
deproteiniser; apres agitation et centrifugation 15 min & 1500 g, le surnageant est 
d8pose directement. Les dchantillons d’urine sont deposes directement ou ap&s 
dilution sans traitement pre’alable. 



Mode ope’ratoire 
Les solutions de reference (2 yl) et les solutions a analyser (2 ~1) sont deposes 

sur la plaque chromatographique par petites fractions en &chant apres chaque 
addition. Le chromatogramme est developpe sur une hauteur de 15 cm environ 
dans une cuve prealablement saturee avec la phase mobile. Apres sechage sous 
un courant d’air tikde, la plaque est pulverisee avec la solution de triethylamine, 
sechee et ensuite pulverisee avec la solution de fluorescamine. 

RlbULTATS ET DISCUSSION 

Essai pre’biminaire 
Une decomposition sur couche mince de gel de silice ayant QtC note par Marrelli 

[ 51, la stabilite de la cefaloglycine et de la cefroxadine sur ce support a Qte test&e 
dans les conditions experimentales utilisees: des d&pats de 100 ng d’antibiotique 
ont Qte effect&s 60,45,30,15 et 0 min avant developpement. Aucune degradation 
n’a et& observee dans les limites de sensibilite de la methode. 

RF 

Les valeurs des RF sont de 0,20 pour la cefaloglycine et de 0,24 pour la 
chfroxadine. 

Stab&t& de la fluorescence 
La fluorescence emise est stable entre 10 et 60 min apres pulverisation de flu- 

orescamine, ce qui est suffisant pour une analyse correcte du chromatogramme. 
Les derives fluorescents soumis a une irradiation continue sont stables pendant 
15 min. 

Line’aritk 
La lindarite de la variation des surfaces des pits en fonction de la variation des 

concentrations de l’antibiotique a analyser a Qte verifiee. Le domaine de linearite 
est de 5 a 250 mg/l. 

Rkppe’tabilite’ 
La repetabilite de la methode a Qte dkterminde en effectuant onze depots de 2 

~1 d’une solution a 50 mg/l. Les coefficients de variation sont de 4,5% pour la 
cefaloglycine et de 5,2% pour la cefroxadine. 

Seuil de de’tection 
Le seuil de detection est definie comme la quantite minimale donnant une re- 

ponse &gale a deux fois le bruit de fond. 
Le seuil de detection par fluorescence a ete comparee a celle obtenue en utili- 

sant la dktection par absorption dans l’UV, en se placant au maximum d’absorp- 
tion de ces composks A = 266 nm (cefaloglycine ) et /I = 274 nm (cefroxadine) . 

Les seuils de detection sont de 20 ng (UV) et 8 ng (fluorescence) pour la ce- 
faloglycine et de 60 ng (UV) et 8 ng (fluorescence) pour la cefroxadine. 
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TABLEAU I 

DOSAGE DE LA CEFALOGLYCINE ET DE LA CEFROXADINE DANS LE PLASMA ET 
L’URINE 

Quantitk 
thdorique 
ajoutie 
(ngld8p8t) 

Cefroxadine 

Quantite 
trouvee 
(ng/dep%) 

Pourcentage 
retrouve’ 

Cefaloglycine 

Quantite 
trouvee 
(ng/depot) 

Pourcentage 
retrouve’ 

Urine 25 26,9 

50 49,5 

100 105,9 
200 180,7 
250 252,4 

Plasma 25 21,0 
50 54,8 

100 105,3 
200 209,o 

107,5 27 108,2 
98,9 52,5 105,o 

105,9 108,2 108,2 
90,4 190,2 95,0 

101,o 268,9 1075 
84,0 22,5 90,o 

109,6 45,l 90,2 
1053 91,3 91,3 
104,5 197,3 98,i’ 

a li To.' b c I\ 

1 

0.2 0.l a2 01 0.3 0.1 

Rf units 

Fig. 2. Determination de la cefroxadine dans le plasma. (a) Chromatogramme dune solution de 
reference 25 mg/l; (b) chromatogramme dun plasma temoin; (c) chromatogramme dun plasma 
contenant 50 mg/l d’antibiotique. 

0.3 0.2 0.1 0.3 0.2 0.1 0.3 0.2 0.1 

Rf units 

Fig. 3. Determination de la cefaloglycine dans Wine. (a) Chromatogramme’d’une solution aqueuse 
de reference 50 mg/l; (b) chromatogramme dune urine tkmoin; (c) chromatogramme dune urine 
contenant 50 mg/l d’antibiotique. 

Recherche des erreurs syste’matiques par la me’thode des ajouts do&s 
La recherche des erreurs syst6matiques dans le dosage de l’antibiotique ana- 

ly&, ou justesse de dosage, a QtB QtudiBe en ajoutant des quantittk connues de 
&phalosporines A des plasmas ou urines t6moins. 
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Les pourcentages retrouves & partir des Qchantillons biologiques et &al&s par 
rapport B des solutions aqueuses de reference sont don& dans le Tableau I. Ces 
pourcentages compris entre 84 et 107% montrent la fiabilite de la methode pour 
le dosage de la cefroxadine et de la cefaloglycine dans l’urine et le plasma. 

Des exemples de chromatogrammes sont don& sur les Figs. 2 et 3. 

CONCLUSION 

Les resultats obtenus mettent en evidence l’int&Gt de la technique proposee 
pour le dosage de la cefaloglycine et de la cefroxadine dans les milieux biologiques. 
Le d&p& direct apres un traitement t&s simple de l’echantillon, la bonne stabilite 
de la fluorescence, la precision satisfaisante en font une methode facile a mettre 
en oeuvre et plus rapide que les methodes microbiologiques t&s couramment 
employ&. 
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