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Évaluation d’une méthode de dosage de la clozapine
par spectrophotométrie UV

Evaluation of a method of dosage of clozapine by UV spectrophotometry
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Résumé – La clozapine, principal neuroleptique indiqué dans le traitement de la schizophrénie résistante, est à l’ori-
gine de nombreux cas d’intoxications accidentelles ou volontaires, d’où l’intérêt de son dosage. Notre travail a pour
objectif la mise au point d’une méthode de dosage permettant le diagnostic d’une intoxication par la clozapine. La
méthode est basée sur la lecture de l’absorbance, à 365 nm, du produit de la réaction entre la clozapine et l’iode dans le
dichlorométhane. Les résultats ont montré que cette méthode de dosage est linéaire de 15 à 400 mg/L (r = 0,995), avec
une limite de détection de 10,42 mg/L. La précision et l’exactitude ont été meilleures dans la zone de 120 à 400 mg/L.
Le rendement de l’extraction, par l’éther, à partir des urines est en moyenne de 77,7 %. Cette méthode permet le dosage
de la clozapine dans les urines, les comprimés et dans les échantillons post mortem en cas d’intoxication mortelle à la
clozapine.
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Abstract – Clozapine, the principal neuroleptic indicated in the treatment of resistant schizophrenia, is implicated
in many cases of accidental or voluntary intoxications. Thus, this drug should be dosed. In this work, the dosage
of clozapine by UV spectrophotometry was studied to perfect a method allowing the diagnosis of intoxication or an
overdose. The method is based on the reading of the absorbance of the product of the reaction between clozapine and
iodine in dichloromethane at 365 nm. The results showed that this method is linear from 15 to 400 mg/L (r = 0.995),
with a detection limit of 10.42 mg/L. Precision and accuracy were better between 120 and 400 mg/L. The extraction
yield, by ether, from urine is on average 77.7%. This method allows the dosage of clozapine in urine, tablets and in
post mortem samples in the case of clozapine fatal intoxication.
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1 Introduction

Pour traiter la forme résistante de la schizophrénie, les psy-
chiatres ont recours à la clozapine (Leponex�) dont l’efficacité
reste capable d’apporter une amélioration clinique avec une
posologie quotidienne ajustée. Ce médicament a été à l’origine
de nombreux cas d’intoxications chez l’adulte et chez l’en-
fant, dont certaines étaient fatales [1–3]. Soixante-treize cas
d’intoxication à la clozapine ont été enregistrés en Allemagne
en 2005, dont 62 intoxications chez des adultes [4]. Dès lors,
le dosage de ce médicament s’avère utile dans le diagnostic
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d’une intoxication aiguë et la prise en charge du patient, ou
dans un cadre médico-légal. Plusieurs méthodes ont été utili-
sées pour le dosage de la clozapine, telles que la chromatogra-
phie liquide haute performance (HPLC), la chromatographie
gazeuse couplée à la spectrométrie de masse, la fluorimétrie,
la voltamétrie, la densitométrie, et les méthodes électrophoré-
tiques [5–14]. De même, de nombreuses méthodes spectropho-
tométriques ont été adaptées pour ce dosage [8,11,15–17]. Ces
méthodes nécessitent moins de matériel et sont plus faciles à
appliquer dans tout laboratoire.

Ce travail vise à développer une méthode spectrophotomé-
trique, adaptable à chaque laboratoire, pour le dosage de la
clozapine dans les matrices biologiques et les comprimés.
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2 Matériel et méthodes

2.1 Matériel

Nous avons utilisé, comme solutions et matériels biolo-
giques, des urines de sujets sains non traités par aucun médi-
cament, une solution d’iode dans le dichlorométhane (DCM) à
5 g/L et une solution mère de clozapine dans le DCM à 1 g/L.
Pour préparer cette dernière, un comprimé (Leponex� 100 mg,
Novartis Pharma) a été broyé en poudre fine transférée dans
une fiole de 100 mL. Après addition de 40 mL de DCM et agi-
tation, nous avons complété jusqu’au volume, puis la solution
a été filtrée.

2.2 Méthode

Dans le DCM, l’iode réagit avec la clozapine et donne un
produit dont la coloration varie du violet au jaune orangé au
fur et à mesure que la concentration en clozapine augmente.
Dissous dans le DCM, l’iode et la clozapine absorbent respec-
tivement à 501 et 290 nm. Le produit de la réaction a un maxi-
mum d’absorbance à 366 nm. La réaction a été étudiée selon
le protocole suivant :

– introduire 1 mL de la solution de clozapine de concentra-
tion connue dans un tube à essai ;

– ajouter 1 mL de la solution d’iode ;
– compléter à 10 mL par le DCM et mélanger ;
– lire l’absorbance dans l’UV à 365 nm contre le blanc

(DCM).

Pour l’étude du rendement de l’extraction, les échantillons uri-
naires contenant la clozapine ont été préparés par l’évaporation
à sec de 1 mL de la solution de clozapine dans le DCM puis re-
prise par 1 mL d’urines ; 1 mL de NaOH (1 M) est ajouté et le
mélange est agité au vortex pendant 2 minutes. Une extraction
(2 fois) par 4 mL d’éther est faite, l’éther est récupéré dans un
autre tube et évaporé. Le résidu est repris par 1 mL de DCM et
le dosage est fait selon le protocole précédent.

2.2.1 Étude des caractéristiques de la méthode

Les caractéristiques de cette méthode mise au point ont été
étudiées selon les recommandations de la Société française de
biologie clinique (SFBC) [18].

Afin d’établir le domaine de linéarité de la méthode, nous
avons étudié une gamme de concentrations de clozapine allant
de 0,05 à 1000 mg/L. Pour déterminer la limite de détection
(LD), nous avons réalisé 15 fois le dosage pour l’échantillon
blanc (0 mg/L de clozapine) sachant que LD = moyenne (M)
des blancs (n = 15) + 3 × écart type (ET).

Pour l’étude de la précision, nous avons répété 5 fois le
dosage pour 5 concentrations étalées sur le domaine de la li-
néarité (50, 100, 150, 200 et 400 mg/L), puis nous avons établi
le profil de précision représentant les coefficients de variation
(CV) en fonction des concentrations :

CV (%) = (ET/M) × 100.

L’exactitude a été étudiée par la méthode de mélange pour dif-
férentes concentrations dispersées sur la gamme étudiée. Elle

Fig. 1. Courbe d’étalonnage du dosage de la clozapine par spectro-
photométrie UV.

consiste à préparer une solution à partir d’un mélange de deux
volumes égaux de deux solutions de concentrations connues.
Ainsi, la concentration à mesurer serait la moitié de la somme
des deux concentrations mélangées, et ceci avec quatre ni-
veaux de concentrations (15, 100, 150 et 300 mg/L).

Le rendement de la méthode est le rapport entre la concen-
tration de la clozapine déterminée après extraction à partir des
urines (valeur mesurée) et la même concentration déterminée
sans extraction (valeur théorique) :
Rendement (%) = (valeur mesurée/valeur théorique) × 100.

Les résultats ont été exprimés en moyenne ± écart type et
les comparaisons effectuées par le biais du coefficient d’exac-
titude :
(CE (%) = [(valeur mesurée – valeur théorique)/
valeur théorique] × 100).

Le CE exprime le degré d’inexactitude par rapport à la va-
leur théorique.

3 Résultats

La représentation des absorbances en fonction des concen-
trations de la clozapine a montré que la méthode est linéaire de
15 à 400 mg/L (r = 0,995) (figure 1).

La moyenne des absorbances du blanc était de 0,061 et
l’ET égale à 0,0043. La valeur de l’absorbance correspondant
à la LD est de 0,073, qui donne d’après la courbe d’étalonnage
une LD égale à 10,42 mg/L.

Dans le profil de précision de la méthode spectrophoto-
métrique, les CV étaient inférieurs à 10 % dans la zone de
concentrations de 120 à 400 mg/L (figure 2).

Le tableau I rapporte les coefficients d’exactitude pour
chaque concentration étudiée. L’exactitude de la méthode était
meilleure à la concentration de 300 mg/L. Le tableau II rap-
porte les rendements de l’extraction pour chaque concentration
étudiée. Le rendement moyen de la méthode était de 77,7 % et
supérieur à 75 % pour trois niveaux de concentrations.
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Tableau I. Étude de l’exactitude (méthode de mélange).

C (mg/L) 15 100 150 300

A mesurée (n = 5) 0,162 ± 0,027 0,475 ± 0,013 0,743 ± 0,018 2,533 ± 0,081

A théorique (n = 5) 0,193 ± 0,008 0,652 ± 0,076 1,045 ± 0,070 2,545 ± 0,137

CE (%) 16,06 ± 15,34 27,14 ± 12,25 29,20 ± 3,05 3,09 ± 0,95

Tableau II. Étude du rendement de l’extraction de la clozapine à partir des urines.

C (mg/L) 50 200 300 400

A après extraction (n = 5) 0,239 ± 0,077 0,972 ± 0,068 1,938 ± 0,470 2,291 ± 0,107

A sans extraction (n = 5) 0,272 ± 0,026 1,413 ± 0,092 2,457 ± 0,135 3,032 ± 0,043

Rendement (%) 87,86 ± 20,27 68,78 ± 0,33 78,87 ± 14,84 75,56 ± 2,46

Fig. 2. Profil de précision de la méthode spectrophotométrique.

4 Discussion

Dans le DCM, l’iode et la clozapine sont très solubles.
Leurs spectres montrent des maximums d’absorbance respec-
tifs de 290 et 501 nm. Le produit de la réaction montre deux
pics d’absorbance à 290 et 366 nm. Dans ce travail, la lecture
de l’absorbance a été effectuée à 366 nm pour éviter l’inter-
férence de la clozapine. La même réaction étudiée par Dar-
wish et al. [8] dans le dichloroéthane montre des pics d’absor-
bance identiques. La méthode développée est linéaire de 15 à
400 mg/L. Sa précision est bonne pour des concentrations de
120 à 400 mg/L (CV < 10 %).

À des doses thérapeutiques, les concentrations sériques
moyennes de clozapine se situent entre 0,1 à 0,8 mg/L [19].
Ainsi, la méthode développée n’est pas assez sensible pour
être appliquée pour le suivi thérapeutique. Cependant, cette
méthode peut permettre son dosage dans les urines. Ishii
et al. [20] ont rapporté une concentration urinaire de 4,28 mg/L
après 32 heures d’une intoxication par la clozapine. Dans une
autre étude, la concentration urinaire de la clozapine était de
9,7 mg/L [21].

La LD de la méthode mise au point est nettement plus
élevée que celles des méthodes utilisant l’iode dans le di-
chloroéthane, le 7,7,8,8-tétracyanoquinonediméthane, la 2,3-
dichloro-5,6-dicyano-1,4-dibenzo-quinone ou le tétracyanoé-
thane, dont les LD sont respectivement de 1,12, 1,76, 2,22
et 0,95 mg/L [8]. Ces quatre méthodes de dosage de la
clozapine ont un domaine de linéarité de 4 à 200 mg/L.
Mohamed et al. [15] ont développé une méthode utilisant

le bromate de potassium dans l’acide perchlorique, caracté-
risée par une LD de 0,1 mg/L et un domaine de linéarité
de 0 à 12 mg/L. Les trois réactions de Sastry et al. [16]
utilisant l’acide chloranilique, le chlorhydrate de l’hydrazine
3-méthyl-2-benzothiazolinone en présence de sulfate d’ammo-
nium cérique et le P-N,N-diméthylphenylenediamine dihydro-
chloride en présence d’hypochlorite de sodium ont montré des
domaines de linéarité respectifs de 15 à 300, de 2 à 25 et de
10 à 120 mg/L. La méthode étudiée se caractérise par un do-
maine de linéarité plus étendu que ceux des méthodes spec-
trophotométriques mises au point par ces différents auteurs.
Elle peut être appliquée pour le dosage de la clozapine dans
les échantillons post mortem et dans les comprimés. En ef-
fet, une étude a montré une concentration urinaire post mor-
tem de 245 mg/L [22]. Cette méthode s’avère ainsi utile dans
le cadre d’expertise toxicologique. Elle peut être aussi utile
pour le dosage du médicament dans les urines d’autant plus
que l’étape d’extraction permet d’obtenir un rendement satis-
faisant. La procédure utilisée pour l’extraction permet d’élimi-
ner ses métabolites polaires présents dans les urines, tels que
la clozapine-N-oxyde, permettant ainsi d’éviter toute interfé-
rence de ces métabolites. En cas de suspicion de concentra-
tions élevées, une dilution de l’échantillon peut être envisagée.

5 Conclusion

Le dosage par spectrophotométrie UV de la clozapine
constitue une méthode linéaire de 15 à 400 mg/L (r = 0,995).
Elle est précise et exacte dans la zone de 120 à 400 mg/L.
Après extraction à partir des urines, le rendement est satis-
faisant, égal en moyenne à 77,7 %. Cette méthode permet
donc le dosage de la clozapine dans les comprimés, dans les
urines dans les cas d’intoxication, ou encore dans les échan-
tillons prélevés post mortem en cas d’intoxication mortelle à
la clozapine.

Conflits d’intérêts. Les auteurs déclarent ne pas avoir de
conflits d’intérêts.
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