
16 4 JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY 

]~TUDE DE L'ISOLEMENT DES CAT]~CHOLAMINES 

URINAIRES AU MOYEN DE L'ALUMINE, 

EN VUE DE LEUR DOSAGE CHIMIQUE 

GUY NADEAU ~T GEORGES SOBOLEWSKI 
Laboratoire de Biochimie, H~pital Saint-Michel Archa~ige et D~partement de Psychiatrie, 

Universit~ Laval, Quebec (Canada) 

(Re~u le 2 d~cembre 196o) 

INTRODUCTION 

Le dosage chimique des cat6cholamines urinaires a donn6 lieu A de nombreux travaux.  
I1 reste que ces analyses sont consid6r~es, A juste titre, comme extr~mement d61icates 
et peu sfires. Quelle que soit la technique, elle proc~de invar iablement  par deux 
~tapes: l 'isolement des cat~cholamines et leur conversion en d6riv6s dont on mesure 

la fluorescence. Jusqu'~ maintenant  on a attach6 une importance toute particuli~re 
tan t  aux conditions de formation des d~riv~s qu'A la mani~re d'appr6cier la fluores- 
cence. I1 est cependant remarquable que les donn6es exp6rimentales sur la premiere 
pat t ie  du dosage, ~t savoir l'isolement des cat~cholamines, soient prat iquement 
inexistantes, si l 'on en excepte les observations de LUND 1 qui remontent  d6iA ~ une 
dizaine d'ann6es. I1 s'agit 1A d'une d6ficience qui a d'ailleurs 6t6 particu]ibxement 
signal6e au cours d 'un symposium r~cent ~. 

Toute technique d'isolement, des cat~cholamines urinaires par chromatographie 
sur alumine doit r6pondre aux exigences suivantes: (a) elle doit 8tre reproductible, 
sinon quantitative; (b) elle doit 61iminer toute substance pouvant  g~ner la d6termi- 
nation fluorim6trique et (c) eUe doit 6viter l 'alt~ration des cat~cholamines au cours 
des op6rations, en particulier au cours de l 'adsorption. 

Une 6tude minutieuse des t ravaux ant~rieurs montre que les difficult6s ren- 
contr6es par leurs auteurs ont leur origine A cette 6tape et se rat tachent  ~t l 'une ou 
l 'autre des conditions suivantes: 

(a) t~carts parfois consid6rables dans le rendement. Un travail  r6cent 3, qui 

rapporte  sans commentaires des rendements variant de 15 A 94 %, laisse quelque 
doute sur la validit6 de la reproduction. 

(b) t~limination des substances fluorescentes de l'urine. Cet obstacle est surmont6 

si l 'on poss~de un moyen ad6quat de mesurer les valeurs du blanc, mais tel .ne semble 
pas toujours le cas a. 

(c) Impuret6s provenant de l 'alumine elle-m~me et susceptibles de fausser la 

d6termination fluorim~trique, comme l 'a signal6 CROUT 4. De leur c6t6, PRICE ET 

PRICE ~ signalent une diff6rence dans les valeurs de fluorescence des cat6cholamines 
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(par formation des lutines) suivant qu'elles sont dissoutes dans un acide qui a pass6 
ou non sur une colonne d'alumine. I1 y a 1A un indice que l'alumine n'agit pas seulement 
comme adsorbant. 

(d) Enfin, la possibilit6 d'une transformation partielle des cat~cholamines par 
passage sur alumine, a 6t6 souleV6e par JONES ET BLAKE 6 pour expliquer certaines 
particlflarit~s dont nous allons discuter plus loin. 

Malgr6 ces nombreux indices, une 6tude syst6matique du r61e de l'alumine 
comme agent adsorbant des cat~cholamines (plus particuli~rement de l'adr6naline 
et de la noradr6naline) faisait jusqu'~ maintenant d6faut. C'est l ' intention du present 
travail de parer A cette d6ficience et de sugg6rer un mode op6ratoire qui soit exp6ri- 
mentalement 6prouv6. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Matdriel et mdthode 
Rdacti]s 

I. Adr6naline, c.p. (Distillation Products). 
2. Bitartrate de noradr6naline, c.p. (Winthrop-Stearns). 
3. Bitartrate de fl-14C-adr6naline (Tracerlab). 
4. Alumines: Brickman Company (Montr6al); Woelm ("non alkaline"); Merck 

("suitable for chromatographic adsorption"); 6chantillons L-93-8 et. L-93-I2 (Alu- 
minium Laboratories Limited, Arvida, Canada). 

Dosage des catdcholamines 

Le dosage des cat~cholamines a ~t6 effectu6 par l'interm6diaire des lutines, suivant 
une m~thode adapt6e de EHRL1~N 7 et de YON EULER ET FLODING $. La mani~re d'ap- 
pr~dier les blancs a 6t6 16g~rement modifi6e. Pour les mesures simultan~es de l'adr6- 
naline et de la noradr6naline, nous avons adopt~ la technique d'excitation de la 
fluorescence par deux longueurs d'onde diff~rentes: un proc6d~ analogue a 6t6 employ6 
par PRICE ET PRICE s. La fluorescence a 6t6 mesur6e avec un fluorim6tre construit 
sur place, utilisant le circuit 61ectronique d~a spectrophotom6tre Beckman, module 
B, et plus tard reli6 au Microphotom6tre Aminco. On a utilis6 les filtres suivants: 

Filtres primaires: Corning 7-83 isolant la raie de 365 m# du mercure; Coming 
5-74 ou filtre d'interf6rence (Photovolt) isolant la raie 436 m/z; filtre secondaire: 

Corning 3-69 (J anne). 
Nous avons aussi v6rifi6 que le photofluorim6tre Coleman poss6de une sensibilit6 

suffisante pour ces d6terminations. 

Choix de la mdthode d' adsorption 

L'isolement des cat6cholamines par adsorption et 61ution successive peut s'effectuer, 
soit en agitant une suspension d'alumine dans la Solution contenant les cat~chol- 
amines, puis dans une solution 61uante (m6thode en 6quilibre), soit en laissant percoler 

|a solution de d6part ~ travers une couche d'alumine immobilis6e dans une colonne 
(chromatographie proprement dite). Le deuxi~me proc6d6 est infiniment plus efficace 
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pour s~parer des substances aux propri~t~s semblables. Or les s~parations que l 'on 
veut obtenir, dans le cas pr6sent, sont plut6t simples: d'une part  ~ cause de la grande 
sp~cificit~ de la r~action de formation des lutines et, d 'autre part,  ~ cause de la fa- 
cilit~ d'~valuer le blanc de fluorescence, comme on le verra plus loin. Dans ces con- 
ditions, la m6thode d'adsorption et d'61ution en ~quilibre devient le proc~d6 de choix 
pour les analyses de routine oh l'on peut consentir ~ une faible diminution du rende- 
ment  au profit d 'une manipulation plus simple, plus rapide et offrant les m~mes 
garanties de pr6cision. C'est le proc6d6 adopt~ dans la pr6sente 6tude. Pour des 

raisons de commodit6 d'expression et h l ' instar des autres auteurs, nous continuerons 
l'identifier par le terme de chromatographie sur alumine. 

Choix de l' alumine 

Le choix de l 'alumine en vue de la chromatographie m6rite une attention certes plus 
grande qu'on ne lui en a accord6e jusqu'~ maintenant. La chromatographie consiste 
en une adsorption des mol6cules des cat6cholamines sur la surface m~me des grains 
d'alumine, suivie d'une ~lution. L'efficacit6 de cette op6ration d6pend donc grande- 
merit de l '6tat physicochimique de la surface (forme cristalline, grandeur de surface 
active). Comme on peut s 'y  attendre, les alumines A grande surface donnent des rende- 

ments plus 61ev~s. Mais il y a un autre facteur dont il faut tenir compte: c'est l'in- 
fluence que peut avoir l 'alumine pass6e en solution ou en dispersion colloidale sur la 
fluorescence finale des cat6cbolamines. En effet, plus il y a d'alumine en solution, 
moins la fluorescence sp6cifique est intense et plus le spectre est d6form~, ce qui 
entralne de graves erreurs dans les r6sultats 4, 5. 

Or il arrive que ce sont, parmi les alumines que nous avons 6tudi6es, celles dont 
la surface active est la plus grande qui montrent  le plus de facilit6 ~ passer en solution 
et donnent les valeurs de fluorescence sp6cifique" les moins 61ev6es. Dans le Tableau 
I, nous avons r6uni ces caract6ristiques pour trois alumines commerciales, une 
alumine trait6e sur place (voir description au chapitre suivant) et un ~chantillon 
exp6rimental. 

La fluorescence sp~cifique a 6t6 d6termin6e en ajoutant les deux cat6cholamines 
de l'acide sulfurique 0.2 N qui avait  6t~ agit6 auparavant  avec chacune des alumines 

mentionn6es (le choix de l'acide est discut6 plus loin). On constate que cette fluores- 

cence est la plus faible pour les alumines de Woelm et de Merck, et la plus forte pour 
celles de Brickman, trait6e ou non. 

La facilit6 qu'ont  les alumines de passer en solution dans l'acide sulfurique 0.2 N 

a 6t~ appr~ci6e en comparant  la turbidit6 produite ~t pH 8 (minimum de solubilit6 
pour l 'oxyde d'alumine) et la diffusion de lumi~re ~t pH 8 et A pH 14 (le pH de la 
mesure fluorim6trique finale). On remarque que ce sont encore les alumines de Merck 

et de Woelm qui se dissolvent le plus facilement, tandis que celles de Brickman sont 
les moins solubles. 

* Au cours du pr6sent travail, on appellera fluorescence sp~cifique la fluorescence de 0.6/zg de 
noradr6naline et de o.15 /~g d'adr6naline (soit une fraction de 1.5 ml sur 5.o ml d'61uat) dans un 
volume final de 7.2 ml. (Voir Mode opdratoire.) 
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T A B L E A U  I 

QUELQUES CARACTI~RISTIQUES DES DIVERSES PREPARATIONS D'ALUMINE; LEURS INFLUENCES SUR 
LJEFFICACIT1~ DE LA CHROMATOGRAPHIE ET LA MESURE DE LA FLUORESCENCE 

Aluminc 

Rendement (%)  Fluorescence spgci~qnca Blancs de Alumine en solugionb 
Suvfacee 

Nomdve~aline Adwqu~line fluorescence Diffusiond interne 
Norad. Adv. . Tuvbiditd (ml/g) 

365 ml~ 436 ml~ 365 mt~ 436 ml~ 365 mlt 436 ml~ c p H  8 p H  x4 

Brickman 69 41 51.5 32 19 46.5 7 16 6.5 8 20 9.1 
Br iekman 

lav6e 84 34 53.5 37 20.5 47 6 13. 5 4.0 2.5 15 Io.9 
L-93 -8 lO5 5 ° 49.5 34 18.5 43 7.5 16 12.o 24 16.5 23.1 
Merck 86 47 35.5 25.5 15 35.5 17 24 17.o 48 12.5 - -  
Woelm 85 74 4 ° 28 20 46 15 23 39.o ioo 5o 91.5 
(t~luant pur) 58.5 37 22.5 5 ° 6.5 15 

a Los unit6s sont  arbi traires:  une solution de r6f6rence (fluoresc6ine ~ IO / tg /1 ,  t amponn6e  h 
p H  8.2) correspond ~ 15 unit6s h 365 m #  et h 80 unit6s ~ 436 m/t. Les valeurs  sont  corrig6es pou r  
celles des blancs. 

b Les mesures de la turbidit6 et de la diffusion de la lumi~re sont  des valeurs  moyennes ;  les 
aut res  chiffres sont  des valeurs typ iques  d 'une  seule d6termination.  

e La turbidit6 fut  mesur6e au Pho t rome te r  Rouy-Lei tz  en pourcentage &absorpt ion.  
d La  diffusion lumineuse fur  mesur6e au fluorim~tre avec deux filtres, pr imaire  et secondaire, 

de m~me longueur  d 'onde (436 m/t). Les unit6s sont  arbitraires.  
e Mesur6e par  adsorp t ion  d'azote.  Ref. 1°. 

On remarque par ailleurs que les alumines les plus solubles (L-93-8, Woelm) 
poss~dent les surfaces actives les plus grandes et donnent, en partant  de solutions 
pures des cat~cholamines, un meilleur rendement chromatographique. 

On est donc amen6 A choisir entre les alumines ~ bon rendement, ~t fluorescence 
sp6cifique faible avec spectre d6form6 et les alumines ~ rendement plus faible mais 
permettant  de d6velopper une fluorescence se rapprochant de celles des solutions 
pures. 

Nous avons opt6 pour les secondes, leur faible solubilit6 offrant les meilleures 
garanties de reproduction, par contraste avec les alumines du genre "solubles" dont 
la reproduction est moins sfire. 

Traitement de l' alumine 

Pour nous assurer une qualit6 plus uniforme de l'alumine, nous avons mis au point 
un proc6d6 de lavage et de s6chage. En fait, on doit consid6rer cette op6ration eomme 
un traitement physico-chimique beaucoup plus qu'un simple lavage. L'alumine est 
trait6e par l'acide chlorhydrique az6otropique darts un extracteur Soxhlet pendant 
au moins une journ~e enti~re, puis rinc6e ~t plusieurs reprises avec de l'eau distill~e. 
L'extraction au Soxhlet est ensuite reprise avec de l'acide ac6tique glacial pour une 
autre journ6e. Suit alors une longue s6rie de lavages ~t l'eau distill6e jusqu'~ ce que 
l'eau de lavage, trouble au d6but, devienne parfaitement limpide. On sbche alors 
400 ° pour deux A trois heures. Un s~chage plus court ou plus prolong6 diminue 
l'activit6 de l'alumine et cons6quemment le rendement d'adsorption, comme l'illus- 
trent les quelques donn6es du Tableau II. 
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I1 est int6ressant de noter que l'acide chlorhydrique ayant servi A l 'extraction 
de l'alumine se colore fortement en jaune et renferme (comme d'ailleurs aussi l'acide 
ac6tique de la seconde extraction) un fort r6sldu solide. Or on sait que les diverses 
formes d'alumine calcin6e sont insolubles dans ces acides. On peut donc en conclure 
que ces r6sidus proviennent principalement d'impuret6s et tr6s probablement d'alu- 
mine hydrat6e ou carbonat6e. 

Dans le but  de se mettre ~ l'abri des variations dues A des lots diff6rents, il est 
sugg6r6 d'en 6tudier la solubilit6 (par des mesures de turbidit6 et de dispersion 
lumineuse) dans les conditions op6ratoires et de proc6der ~ un traitement, le cas 
6ch6ant. 

T A B L E A U  I I  

INFLUENCE DU TEMPS DE S~CHAGE DE L'ALUMINE 
(~ 400 °) SUR LA R~CUP~RATION DE L'ADR]~NALINE ET DE LA NORADR~NALINE* 

Durde du s~chage Pourcentage de r&up&ation 

(heures) Adrtnaline** Noradrdnaline** 

o o o 
i 19 24 
2 31 61 
3 31 57 

20 40 38 

* ]Dans  c e t t e  exp4 r i ence ,  c o m m e  d a n s  les  s u i v a n t e s ,  l ' a l u m i n e  u t i l i s 6 e  f u t  ce l l e  d e  B r i c k m a n  
(5. m o i n s  q u ' o n  ne  le  sp6ci f ie  a u t r e m e n t ) .  

** E n  s o l u t i o n  d a n s  2o m l  d ' u r i n e  e t 2 o  m l  d ' e a u .  

Chromatographie de solutions aqueuses de mdlanges de catdcholamines 

Dans le cas qui nous int6resse, le r6sultat final de la s6paration chromatographique 
d6pend, en plus de l'6tat physicochimique de l'adsorbant, des facteurs suivants: (a) 
de l '6tat d'ionisation de la mol6cule des cat6cholamines, (b) du rapport des volumes 
des deux phases en pr6sence ,(ou, plus exactement, du rapport entre le volume de la 
phase liquide et la surface active du solide), (c) ~te la nature chimique de l'61uat et 
enfin (d) de la pr6sence d'autres substances pouvant entrer en comp6tition avec les 
cat4cholamines. Pour mieux mettre en 6vidence l'effect des trois premiers facteurs 
(a), (b) et (c), nous avons d'abord proc6d6 ~t l'4tude de solutions des cat6cholamines 
dans l'eau pure. Le dernier facteur sera 6tudi6 a~u chaPitre de la chromatographie des 
urines. 

(a) ~.tat de la moldcule des catdcholamines: L'adr6naline et la noradr6naline sont 
des mol6cules amphot6res dont la charge 61ectrique d6pend du pH du milieu. On salt 
qu'en milieu alcalin, ta mol6cule poss6de une charge n6gative et est fortement adsorb6e 
sur l'alumine, alors qu'en milieu acide le renversement de la polarit6 lui fait perdre 
toute affinit6 pour l'adsorbant. Dans ce domaine, nous n'avons fair que confirmer 
le bien-fond6 des conditions adopt6es par les premiers chercheursl: l 'adsorption est 
son maximum ~t pH 8- 9, diminue rapidement avec le pH pour devenir n4gligeable en 
solution acide. 
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(b) In~uenc~ du volume de la phase liquide. L'efficacit6 de l 'adsorption, en ou'tre du 
pH di~quilibre, d~pend grandement du volume initial de la solution utilis6e (pour une 
quantit6 donn6e d'alumine). C'est un facteur dont on ne semble pas avoir tenu 
suffisamment compte jusqu% maintenant.  En effet, plus le volume de la solution des 

cat~cholamines est grand, plus la fraction non adsorb6e est abondante. La Fig. I 

iOO 

7- 80 , 

i1: 
u.i 
_~ 6o 
o 

40 

ZO 

0 
20 40 ~00 200 

VOLUME NIL 

Fig. I.  Inf luence  du v o l u m e  de la phase  l iquide  sur  l 'efficacit6 de l ' adsorp t ion .  O,  Noradr~nal ine ,  
0 ,  Adr4nal ine.  

rend compte de l 'ordre de grandeur de cet effet. Les conclusions de cette experience 
sont 6videntes: (a) il y a avantage A prendre des volumes faibles et (b) il est n~cessaire 
de garder le volume constant. 

(c) Choix de l'dluant. Dans le choix de l'61uant, on doit se guider non seulement sur 

sa facult6 de faire passer, de l 'alumine A la solution, les cat6cholamines, mais aussi sur 
l'influence qu'i l  exerce sur la fluorescence finale. Cette influence se fait sentir A deux 
niveaux : sur le rendement dans la formation des lutines (c'est le cas de l'a6ide oxalique) 

et aussi sur la mesure mSme de la fluorescence ~t cause de son pouvoir de raise en so- 
lution de l 'alumine. 

Ees solutions 61uantes que nous avons 6tudi6es nous ont 6t6 inspir6es par les 
chercheurs avant  nous: solutions d'acide sulfurique o.2 N, d 'acide ac~tique o.2 N e t  
d'acide oxalique N. 

La premiere particu]arit~ que l 'on observe est la suivante: si l 'on forme les lutines 
en pa r t an t  de cat6cholamines dissoutes dans des solutions pures des acides mentionn6s, 
on constate que l'intensit6 de la fluorescence, de mSme ordre de grandeur pour les 
acides ac6tique et sulfurique, est de beaucoup plus basse pour l 'acide oxalique 
(Tableau III'). Dans le but  de corriger cet inconvenient, PEKKARINEN ET PITK~.NEN 9 
sugg~rent de diluer l'~luat dix lois avant  d'effectuer la r6action. Ce proc6d6 nous a 

paru peu int~ressant car il diminue la concentration des cat6cholamines tbut en 

augmentant  la proportion relative des r6actifs et cons~quemment des blancs. Pour 
cette raison, l '6tude de l'acide oxalique ne fut pas pouss6e plus loin. 

On constate aussi que la fluorescence sp~cifique d6velopp6e apr~s agitation de 

l'~luat avec l 'alumine est plus faible que dans l'61uat pur, l 'abaissement est plus 

marqu6 pour l'acide sulfurique que pour l'acide ac6tique. Cependant pour une raison 
que nous n 'avons pas pu ~lucider, la reproduction est net tement  meilleure avec l'acide 
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sulfurique (coefficient de variation pour IO 6chantillons, v = 2.0 %) qu'avec l'acide 

ac6tique (v = 6.5 %). C'est pour cette raison que notre choix final s'est port6 sur 
l'acide sulfurique. 

TABLEAU III  

FLUORESCENCE DE L'ADR~NALINE ET DE LA NORADRI~NALINE DANS DIVERS I~LUANTS, PURS OU 
AGIT]~S AVEC L'ALUMINE 

CaMcholaraine en 
solution darts le Traitement 

solvant pur subsgquent 

Intensit~ de la auorescence* 

Acid* sulfur6que o.2 N Acide acdtique o.2 N Acide oxalique N 

365 ml t 436 mlt 365 mt* 436 ml 2 365 ral~ 436 ml* 

Noradr6naline - -  83.5 46.5 73 41-5 30.5 20.5 
Noradr6naline agit6e avec 

alumine 5 ° 39.5 65 40.5 24. 5 16 
Adr6naline - -  27.5 63 24 62"5 5.5 37 
Adr6naline agitde avec 

alumine 15-5 54 2o 53 4.5 34 

* Unit6s arbitraires. Les valeurs sont corrig6es pour les blancs. Solution de r6f~rence: voir 
Tableau I, notea. 

Chromatographie des catdcholamines dans les urines 

Si l'on fait les exp6riences pr6c6dentes sur des urines plac6es dans les mSmes conditions 

que les solutions aqueuses, on note des diff6rences tr~s nettes. D'abord la r6cup6ration 
de cat6cholamines ajout6es ~ l'urine est d6finitivement inf6rieure; elle varie consid6- 

rablement d'une urine ~t l 'autre; enfin les 6carts entre deux d6terminations sur un 
m~me 6chantiUon sont plus consid6rables. 

C'est particuli~rement le manque de fid61it6 dans 
paru le plus important ~ 61ucider. Le pH d'adsorption 

critique que dans les solutions aqueuses: non seulement 

dixi~me d'unit6 se traduisent par des 6carts notables 

la reproduction qui nous a 

joue ici un r61e encore plus 
des variations de l'ordre du 

dans le r6sultat final, mais 
encore les tAtonnements eux-m~mes de l 'ajustement peuvent lui 6tre funestes. 
PRICE ET PRICE ~ d'ailleurs rejettent syst6matiquement les 6chantillons dont le pH a 

d6pass6 accidenteUement la valeur d6sir6e. Cet effet est plus critique pour certaines 
urines que pour d'autres: nous avons pu finalement le relier A leur teneur plus ou 

moins grande en phosphates. Apparemment l'alcalinisation des urines entralnerait 

une pr6cipitation des phosphates A des pH 16g~rement variables pour des urines 

diff6rentes, pr6cipitation non compl~tement r6versible au cours des r6ajustements de 

pH dans les intervalles consid6r6s (i.e. de 8 k 9). Ce ph6nom~ne se r6percuterait 

sur la fluorescence finale, soit par entrainement d'une partie des cat6cholamines par 

pr6cipit6 de phosphates, soit par transfert des phosphates eux-mSmes jusqu'~t l'61uat 

et repr6cipitation dans le milieu final fortement alcalin. 

Ce r61e des phosphates a 6t6 mis en 6vidence au cours d'une, exp6rience oh nous 

avons compar6 l'efficacit6 de l'6tape chromatographique sur les solutions suivantes: 

(I) Cat~cholamines ajout6es/~ de l'eau pure. 

(2) Cat6cholamines ajout6es ~ une suspension de phosphate ammoniaco-magn6- 
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sien (obtenu par pr&ipitation d'urines avec l 'ammoniaque et lavage du pr&ipit6 

ayec de l 'eau ammoniacale). 
(3) Cat&holamines ajout&s ~t une suspension identique de phosphate et d 'un 

agent ch61ant (EDTA). La quantit6 de EDTA ~tait juste suffisante pour complexer 

l'ion Mg ++ et emp&her ainsi la repr&ipitation des phosphates ~ pH 8. Nous avons 

obtenu des rendements suivants: pour la noradr6naline 63.0 % et 67.5 % dans de 

l 'eau pure; 16.o % et 24.0 % dans la suspension de phosphate et de 36.3 % et 43.7 % 
dans le phosphate additionn6 de EDTA. (Les chiffres correspondants pour l'adr~naline 

sont: 44 %-36 % ; 12.8 %-19. 4 % et 15.2 %-14.6 %.) 
On volt d 'abord que la pr6sence de phosphate, dissous ou non, abaisse la fluores- 

cence finale moyenne. Cependant on remarque aussi que le reproduction, plut6t 

mauvaise en pr6sence de phosphate, est am~lior6e par l 'emploi du EDTA. Dans la 
pratique des dosages de routine, nous avons trouv~ commode d'ajouter,  sous forme 

solide, environ IOO mg de EDTA sodique aux 20 ml d'urine requis dans le mode 

op&atoire suggfir~ plus loin. Exceptionnellement on est amen6 ~ en ajouter une 
petite quantit6 suppl~mentaire lorsque les urines affichent un trouble persistant. 

Comme moyen d'am6liorer le rendement de la chromatographie des urines, on 

peut invoquer l 'avantage d'une dilution pr6alable de l '&hantillon. Pour v~rifier cette 

possibilitY, nous avons ajout6 ~ diverses dilutions d'une m~me urine des quantit~s 
connues, mais faibles des deux cat&holamines (0.5/*g d'adr~naline et 2.0 #g de nor- 
adr~naline par 20 ml d'urine), quanti t& qui ne font que doubler approximativement  
les teneurs normales et ne doivent pas affecter ainsi l'efficacit6 de l'op6ration. Cette 
pr&aution est n&essaire si l 'on veut reporter le r~sultat d 'une telle exp&ience /t 

l '&helle des cat&holamines endog6nes 2. Le Tableau IV illustre le r6sultat d'une 

TABLEAU IV 

EFFET DE LA DILUTION D'URINE SUR LA RECUPERATION D'ADR~NALINB 
lET DE NORADR~NALINE AJOUT~ES* 

Quangitd (ml) Pourcenlage de remlement Fluorescence des blanvs** 

d'urine d'eau Adednaline Noradrdnaline 365 ml~ 436 raI* 

4 ° o 15. 3 19.2 41.5 53-5 
2o 2o 46.3 48.2 2o. 5 46.o 
IO 3 ° 64.6 66.0 9.5 16.o 
o 4 ° IOO.O IOO.O 5.0 12.5 

* R6sultats d'une exp6rience typique sur une urine donn6e. 
** Unit~s arbitraires. 

*** Calcul6 comme IOO~o. 

exp6rience typique oh l 'on voit que la dilution, en plus d'am~liorer le rendement de 

la chromatographie, permet  une meilleure ~limination des substances fluorescentes 

des urines, comme le montrent  les valeurs des blancs. (Nous croyons aussi que les 
&arts  de rendement d 'une urine ~ l 'autre pourraient s 'expliquer par la dilution 

variable des substances interf6rentes dans l '&hantillon original.) 
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Dans cette exp6rience, le volume de la phase liquide ~ chromatographier 6tait de 
4o ml dans chaque cas. Si, par contre, l'on augmente le volume initial en portant 
l '&hantillon ~t 200 ml, il y a une diminution consid6rable du rendement (comme on 
l'a d'ailleurs vu pr&6demment dans le cas des solutions dans l'eau). Ainsi, dans un 
essai typique, la r6cup~ration des cat&holamines ajout&s est tomb& de 25 ~ 3 % 
quand nous avons pris un volume initial cFurine de 200 ml (au lieu de 40 ml). 

Donc, A toute fin pratique, dans le choix des conditions les meilleures, il faut 
retenir que (a) le volume de la phase liquide doit &re faible, sinon le rendement dimi- 
nue, (b) la quantit6 des urines dolt 6tre suffisante, de sorte qu'il existe une diff6rence 
appr&iable entre la fluorescence due aux cat&holamines et celles de blancs de r6actifs, 
(c) la dilution doit 8tre la plus grande qui soit compatible avec les deux conditions 
pr6c6dentes. 

En compromis, nous avons opt6 pour les conditions suivantes: un volume initial 
d'urine de IO ml dilu~ avec 30 ml d'eau distill&, soit un volume total de 4 ° m l  chroma- 
tographi6 en pr6sence d'un gramme d'alumine. Dans ces conditions, les rendements 
moyens pour un grand nombre de d&erminations sont de 43.5 % pour la nor- 
adrenaline et de 46.0 % pour l'adr6naline. Ce son t ces pourcentages que nous avons 
utilis~s pour ~tablir notre 6quation g~n~rale (voir plus loin). 

Suggestion d'un mode opdratoire pour l'isolement des catdcholamines au moyen de l' alumine 

la suite de l'6tude d&rite dans la partie exp6rimentale, nous sugg&ons le mode 
op~ratoire suivant comme offrant le plus de commodit6 et les mei]leures garanties de 
pr&ision. 

(a) Rdacti/s. Solution standard d'adr6naline: Solution A IO mg/l, acidul6e; 
diluer IO fois avec de l 'eau acidul~e avant usage (0.5 ml contient 0.5/~g). 

Solution standard de noradr6naline: Solution ~ IO rag/1 acidul6e (0.2 ml contient 
2.0 #g). 

Alumine. 
Sel disodique de l'acide ~thyl~nediaminet6traac~tique (EDTA). 
Ph6nolphthaleine ~t 1% (solution alcoolique). 
NaOH o.I N. 
H2SO 4 0.2 N. 
NaHCO, ~ 2 %. 

Tampon A l'ac6tate, pH 6: Pr6parer une solution d'ac~tate de sodium ~ 2 %; 
ajuster ~t pH 6 avec de l'acide ac6tique. 

Ferricyanure de potassium ~ 0.25 %. 

M61ange NaOH-acide ascorbique (preparer imm6diatement avant usage): 
Peser 0.2 g d'acide ascorbique et porter ~ IO ml; prendre I ml et m61anger ~ 9 ml de 
NaOH 5 N. 

(b) Chromatographie. On recueille les urines des 24 h sur 5 ml d'acide sulfurique 
concentr& ~, l 'arriv& au laboratoire, on ajuste le pH entre 2 et 3 avec de l'acide 
sulfurique et on mesure le volume total. On pr~l~ve un &hantillon de 20 ml, on 
dissout environ ioo mg de E.DTA sodique et on divise en deux portions, l'une servant 
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de s tandard "interne",  et l 'autre d'inconnu. "A la premiere on ajoute o.5/*g d'adr6- 

naline et 2.0 #g de noradr6naline. A part ir  de ce moment,  les deux 6chantillons sont 
trait6s de la m~me mani~re. On leur ajoute 3o ml d 'eau distill6e, I g d'alumine, 
quelques gouttes de ph6nolphthal~ine ~t 1% et on ajuste le pH ~t 8.5 au moyen d'une 
solution de NaOH o.i  N (la soude est ajout6e jusqu'~t la teinte rose pMe, puis on 
ajuste avec un pH-m~tre). L'adsorption se fai t  par agitation durant  quatre minutes. 
On laisse d6poser l 'alumine et on d6cante le liquide surnageant. On fait suivre quatre 

lavages avec 20 ml d 'ean  distill6e. On centrifuge bri~vement, on ddcante et on ass~che 

les parois avec une tige mont6e d 'ouate ou une pointe de papier filtre. L'61ution se 

fait ensuite par agitation avec 5 ml d'acide sulfurique 0.2 N pendant quatre minutes, 
suivie d 'une br~ve centrifugation. On pr61~ve ensuite deux portions de 1.5 ml 

de l'61uat du standard et deux portions de 1.5 ml de celui de l ' inconnu: elles ser- 

viront A d6terminer respectivement la fluorescence totale et celle des blancs des 
r6actifs. 

Formation des lutines 

A chacun des quatre 6chantillons, on ajoute 1. 5 ml de NaHCO 3 ~ 2 %, 3 ml du tampon 
l 'acr ta te  (pH 6) .A  un standard et A uu inconnu, Oli ajoute 0.2 ml de ferricyanure 

0.25 %, on mrlange et on laisse reposer deux minutes. On ajoute i ml du mrlange 
NaOH-acide  ascorbique. Pour les deux blancs restant, on inverse l 'ordre de ces deux 

derniers rractifs, soit le mrlange NaOH-acide ascorbique suivi du ferricyanure. 

On mesure pour les quatre 6chantillons la fluorescence produite par les deux sources 

excitatrices (raies 365 m/, et 435 m/~ du mercure) par rapport  A une solution de rrfr- 
fence (une solution fralche de IO/~g au litre de fluoresc~ine tamponnre  ~t pH 8.2 ou, 
mieux, un standard plus stable, comme un verre fluorescent). On obtient donc en 
drfinitive huit mesures pour chaque urine: 

un standard et un blanc ~t 365 et A 436 m/t; 
un inconnu et un blanc A 365 et ~t 436 m#. 
Dans routes nos drterminations, le blanc de l 'inconnu et le blanc du standard 

se sont avrr rs  identiques, ce qui justifie notre mani~re de mesurer le blanc et con- 
firme l'uniformit6 des prrparations d'alumine. Les calculs peuvent donc se simplifier 

comme suit: (a) La diffrrence des lectures du standard et de l ' inconnu est due aux 
catdcholamines aioutdes. Elles permettent  d'appr~cier le rendement total  de l'op~- 
ration. /b) La diffrrence des lectures de.l 'inconnu et du blanc est due aux caldchola- 
mines endog~nes. Ces valeurs sont corrigres pour le rendement trouv6 en (a). 

Equations gdndrales 

Les 6quations grnrrales servant ~ 6tablir la teneur en adrrnaline (A) et en noradrr- 
naline (N) sont obtenues en faisant la moyenne  d 'un nombre suffisant de drtermi- 

nations Sur des urines additionnres de quanti trs  connues des deux cat~cholamines 

et soumises au mode oprratoire suggrr& On obtient des 6quations du genre suivant 

(ces 6quations ne sont offertes qu'~ titre d'exemple, les coefficients variant  6videm- 
ment avec l'appareil, les filtres et la solution de rrfrrence) ; 
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F = unit6s arbitraires de fluorescence 

8 F43 ~ - -  5 F3~5 
A 

356 

5 F~s5 - -  2 F4~ ~ 
N =  

58.5 

(lectures de la solution de r6f6rence: 15 unit~s ~ 365 m# et 80 ~ 435 m/~). 
On peut, apr~s un certain nornbre d'analyses, refaire la moyenne des valeurs 

obtenues, et corriger les coefficients des 6quations g~n6rales pour les 6carts constat~s 
entre les quantit~s de cat~cholamines ajout~es et la moyenne des quantit~s retrouv~es. 
Toutefois, cette precaution n'est pas essentielle puisque la pr6sence des standards 
"internes" assure la correction. 

Considdrations additionnelles sur l'emploi de l'alumine eomme agent adsorbant 

Bien que les r6sultats ci-haut mentionn6s aient permis d'61aborer un mode op6ratoire 
satisfaisant en pratique, il restait encore des aspects non 61ucid6s dans l'emploi de 
l'alumine comme agent adsorbant. Certaines observations d6crites dans la litt6rature 
ont sugg6r6 que l'alumine, soit sous sa forme solide, soit m6me A l'6tat dissous, joue le 
r61e, non seulernent d'un adsorbant inerte, mais d'un agent chimique (ou catalytique) 
pouvant alt6rer les cat6cholamines. En effet, divers auteurs ont not6 certaines ano- 
malies apparentes que nous allons ~num~rer ici. 

(i) Ainsi, la fluorescence des lutines est diff~rente selon qu'elles sont form6es 
dans un 61uant acide qui a 6t6 ou non en contact avec l'alurnine. Cette difference serait 
d'ailleurs non seulement quantitative, mais aussi qualitative: le rapport entre les 
fluorescences excit~es par 365 m/~ et 436 m/, n'est pas le m~me. Le ph6nom+ne est 
rapport6 par PRICE ET PRICE s qui, clans la pr6paration des standards, sp~cifient que 
"[the] addition [of catecholamines] made to reagents which have not been exposed to 
alumina are inacceptable for analytic purposes because the fluorescence observed 
per microgram of E and NE and ratios of fluorescence observed using the 4oo and 
436 primary filters are modified by the presence of the acetic acid eluate of alumina". 
Les auteurs, cependant, n'offrent aucune tentative d'explication de ce ph6norn&ne. 

(2) CROOT 4, de son c6t6, explique le changernent dans le niveau de la fluorescence 
totale (sans tenir compte des sources diff6rentes de lumi+re exeitatrice) par un effet 
de simple extinction ("quenching") due ~ la perte de lumi+re excitatrice par dispersion 
sur des inicroscristaux d'alumine en suspension. 

(3) Enfin, Jo~Es ET BLAKE e signalent l'anomalie suivante: quand une solution 
de noradr6naline, apr+s avoir 6t6 soumise ~ une premiere chromatographic, est 
ramen6e aux conditions initiales de volume et de pH et est rechromatographi6e, 
le rendement de la seconde op6ration n'est que de 5o % de celui de la premi+re. Les 
auteurs sugg~rent explicitement une transformation d'une partie de la cat6chol- 
amine au cours du premier contact avec l'alumine, fraction pour laquelle l 'adsorbant 
n'aurait  plus la m~me affinit6. 
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Nous avons repris cette ~tude dans l'espoir d 'y  apporter quelques lumi~res. 
(a) L'influence de l 'alumine sur la fluorescence (des lutines) obtenue par exci- 

tation ~ diverses longueurs d'onde est illustr6e au Tableau I. On y voit que le contact 
de l 'alumine change le rapport  des fluorescences obtenues par des excitations diff~ren- 
tes, comme l 'avaient signal6 PRICE ET PRICE. Cependant les 6carts sont relativement 

faibles et pourraient s'expliquer par un autre m6canisme que celui de la formation 

de dfiriv6s de nature diff~rente. 

Pour confirmer Faction possible de l 'alumine sur les mesures de fluorescence elle- 

mSme, nous avons aiout~ des aliquotes d'une solution de fluoresc~ine ~t l'61uant acide 
qui avait  6t~ auparavant  mis au contact de diverses alumines. Le pH des solutions 
rut ensuite ramen6 ~ 8 et la fluorescence mesurfie pour les deux raies d'exitation 

mentionn~es. Le Tableau V montre que les fluorescences spficifiques sont chang~es 
et que le rapport  des fluorescences selon les sources d'exitation n'est  plus le mSme 

T A B L E A U  V 

INFLUENCE DE DIVERSES ALUMINES SUR LA 
FLUORESCENCE SP~CIFIQUE DE LA FLUORESC~INE ~k p H  8 

A lumine utilisde 
Fluomscence(unitdsart.) Rapport de la 

fluorescence Turbiditd l~ 
pH 8 

365 m,u 436 ml* 436]365 m# 

F l u o r e s c 6 i n e  s e u l e  15.o  16.o  1.o 7 - -  
L - 9 3 - 1 2  22 .o  27 .o  1.23 3 
B r i c k m a n  25 .o  31 .5  1 .26  6 
L - 9 3 ° 8  29 .5  38 .0  1 .29  I I  
W o e l m  57 .o  97 .0  1.7 ° 28 

d'une alumine ~ l 'autre. On remarquera que ce rapport  augmente da, ns le m~me 
ordre que la solubilit6 des alumines (il faut souligner que l'effect est ici exag6r6 par la 
grande insolubilit6 de l 'alumine au pH employfi (soit 8) ~ contraster avec le pH final 
dans le cas des cat~cholamines (soit 14). 

(b) L'influence que peut avoir une premiere adsorption sur le comportement 
des catficholamines lors d'une seconde adsorption sur l 'alumine, a fit6 ~tudi6e grace 
l'adr~naline marqufie (14C). Les mesures ont ~t~ effectu~es ~ la fois par fluorim6trie et 
par mesure de la radioactivitY, et les r~sultats obtenus furent les suivants: rende- 
ment de la I~re chromatographic: 8o To par la fluorescence et 81% par la radioac- 

tivit6; rendement de la 2i~me chromatographic: 59 To par la fluorescence et 56 To 
par la radioactivit& L'accord entre les deux r~sultats indique qu'il ne s 'agit pas d'un 

abaissement de fluorescence par des substances ~trang~res, mais bien d'une diminution 
du mat6riel rficup~r6. Le Tableau VI montre qu'il y a effectivement une baisse de 

rendement considerable pour la plupart des alumines et aussi que cette perte se fait 

sentir surtout pour les alumines les plus solubles (caract6ris~es par une forte turbidit6 

et une grande surface interne). L'explication du ph~nom~ne est en rdalit6 fort simple : 
l'6luat acide au pH d'adsorption (8.5) laisse pr~cipiter l 'alumine dissoute sous forme 

J .  Chromatog . ,  6 ( I961)  I 6 4 - I 7 7  



176 G. NADEAU, G. SOBOLEWSKI 

TABLEAU VI 

RENDEMENT D:ES CHROMATOGRAPHIES SUCCESSIVES DE LA NORADR~NALINE 

SUR DIVERSES ALUMINES 

Rendement ( % ) * 
Rapport de l' effica- Surface Tutbiditg 

Alumine xdre M~me citt de la zi~me It interne ~ p H  8 
chromatographie chromatographic la x~re (mJ/g) 

L--93-i2 53.0 (53"5) 5I;5 (74.0) 0.97 (1.38) 2.1 3 
Brickman 50.5 (52.5) 27.0 (17.1) 0.54 (0.33) 9.1 6 
L-93-8 79.0 (84.0) 45.0 (64.0) 0.57 (0.76) 23.1 II 
Woelm 89.O(lOO.O) 39.o (29.0) 0:44 (o.29) 91.5 28 

* Les rendements sont calculfs sur la base d'une settle mesure de fluorescence avec ~t excitation: 
365 m/s; les chiffres entre parenth6ses sont ceux calcuMs avec A excitation : 436 m/~ pour les m~mes 
6chantillons. 

d 'un gel tr6s fin (visible toutefois A l'oeil nu pour les alumines les plus solubles telles 

que celle de Woel'm). Ce gel adsorbe une pattie des cat6cholamines et est  emport6 

facilement au cours des d6cantations et des lavages, par contraste avec l'alumine 

franchement cristalline qui s6dimente facilement. 
/~ notre avis, ces diverses exp6riences fournissent l'explication des anomalies 

apparentes qui ont 6t6 ~t la base de l'hypoth~se d'une alt6ration chimique des cat& 

cholamines. 
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R~SUM~ 

la lumi6re des propri6t6s physico-chimiques de diverses pr6parations commerciales 
et exp6rimentales d'alumines, il a 6t6 possible d'61ucider les conditions d'adsorption 

de l'adr6naline et de la noradr6naline, en vue de leur dosage chimique dans l'urine. 

Cette 6tude a permis d'61aborer un mode op6ratoire fiable qui, entre autres, fait 

usage d'un double standard "interne" pour tenir compte du comportement diff6rent 

des deux cat6cholamines au cours de l'adsorption et au cours de la formation des 

lutines fluorescentes. 
Enfin des exp6riences additionnelles ont servi ~t mettre s6rieusement en doute 

l'hypoth6se d'une alt6ration chimique des cat6cholamines au contact de l'alumine, 

comme le sugg6raient diverses observations d'autres chercheurs. 

SUMMARY 

The physicochemical characteristics of various commercial and experimental aluminas 

have been investigated: those with greater internal surface areas are more efficient 
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as adsorbents, but  they are also more soluble during acid elution. This affects the final 
fluorescence of !utins qualitatively (spectrum distortion) as well as quantitatively. 
Although some types of alumina appear to be usable as such for routine analysis, 
a procedure is suggested for obtaining a uniformly reliable material. 

Adsorption of catecholamines is maximal at pH 8-9. Its efficiency is decreased 
by increasing the volume of the liquid phase. Acid eluents differ in their behaviour; 
they have a direct influence on the fluorescence of lutins, and an indirect one depend- 
ent upon their solvent action on alumina. Sulphuric acid (o.2 N) is recommended as 
most suitable. 

When the above-mentioned criteria are applied to urine, much lower yields and 
poorer reproducibility are encountered. One difficulty, probably due to poorly sol- 
uble phosphates, is overcome by using a chelating agent. Dilution of the urine prior 
to adsorption reduces the concentration of interfering material but  adversely affects 
adsorption : optimum conditions are obtained by diluting IO ml of sample with 30 ml 
of water per gram of alumina. 

Since these factors do not affect adrenaline (A) and noradrenaline (N) to the same 
degree, a detailed procedure is described which makes use of both catecholamines as 
"internal" standards in amounts approximating those found in biological samples 
(0.5 #g of A; 2.0 #g  of N per IO ml of urine). These standards also provide for the 
different behaviour of A and N during lut in  formation. Blanks of both "internal" 
standards and unknowns are identical when the oxidizing agent (ferricyanide) and the 
stabilizer (ascorbate) are reversed in order, an argument in favour of the reliability of 
such a procedure. DifferentiM estimation is performed by calculating the respective 
contribution of A and of N to the fluorescence developed under two different acti- 
vation sources, as suggested by PRICE AND PRICE. 

Previous observations by some workers had suggested that catecholamines might 
be chemically altered by contact with alumina. Evidence is offered that such apparent 
anomalies are due to a purely mechanical loss of catecholamines during manipulations, 
especially when "soluble~type" aluminas are used. 
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