JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY' 351

CHROMATOGRAPHIE DES ACIDES PHENOLIQUES URINAIRES SUR
PAPIER IMPREGNE D’ACETATE DE SODIUM*

P. MATHIEU T L. REVOL

Laboratoive de I' Hépital Déparviemental Psychiatvique dw Vinatier, 95 Boulevard Pinel, Lyon-Byon,
Rhéne (France)

(Regu le 31 octobre 1966)

A la suite des travaux de ARMSTRONG et coll.l, SMiTH2, DALGLIESH? et d’autres
auteurs, la chromatographie sur papier est largement utilisée pour préciser l'identité
et étudier les modalités d’excrétion des acides phénoliques urinaires, et méme pour
I'évaluation quantitative de certains d’entre eux par comparaison visuelle? ou mesure
photométrique aprés élution5:,

En raison du nombre élevé des composés présents sur les chromatogrammes,
les techniques proposées font habituellement appel 4 une séparation bi-dimensionnelle.
Cependant, quels que soient les solvants choisis, les similitudes de Rp rendent cer-
taines identifications difficiles ou impossibles. C'est, en particulier, le cas lorsque le
prélevement biologique dont on est parti provient d’un malade (phénylcétonurie,
phéochromocytome) ou d'un individu qui n’a pas été soumis au préalable & une res-
triction médicamenteuse ou alimentaire appropriée.

On sait que certains auteurs ont eu recours avec succés—pour la séparation
chromatographique de composés phénoliques’™® ou de substances de faible polarité
comme les alcaloides!®—a l'emploi de papiers imprégnés de sels ou de systémes tam-
pons particuliers.

En nous référant aux travaux de ces auteurs nous nous sommes proposés de
rechercher si, dans le cas des acides phénoliques urinaires, une telle imprégnation
saline du papier jointe & I'emploi de solvants appropriés, ne serait pas susceptible
de conduire & une meilleure distinction des taches, en modifiant les solubilités et les
équilibres ioniques des substances présentes.

De nombreux essais ont été effectués sur des papiers imprégnés de sels ou de
systémes tampons divers. Ce sont les résultats obtenus sur papier Whatman No. 20
imprégné d’acétate de sodium 0.x M que nous nous proposons de rapporter ici.

MATERIEL ET METHODES

Tous les produits de référence cités sont d’origine commerciale* ¥,

L’extraction des acides phénoliques de 'urine est effectuée selon ARMSTRONG,
SHAW ET WALLL, par l'acétate d’éthyle. Le volume final de l'extrait est amené a une
valeur telle que T ml corresponde au volume d'urine qui renferme 1 mg de créatinine.
On dépose habituellement sur un chromatogranime 0.5 ou r ml d’extrait.

* Travail effectué avec l'aide de la Délégation Générale & la Recherche Scientifique et Techni-
que, Convention 61-Fr-202, avec la collaboration scientifique de Mlle R. BELLIMAZ et la collabo-

ration technique de Mlle G. GIRARD,
¥ pPraduits Fluka, Buchs, Suisse.
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Préparation du papier

Apreés en avoir découpé le bord inferieur en dents de scie, les feuilles de papier
Whatman No. 20 (44 X 56 cm) sont suspendues i des baguettes de verre (fibre du
papier dans le sens vertical) puis arrosées réguliérement*, en allant du haut vers le
bas et sur les deux faces, avec une solution d’acétate de sodium o.r M. On laisse en-
suite secher spontanément 4 .l'air.

Les caractéres du papier ainsi traité se révélent, aprés plus d’une centaine
d’essais, parfaitement constants. La vitesse de migration du solvant devient plus
grande sur le papier traité que sur le papier normal, ce qui est sans doute lié & une
modification de la texture des fibres résultant du gonflement: le papier imprégné
d’acétate de sodium prend un aspect plus irrégulier et plus rugueux que le papier
normal. Dans le solvant n-butanol-acide acétique—eau (4:x:3) on obtient un dé-
placement du front de 35 cm environ en 14-16 heures, contre 36 heures (Hais ET
MAcEexk!) sur le papier Whatman No. 20 normal.

- Le papier Whatman No. 1 peut &tre utilisé, mais il semble plus fragile pendant
le traitement et donne des spots moins beaux que le papier Whatman No. 2zo.

Solvanis . ‘ ‘

Voir Tableau II. L’emploi du solvant isopropanol-ammoniaque-eau (8:1:1),
déja préconisé par ARMSTRONG!, demande certaines précautions: cuves & chromato-
graphie placées dans un local thermostatisé et sans courants d’air, nécessité d’en
charger le couvercle pour assurer son étanchéité. :

Nous avons toujours utilisé la technique descendante, & une temperature du
Laboratoire comprise entre 20° et 25°, et en équilibrant les chromatogrammes dans
I'atmosphére de la cuve pendant 1 heure avant le début de la migration. Le solvant
est renouvelé 4 chaque essai.

Reévélation des taches d’acides phénoliques

Les chromatogrammes sont d’abord examinés sous lumidre UV. 4 360 my et
254 myu puis, aprés avoir été privés de toute trace de solvant acide soit par un séchage
sous courant d’air de 1 heure au moins, soit par un séjour prolongé a l'air (24 heures),
ils sont révélés par 1'acide sulfanilique ou la p-nitraniline diazotés. Ces réactifs sont
particuliérement sensibles et ils donnent des colorations spécifiques avec de nombreux
composés phénoliques. En vue de I'utilisation sur papier imprégné d’acétate de so-
dium, nous avons adopté les formules suivantes:

Réactif & la diazo-p-nitvaniline -

(a) p-Nitraniline pure en solution a 0.x %, dans HCl o.x M ;

(b) Nitrite de sodium en solution 3 1 % dans 'eau distillée, cette solution est
diluée au 1/10 ¢ au moment de 'emploi;

(c) NayCO,4 0.6 M': ce titre doit é&tre controlé.

Au moment de l’emploi, a 10 ml de (a) on ajoute, dans 'ordre, 10 ml de (b)
dilué au 1/10 e, puis 10 ml de (c). Réactif & pulvériser aussitdt aprés sa préparation.

Réactif & ’acide sulfanilique diazoté
Méme formule, mais en substituant & (a): ,
(a') Acide sulfanilique pur en solution a.1.25 % dans HCl o.1 M.

* A l'aide d'une ‘‘pissette’’ de laboratoire.
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Ces formules donnent également de bonnes colorations sur le papier chromato-
graphique normal. Dans tous les cas, 'apparition des taches colorées n’est pas ins-
tantande, elle demande quelques heures. Le fond du chromatogramme reste incolore.

RESULTATS

Le Tableau T donne les caractéres d’identification des acides phénoliques de
référence, sur papier imprégné d’acétate de sodium, en lumiére U.V. (234 mp) et
aprés révélation par les deux réactifs décrits.

Le Tableau II indique les Ry de ces mémes acides phénoliques sur papier What-
man No. 20 normal et imprégné d’acétate de sodium o.1 M, dans quatre solvants
différents.

La Fig. 1 illustre V'intérét de ’emploi du papier imprégné d’acétate de sodium.
On remarque, en particulier, la position privilégiée qu’occupe, sur le chromatogramme
de droite, V'acide 4-hydroxy-3-méthoxymandélique (AVM), nettement séparé des
autres acides phénoliques. Cette distinction de ’acide vanillomandélique en chromato-
graphie mono-dimensionnelle est encore plus nette avec le solvant isopropanol-
acide acétique—eau (8:1:1) (voir Tableau IT) dans lequel on peut l'isoler totalement,
A Rp 0.25, des autres composés phénoliques normaux de l'urine qui réagissent avec
les diazo-réactifs. Cette proprieté peut étre mise & profit pour une évaluation quanti-
tative de ’AVM (visuelle ou photométrique) par comparaison avec des quantités
connues de substance pure chromatographiées parallélement.

Fig. 1. Chromatogrammes de trois extraits urinaires (n-butanol-acide acétique-eau (4:1:5) sur
papier Whatman No. 20 normal (» gauche) et imprégné d’acétate de sodium (A droite). Les quan-
tités d’extrait déposées 2 gauche et A droite sont identiques. On voit que les taches d’acides phéno-
liques sont beaucoup mieux séparées les unes des autres, et plus nettes, sur le papier imprégné
d'acétate de sodium. Il faut noter, en particulier, la position privilégiée de I'acide 4-hydroxy-3-
méthoxymandélique (AVM), nettement distinct, aprés une migration monodimensionnelle, des
autres composdés présents.
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Cependant le recours & une séparation bi-dimensionnelle reste indispensable
pour Iidentification de I’ensemble des composés présents dans les extraits d’urine.
Les deux solvants qui nous ont donné les meilleurs résultats sont les suivants:

X, (Premiére dimension): isopropanol-ammoniaque—eau (8:1:1),

2. (Deuxiéme dimension): isopropanol-acide acétique—eau (8:x:1).

La Fig. 2 montre la localisation des taches d’acides phénoliques urinaires sur
un chromatogramme bi-dimensionnel. On peut observer, pour certains composés,

Isopropanol - acide acétique -eau (8:1:1)

& G5 & '

0) &
@%@ O,
@ F

| Isopropanol-ammoniaque- eau (8:1:1)

Front du solvant

Fig. 2. Les acides phénoliques de 'urine humaine. Chromatographie bi-dimensionelle descendante
sur papier Whatman No. 20 imprégné d’acétate de sodium 0.1 M, DzPN = #-Nitraniline diazotée;
Sulfa Dz = acide sulfanilique diazoté; U.V. = examen sous lumiére ultra-violette & 254 my.

(x) Ac. 4-hydroxy-3-méthoxymandélique ' (vanillomandélique); (2) ac. 4-hydroxy-3-
méthoxyphénylacétique (homovanillique); (3) ac. vanillique; (4) ac. 4-hydroxy-3-méthoxycinna-
mique (férulique); (5) ac. 5-hydroxyindoleacétique; (6) ac. o-hydroxyphénylacétique; (7) ac.
m-hydroxyphénylacétique; (8) ac. #-hydroxyphénylacétique; (g) ac. p-hydroxybenzoique; (xo0) ac.
hippurique (Dz PN +- O, Sulfa Dz = O, U.V. = bleu sombre); (11) ac. p-hydroxyhippurique
(Dz PN = rouge clair, Sulfa Dz = jaune orangé, U.V, = bleu); (12) Dz PN = rose, Sulfa Dz =
jaune; (13) U.V, = bleu clair; (14) U.V. = bleu clair; (x5) U.V. = bleu; (16) U.V. = bleu sombre;
(x7) U.V. = bleu sombre; (18) U.V. = bleu turquoise vif; (1g) ac. 3,5-dihydroxybenzoique (-
résorcylique); (20) ac. o-hydroxyhippurique (salicylurique) (Dz PN = rose, Sulfa Dz = jaune,
U.V. = bleu vif); (21) ac, p-hydroxyphénylpropionique; (22) ac. o-hydroxybenzoique (salicylique);
(23) ac. p-hydroxyphényllactique; (24) Dz PN = rose, Sulfa Dz = jaune; (25) Dz PN = rose,
Sulfa Dz = jaune; (26) Dz PN = rose violacé, Sulfa Dz = rose saumon; (27) UV, = bleu clair;
(28) U.V. = bleu; (29) U.V. == bleu clair; (30) UV, = bleu clair; (31) ac. m-hydroxyhippurique
(Dz PN = rose clair, Sulfa Dz = jaune clair, UV, = bleu sombre); (32) Dz PN = bleu foncé,
Sulfa Dz = rose; (33) U.V. = bleu clair; (34) U.V. bleu; (35) U.V. = jaune; (36) et (37) U.V, =
bleu sombre; (39) ac. xanthurénique (?); (40) tyrosine (?). Les taches 1 & 18 ont été observées sur
presque tous les chromatogrammes; en revanche la présence des taches 19 et suivantes est in-
constante. Les noms de plusieurs acides phénoliques, reconnus comme constituents normaux de
l'urine humaine, ne figurent pas sur cette liste qui comporte seulement les noms des substances que
nous avons identifiées en nous référant aux seuls produits purs en notre possession.

J. Chvomalog., 28 (196%) 371~378
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des différences sensibles de Ry selon qu’il s’agit du produit pur our de la méme sub-
stance présente dans l'extrait urinaire. : :

Le solvant r présente l'inconvénient de décomposer ou d’altérer certains acides
phénoliques fragiles. Il serait bon de pouvoir lui substituer un autre solvant qui,
tout en permettant une résolution comparable des taches, n'aurait pas cet incon-
vénient. Nos recherches dans ce sens, & I’aide de solvants contenant plusieurs types
de bases: propylamine, isopropylamine, #z-butylamine, isobutylamine, Na,COj,,
ont été jusqu’a ce jour infructueuses.

La comparaison entre les chromatogrammes obtenus avec ces solvants, sur
papier Whatman No. 20 imprégné d’acétate de sodium o.x M, et ceux réalisés sur
papier normal & l'aide de solvants préconisés par d’autres auteurs (isopropanol-
ammoniaque-eau, 8:1:x, suivi de benzéne-acide propionique-eau, 2:2:1 phase orga-
nique (1) ou anisol-acide acétique—eau, 70:29: (2)) montre que 'on obtient, sur.le
papier traité par imprégnation saline, une meilleure répartition des spots sur l'en-
semble du chromatogramme. Ils se distinguent donc mieux les uns des autres.

Ces constatations corroborent celles de MUNIER ET MACHEBOEUF:12, On sait
que ces auteurs ont préconisé pour la chromatographie des alcaloides et des bases
organiques—substances dont les constantes de dissociation varient dans de larges
limites, comme c'est le cas pour les acides phénoliques—I'emploi de papier imprégné
d'un sel dont I'anion forme un systéme tampon avec l’acide présent dans la phase
solvante, Les résultants que nous avons obtenus montrent que ce principe peut
étre appliqué avec succds A la séparation des acides phénoliques: en phase solvante
acide et sur papier normal, un grand nombre de ces composés ont des Rp voisins,
ce qui n'est plus le cas sur le papier imprégné d’acétate de sodium.

On peut observer (Tableau IT) que les modifications de Ry des acides phénoli-
ques, sous V'effet de 'imprégnation saline du papier, varient de l'un a 'autre dans de
grandes proportions. La comparaison, pour un certain nombre d’entre eux, entre la
constante de dissociation K3:14 et la différence entre le Ry sur papier normal et le
Rp sur papier imprégné d’acétate de sodium (Rps) — Rprq)) montre que ce sont
ceux qui ont une constante de dissociation élevée (K > 10~3) pour lesquels la valeur de
Rpn) — Ryya) est la plus élevée. Les acides phénoliques dont la constante de disso-
ciation est moyenne ou faible (K < 10™4) ne voient leur comportement chromato-
graphique que peu ou pas modifié.

Quelques exemples (Tableau III) illustrent ces faits.

En phase solvante alcaline, comme il était prévisible, les Ry et l’aspect des
chromatogrammes sont sensiblement identiques pour le papier normal et le papier
imprégné d’acétate de sodium.

RESUME

La séparation chromatographique des acides phénoliques extraits de l'urine
humaine peut étre effectuée dans de bonnes conditions sur papier Whatman No. 20
imprégné d’acétate de sodium o.x M, et A l'aide des solvants suivants:

Premiére dimension: isopropanol-ammoniaque-eau (8:1:1),

Deuxi¢me dimension: isopropanol-acide acétique—eau (8:1:1). :

Par rapport aux techniques antérieurement décrites, la chromatographie sur
papier imprégné d’acétate de sodium conduit & une meilleure répartition des taches
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TABLEAU III

RELATION, POUR QUELQUES ACIDES FHENOLIQUES, ENTRE LA CONSTANTE DE DISSOCIATION KX ET LA
MODIFICATION DE LEUR Ry SOUS L'EFFET DE L’ IMPRYGNATION SALINE DU PAPIER

Se reporter au texte.

Acides ) K" Rp(n) —_— Rp(,[) v
2,5-Dihydroxybenzoique 1.08:10-3 0.36
2,4-Dihydroxybenzoique 1.14° 1073 0.26
o-Hydroxybenzoique ) 1,25+ 103 0.25
P-Hydroxybenzoique 3.3 "10°6 0.04
3,4-Dihydroxybenzoique - 3.3 ‘1008 o0.035
3,4,5-Trihydroxybenzoique 3.9 *10°% 0,02

¥ Premié¢re dissociation.
“* Dans le solvant: isopropanol-acide acétique~eau (8:1:1),

d’acides i)hénoliques sur I'’ensemble du chromatogramme. Elle améliore les possibilitéé
d’identification et, dans certains cas, d’évaluation quantitative de ces composés,

SUMMARY

The chromatographic separation of phenolic acids extracted from human urine
can be carried out under good conditions on Whatman No. 20 paper, impregnated
with 0.1 M sodium acetate, using the following solvents:

1st dimension: isopropanol-ammonia-water (8:1: I),

2nd dimension: isopropanol-acetic acid-water (8:1:1).

In comparison with techniques previously described, chromatography on paper
impregnated with sodium acetate leads to a better distribution of the spots of the phe-
nolic acids over the whole chromatogram. It improves the possibility of identification
and, in certain cases, the quantitative determination of these compounds.
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