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CWROM. 4629 

Utilisation de la chromatographie en phase gazeuse pour la dtbrmination 
quantitaeive de I’acide oxalique 

t De nombreuses et recentes m&hodes ont et& d&rites pour le dosage de l’acide 
oxsilique dans les urines par des techniques plus ou moms complexes: colorim&rique, 
polarographique, isotopique, enzyrnatique et fluorim&riquel-6. Nous avons pens6 que 
la chromatographie en phase,gazeuse pourrait Btre un moyen rapide et quantitatif 
pour doser cet acide dans les urines. En chromatcgraphie gazeuse des etudes ont et6 
faites, pour. l’analyse des acides, du cycje, de Krebs e-l!’ mais, au&n travail n’a ,encore 
896 rW.is6 sur l’acide oxalique dans les milieu2 biologiques; Les auteurs se sont heurtes 
aux probl&mes de sa volatilite et de sa methylation. Reprenant les travaux de ZA- 
REMBSKI .ET HODGKINSON~ bum l’extraction de l’acide oxalique par le tributylphosphate 
nous avons pu mettre au pdint une m&hode rapide de dosage de cet acide. 

Mat&iel et m.&thode 
:, ~Rt+tifs. Les rdactifs ,suivants Btaient utilises: tri-ti-butylphosphate (Merck) 

distill6 sous,vide; m&hanol~ (Merck) ; diazomdthane (preparation suivant la m&hode 
~'A~zNDT~~) ; acide oxalique cristallise (R. y. Prolabo) ; [lqC]acide oxalique fabrique 
par”le’C;E.A.,, d’activitb spdcifique 20 mCi/mm6le. 

I 
: 

1, . 
~A$~$xzreiZ& Les appareils sont Ies s&a&s: Lyophilisateur ‘Serail. L’appareil 

de chromatographie gazeuse, est un F & M’ ’ (ModCle 402) &quip& de deux colonnes 
en ‘verre de 1.20 m de long et de diam&re int&ietir de 3.4 mm et de deux detecteurs 
a iomsatjon, de, ,flamme., Les phases stationaires”so.tit tionstitu6es par du Chromosorb 
lo2 (Hewlett-I?&k’;trd), Pora@ak Q’ ‘(Gir&ij;.& .Pdrj;park 2 .(Hewlett-Packard) . Le 
gaz porteur est l’azote U avecun debit de 40 ml/min. La temperature de .la colonne 
est de .Igo” maximum. La tempdrature du d6tecteur est de 230~ et celle du 
.d,inje;c’tidu est ‘de 2$o”, 

point 
:‘. ; : J ,, ,( 

.:., 
’ ,Ubde ‘o#&&ire~ ‘?i IO’ ml durine’ acidifiee’ pa+ HCl concentr6 (2 ml/zoo ml 

d’&ine)i dii . ;:).;, ajoute &vii-& 10000 c.p;m. ‘de .[l*C]acide oxalique. L’gchantillon, est 
ensuite’lyophilise ‘pendant, rine,nuit;,Le iyophilidat e’st’ repris par ‘2 ml d’eau. ‘,,‘.’ ‘: <> 

Ejtt&ct&i.’ ‘L’urine conceritr&e” ‘est extraite par 0.4 ml de tributylphosphate 
per&r& 3 niin par ‘agitition manuelle dans, des tubes ‘a heniolyse. On ‘centrifuge IO 

mini ‘on”P&&e ‘ensuite le tributyrphbsphate, et on’ le. recueille sur sulfate de sodium 
anhydre dans des petits tubes rod&. ” 

“-,’ ‘a M#iyZ.atio?t... Sur l’extrait, tributylphosphate on ajcute 0.1 ml de methanol qui 
favor6 la methylatibn et 0.4 ml de diazomdthane en solution btli&+e. On laisse en 
contact 30 min a la temperature de la piece. On &i$ore ie m&h&o1 et l’etber. On 
,mesure dans une pipctte,,de,pr&ision,le volume restant; On pr&ve une partie &quote 
pour.‘le comptage de la’ radioactivite qui permettra de calculer Je pourcentage de 
rt5cupf5ration. 

Itijet.%?i&i~d~ I’extruit stir ch&matogva$hie gaiezcke: On injecte I &. 2 ,+d de l’extrait 
tributyiphosphate. On m&hyle de la:‘meme facon l’acide tixalique de r6ference. On 
mesure la hauteur du pit pour calculer la quantit6 prbsente. dans l’urine. : 

yj; CiiVOnit.Z~O&; 48 (1970)"530-532 



NOTES 532 

R&a&ats 
L’etude du methyloxalate sur’differentes phases stationnaires nous a montre 

que les meilleures sont le Porapak Q et le Chromosorb 102. Ces phases ont un grand 
inter& car elles s’utilisent sans preparation. Le conditionnement se fait en une nuit 
a 210~. On peut utiliser les phases stationnaries comme le DEGS B 15 oh sur Gas- 
Chrom Q. La temperature de la colonne doit Qtre de r15O ainsi que sur Apiezon L 
a 20 7Jo; 

Cowbe d’ktalo~nage du mkthyloxalate. La linearit& du methyloxalate en chroma- 
tographie gazeuse est parfaite entre 0.05 et 2 pg. 

Rt!cq%?ration. Apres extraction au tributylphosphate la recuperation est de 
l’ordre de 60 & 80 %. 

Fid&tk. Une mCme urine analysee quatre fois donne une moyenne de 11.56 mg 
par 24 h avec une erreur de & 1.4 mg. 

Sju?cijZcitk On Btudie une m&me urine sur deux phases differentes, Porapak Q 
et Chromosorb 102. Les r&ultats donnes sur les deux colonnes concordent. La quan- 
tit& d’acide oxalique trouvee chez seize hommes et femmes est en moyenne de 16 mg 
par 24 11; les &arts se situent entre g et 25 mg. Chez dix lithiasiques nous avons trouve 
une moyenne de 44 mg par 24 h; les &arts se situent entre 23 et 116 mg. 

2 

Fig. I. Dosage de m&hyloxalate dans l’urinc par la chromatographie en phase gazeuse. I = MB- 
thyloxalate de r8f0rence; injection de I ,,A de m&hyloxalate dans le tributylphosphate correspon- 
dant B 0.5 log. z = MBthyloxalate dans IO ml d’urine ; injection de 2 ~1 de l’extrait tributylphos- 
phate urinaire, Colonne: Chromosorb 102, temp. Igo”. 

Discalssion 
,‘. La difficult& d’analyse de l’acide oxalique dans les urines reside premi&rement 

dans son mode d’extraction. Le tributylphosphate est le meilleur solvant en pH forte- 
ment acide. Nous n’avons pas obtenu de meilleurs resultats en presence d’acide for- 
mique comme mention& par ZAREMBSKI ET HODGKINSON”. Ce solvant presente l’in- 
convenient d’Qtre t&s peu volatile. Nous avons ete amen& a reduire le volume 
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urinaire afin d’extraire par une faible quantite de solvant, permettant d’injecter 
@rectementi :apres~.~mbthylation, le .tributylphosphate. La methylation .est complete 
et rapide dans ce.,solvant.,.La deuxi&me. difficult6~ est la trCs, grande volatilite du me- 
thyloxalate foiine. 11,fautdvaporer avec beaucoup de precaution lydther et le methanol. 
. :S”, ‘,.Le tributylphosphate ne gene. pas l’analyse chromatographique malgre sa faible ” 
volatilite; mais il’est recommande d’injecter,des volumes de l’ordre de I & 2 ,ccl seule- 
ment. Au-de& il y a une saturation de la colonne, ce solvant ne sortant que vers 240~. 

: 43 , ‘: Malgre ces quelques inconv&iients, cette ,mbthode par chromatographie gazeuse 
permet une analyse quantitative rapide de plusieurs .echantillons urinaires: Aucune 
purification, urinaire n’a et9 necessaire. .Le .profil chromatographique d’une solution 
temoin et urinaire est comparable. Aucun produit urinaire n’interfere sur ces colonnes 
qui arralysent les petites mol&ules (voir Fig. J), 

:&#watt$ve detBiochi&e Mkdicale; I. G. CWARRAXSOL 
~aix.@&..de. Mifdecine’ Pitik-SalpW&ve, : P. DESGREZ 
91; Bd; de I’Hi&itizl; PC&S z3e (France) : /. 
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CHROM. 4656 ~ 

Nitration of aromatie compounds during dev?lopment of silver nitrate- 
impregnated silicie acid columns with,carbon te$raehlokide 

.i’ 
.Chromatography on: silver nitrate-impr,egnated, silicic acid has proved to be 9’). 

a valuable:device for olefin separations l* %. Relatively few cases of destructive chemical 
reactions of silver nitrate/silicic acid with. the ,sample are known. One instance of 
olefin epoxidation has been reported3. Alkyl bromides reactd. Olefins have been 
destroyed deliberately by ,silver nitrate/silicic acid at 300~ in gas chromatographys. 
WENKERT, et ,aZ,!!;have recently communicated results on .nitration of phenols in’ GCI. 
,IO $$ yield,,by silver nitrate/silicic acid,in benzene. at 25-80”.. 

: We wish to ,warn chromatographers. of. another, more serious nitration reaction 
occurring. .on silver -nitrate/silicic acid in the presence of carbon tetrachloride. This 
results from irapid chemical reaction of carbon tetrachloride’ with silver nitrate to 
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