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MiSE EN EVIDENCE ET hLU&N bES ~“MOYliNNES MOLhJLES” 
DE LA TAILLE DE LA VITAMINE Blz PR&ENTES DANS LES LIQIJIDES 

BIOLOGIQUES DE SUJETS NORMAUX ET DE PATIENTS URhfIQUES 

G..CUEXIJX 

Rfione-Pqulev Iqdustries, Direction des Recherches et du D&Jeloppement, Cent-m de 
Recherchgs Niqokzs Grille+- Labomtoir-. de:Recherches Atilyiiques. 13, Quui Jules Guesde, 
94400 V&y s~r_Seine (Prance) 1 

(R-u le 1 d&emb~ i977; ~&uscrit modifie r&~ Le 20 mars 1978) 

SUMMARY : 

Determingtidn of -‘middle molecules” presenting vitamin B,, molecular size in <normal and 
uremic body f7ui& . . 

Uremic solutes with the molecular size of vitamin B,, z&e assuined to be toxi& An anal+ 
id’ method is proposed to detect: and separate these solutes in body fluids using two com- 
bmed kchniques: gel filtration on SephadexX-16 and ion-exchange chromatography on 
DEAEsephadex A-25. Tke vitamin B,, molecular size has been localized by ulMkation 
through membranes with a defined cutsff; Normal and uremic-body fluids (urine,. plasma, 
heodislysis -fluid) have been separated into 9 ultraviolet-absorbing peaks (a to i) by bigh- 
speed g+I fjlt%ati~n_. Peaks b -and c pr+sent the molecular. size of vitamin E,,. IO-15 A 
tiolec&r d&meter in pH 7 aqkous klution. Peak b, which correlates with uremic neuro- 
pathy, is sepskated into 6 sub-p&ks (b, to b,) by ion-exchange chromatography, sub-peak 
b._; is the p;nly one- to correlate with uremic neuropathy. The coefficient of &k&ion in ffie 
h&egr+ed _F of a single peak .is 16%. This method gives the c&romatographic profile of 
_@e vi- 3,; ino&cular size content. from 500 pl _of uremic plasma or 100 rl of. normal 
urhi~withinonehouk~ ~ .-. 
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Ce travail d&it l’analyse des liquides biologiques par CES haute perfor- 
mance et discute l’influence de diff&ents facteurs qui -interviennent sur le 
fractionnement de manike B proposer un sy&me_ d’analyse reproductible. 
Les fractions qui contiennent d&s solutks de la taille de la vitamine B1i so& 
ensuite analykes par chromatographie d’khange d’ions (CEI) haute perfor- 
mance. Cette association de la CES et de la CEI a permis en particulier de 
mettre en kidence, parmi ces solutks, celti dont une etude ultkieure a montr6 
qu’il_est li& & la polyn&rite des urkniques. 

iPrr5pamtion des khan tillons 
Les kchantillons sont con&it&s par le plasma et l’urine de 24 h de sujets 

normaux (n = 20) et le plasma et les himodialysats de patients ur6miques 
dialys& (n = 53) 

Avant d%tre cbromatographi& les plasmas sont ultrafiltr& B travers une 
membrane’ RP AN-69 (Rhone-Poulenc Industries, Vitry sur Seine, France) 
pour &miner les solutis de poids mol&ulaire supkieur B 20,000 daltons. 
Les urines et les hemodialysats sont chromatographkk tels quels. 

Les ultrafiltrations sur membrane, de&in&s i &if&r le poids molkulaire 
apparent des solut&, sont r&li&es sur module Amicon (diam&re 43 mm) 
ou Millipore (diam&re X3 mm) sous pression d’azote de 3 bars B 29 

Les membranes suivantes ont done &k! utilisks: RP AN-69 et RP B base 
da&tale de cellulose (taux de rejet, TR: 99% pour la vitamine B12) (Rhone- 
Poulenc Industries); Pellicon PSAC-1000 (TR: 90% pour la vitamine Blz) 
(Millipore, Bedford, Mass., E.U.). 

TR est donne par la formule: TR = 100 (1+&/C,) oh Cp est la concentra- 
tion en soluti du pen&at et C, celle du r&entat. 

Chromatogmphie d’exclusion st&ique (CES) 
Le fractionnement est r&&s& sur colonne de verre 75 X’ 0.635 cm (Tech- 

nicon, Tarrytown, N.Y., E.U.)remplie de S&phadex G-15 (Pharmacia, Le’Ches- 
nay, Franee) dans les conditions suivantcs: injection dans le flux en haut de co- 
lonne ‘par l’interm&liaire d’un injecteur B septum (Touzsrt et Matignon, Paris, 
France), avec une seringue pointe 3 (Hamilton), de 5-500 ~1 d’&hantillon 
Zi analyser; elution par une solution aqueuse 0.0024 M de sulfate de sodium 
(Nonnapur; Prolabo, Paris, France) contenant 0.01% d’une solution B 25% 
(p/v) de Brij 35 (Touzart et Mat&non);. r&&e du dgbit d%lution B 36 ml/h 
par une pompe B piston (Dosapro; Milton Roy No. 296 33) coup& i un 
amortisseur de pulsations (Technicon); d&e&ion des Qluats en continu dans 
l’ultraviolet B 254 nm par un d&cteur Varian (den&&l optique pleine khelle 
0.04) ou B 206 nm par un d6tecteur Schoeffel SF 779 (den&k optique pleine 
khelle 0.1); enmgistrement des chromatogrammes sur Servotrace. PE l-10 
(Sefram, Paris, France) (vi&se d’enregistrement 36 cm/h). 

Chm~matogm@hik d %change d’ions (CEI) ,.. 

Le fractionnement est effect& sur des coj~nnks .de. verr& 8 X 0.635 cm 
remplies de DEAE-Sgphadex A-25 (Pharmacia) dans les conditions suivanuzs: 
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injection’-corn& en CES dans ie flux, par seringre 2 b-avers WI septum, de 
IO-&IO ~1 de’ l’&hantillon B analyzer;- Glution 2 un d6bit de 30 &l/h par un 
gradient de sulfate de sodium 0.01 M B 0.50 M 5 r&on d’une augmentation 
r&u%re .d& 3.59’ o par min de -soIution. 0.50 M dam Le m&nge; le gradient 
est d&v& par un ptiparateur automatique. de gradient Mixograd (Gilson) 
rel!i& H- une pompe pkistakique Minipuls HP-4 (Gilson); d&k&ion des &a& 
en con&m dans -1’uBxaviolet & 254 mn avec un d&cteur Vaxiau (dens% 
optiqu& pkine &helfe 0.08) et i 206 nm avec un d&ecteur Schoeffel SF-770 
(den&& optique pleine &h&e 1.0); enregistrement des chromatogrammes 
sur Varian A-25 (vitesse d’enregistrement 20 cm/h). 

Association CES f CEI 
lks e%As de Ia colonne de CES correspondant aux pits & analyser sent 

dans un premier temps collecf&s sur la colonne de CEI (Fig. I); dans un deu- 
xiGme temps la colonne de CEI est reli6e au ptiparateur automatique de 
gradient. On analyst soit 500 ~1 de plasma, soit 100 ~1 d’urine. 

Chambre anti-pulsations 

- Pompe B piston 

SIphadex G 15 
75 x 0.6 cm 

Manomhtre 
Eluant ( NalSOI 

Ditecteur U.V. 

SIphadex D.E.A.E. A-25 - 
8*0.6cm 

Evier ou collecte 

Fig.1_CES+CELI=Fixationdespicsb,eoudsurD 
nement SW SSphadex G-15. II = f&ion des sous-pies par un gradient de concentration de 
sulfate de sodium (0.01 I 0.50 M). 

RESULTATS 

Chromatogmphk d’exclusion st&ique 
Etalonncye de- la eolonn& Cet &domage est de&i& 2 &ablir.la relation 
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e&e le volume d%lution d’un solutii et son pokk mol6culaiq (PM).. En @S. 
le volume d’6lution (V,) d’un soluG -est li& au volume -mart de -la colonse 
(V& au _volume inteme des perks de gel (Vi) et au coefficient de partition 
(Kd) de .ce solu&$ entre la phase fixe (gel) et la phase mobile: (&ant) par la 
relation: V& = V, + lCa Vii Le volume .mort est d&ermi& par une ;solution 
d’albumine humaine i 1 g/l: V, = 7.2 ml dam nos -conditions ~op&atoires. 
Le volume- internee es-t d&ermi.& B partir du volume. d%lution de 1%&e, de la 
ctiatinine, du -chlorure de sodium et- de l’eau: VO + Vi = 13.8. ml dans nos 
conditions opkatoires. 

La F’ig. 2A rep&e&e le taux de rejet,. TR, mesur6 .pour pllrsieurs solut& 

Fig. 2. Comp araison entrer (A) le taux de rejet (TR ) mesurg par ultrafiltration sur membrane 
RP et (B) le volume d%lution (V,) obtenu par CES sur sphadex C-15. Rkultat~ obtenus 
aver des solutions aqueuses % 1 g/I. 0, Inuline (5200); A, vitamine B,, (1355); n , cakdie 
(666); e, giutathion (307); *, xanthosine (284); V‘, acides citriquer iso+itrique. cisaconitique 
(194); 0, acide hippurique (180); 0, acide urique (163); A, Na,HPO, (142); 8, Na$O, (142); 
O, cr&tinine (113); *, u&e, chlorure de sodium (60.58,5). - - -, Courhe thbrique (per- 
meation pure). _ 

par ultrafiltration sur membrane RP 2 base d’ac&ak de cellu&qk O@ observe 
pour la plupart des solutis que TR est Ii4 au PM, la s&e exception conceme 
les ions sulfate et phosphate pour lesquels il suggke I.& PM plus &lev& 

Par contre les V, associb -2 ces mbmes solut& p~~chromatographie sur 
S&phadex G-15 sent, pour un grand nombre d’entre eux, ind&endan&. du PM 
comme le montre la Fig. 2B. On observe pour plwieurs solu%s soit un V, 
supkieur i V,, + Vi (Kd > 1: pour l’acide urique, l’acide hippurique; laxarkthos- 
ine) soit un V, supkieur i celui attendu d’apr& les ~czzM&k&i~ue8 -.du SB 
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-phadex. a15 (Tl%amin e Blz) . ce‘ qd dans les deux cas hdique des‘ interactions 
avec:b gel.{6;‘7,.-9; lO~.Ainsila.vitamine Br, .ne peut-pas Ztre utih&e comme 
&don. Le comportement des .acides citrique, isocitrique et -cis-aconitique 
est -plus int&essaut. La. Pig. -2B montre cp’ils -sod. Qlu& comme des solutks 
de PM phrs && que le leur. De plus l’expkience d&nor&e que leur volume 
d’&lution d&end du pH de l’&tion, il augmente quand le pH diminue jusqu’& 
une valeur compatible avec leur PM B pH 3. &.comportement peut &re inter- 
p&t& en tenant compte de la nature chimique du Sgphadex G-15. La matrice 
du gel contient en effet des groupements acides carboxyliques [II] qui lui 
confkent des propri&% d%changeur de cations. Des substances char&es n&a- 
tivement seront exclues du gel si la force ionique de l’&luant est trop faible 
(infkieure B 0.01 M). Ainsi il suffira de diminuer le pH ou d’augmenter la 
force ionique de l’&ant [11,X2] pour Qliminer ces effets secondaires. La Pig; 
2B renseigne Qgalement sur le comportement particulier des sulfates et des 
phosphates Ill, 13, 141, qui sont && comme des solutis de PM plus 6lev&. 

De tout ceci il r&u& qu’il est impossible d’effectuer l’&lonnage universe1 
d’une colonne de CES. Cependzmt par ultr&ltration sur membrane RP ou 
Millipore on associe B chacun des pits rep&& par CES un 2’~ qui permet 
d’attribuer un PM apparent aux solutis correspondant 6 chacun de ces pits. 

Liquides biologiques des sujets nonnaux. La Fig: 3 reprkente les chro- 
matogrres, obtenus par CES, de -1’urine et du plasma de sujets normaux. 
A 254 nm 9 pits d&e&& dans l’urine sont rep&& de a B i dans l’ordre des 
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Fig. 3. Chroma&phie de I’urine et dupl~adesujetnormals~S~phadexG_15.-----, 
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ml 

Fig. 4. Chromatographie du plasma d'un urhnique avant et slprk dialyse et du bain de 
dialyse su_SSphadex G-lS.- 25 pl plasma avantdialyse;---, 25~1 plasmaaprSs 
diZAy&?- * -___.-__-.-, 60~1bainded&e_ 

se retrouvent dans le plasma des sujets ur&niques. Tous ces pits contiennent 
des solut& dialysables. L’ultrafiltration sur membrane RP et Millipore montre 
que seuls les pits b et c correspondent B des solutks qui se cornportent comme 
la vitamine RI* (Tableau I). Ces solutk, bien que se comportant de la x&me 
fzzcon vis 5 vis des membranes, ant des volumes d’&lution diff&ents sur_ S&- 
phadex G-15. L’influence du car&&e khangeur d’ions du sphadex est ici 
retrouwk. Ainsi le montre la Pig. 5: les volumes d%lution des pits b et c 
augmentent avec la force ionique de l%luant; les solutis correspondants con- 
tiennent done des substances &a&es &gativement en milieu aqueux B pH 7. 
Le choix du sulfate -de sodium 0.0024 M comme solution d’&tion repose 
sur la meilleure &pa&ion des pits b et c dans les conditio&analytiques. 
11 f&&a toutefois noter qu’& pH 7 plusieurs polyacides comme l’acide citrique 
sent && avec le pit b. 

Chromafognz~hi~ d%change d’ions 
La kparation des solutis quicomposent le pit ..b a ~3~5 l’objet d’un int&t 

par$xlier. Le chromatograkme. obtcnu &. part&. diypic .b. isol& per-CRS- pr& 
parative d’un bain de dialyse de sujet urknique et repk&ent;3 Pig. 6 &-pcnnis 
de d&c@: 

2 254 nm: 5 sous_pi&& (b* + b,); b& b, et bC ’ :. 1:: -. ::. . 
. ...:.. 

. . :: .: :. . . . . .’ ; 
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-TA&EAUE 

TA- DE REJEX’ MESUR& POUR LES PIGS a A i SUR DEUX TYPES DE MEMRRANES, 
RPETMiLLSPORE 

C!ee vaieurs so& dcdb B partif des pies,, -btenus en CES avec du pkuua de. patkuts 
Ill+UiqueS 

SOlUtGS 

comis&iondant 
TR (%I 
Sur membrane RP i base Sur membrane 

aux pica d’ac&ate de celhdose Millipore PSAC-1000 

: 100 9-5 100 65-70 : 
65 99-95 65-70 
d SO-84 40-45 
ei 50-55 O-10 

Volume d’Clution en ml 

t 
I 

C 

Force ibnique en. 
IO-’ mole de Ha* SO, 

.Fig_ ..k Vari&ion du _v&une d%luti& avec la force ioniqpe de l’&snt en CES sur sphadex 
‘G-25. _-,pic b;--.-,pic.c. . . . 

,. ._ -_ 

_I’. i~.Zl$&.: 4‘s~cy-g&s bl, (&.-a b,), b,;,.et b5: 
: &es sqys-p&s b& et ba_* sent. pratiquernent confoni;lus, le sommet. du sous- 

&c :@& ~cc~~~spc$ B ug I*er &mulement du sous-pit b4.i i 254 nm. 
^. ;. iI .._,,.~i_ .‘.._. ...,:._.L ..: _‘1 ._ .: i 
As&$&onLCE~+_~E& .< : - :; . I.- . -,_._y ‘.. : . 
-.-..: .5&: CES +njectiou: de-- SO0 -pl de plasz&~-auiIieu de: 25: pL,. Ou -de 100‘~L 
.dUi.u~;I~ati lieu :de 5 @l; -.est rendue n&c e&sire pa+ la- perte d&eusibiI.& provo- 
..qu#:-edi CEI par:Le :grad_knt-: d%lutiOn.- Xl :a 66%rifi~-que cette iujecgou. 20” 
fois ~Ejlus fork en CES ne modifiaik pas la s&pax&ion dtis pits b, c ‘&‘d. -Ttius 
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O.O- I -. 
b.2 

I 

Fig. 6. Fractionuement du pie b par cbromatographie sur DEAE-SZphadex A-25. , 

254 nm; - - -, 206 mn. 

les sous-pits bI B bs sont effectivement rep&& ap&s injection de 500 ~1 de 
plasma et collecte du pit b. Chez le sujet normal tous ces sous-pits sont p&- 
sents cians l’urine alors que seuls les sous-pits (b, + b,) sont notablement 
rep&& dans le plasma. 

Reproductibilifk de la mithode 
L’analyse per chromatowhie liquide (CES + CEI) permet de determiner 

la concentration des solut& dCtect& par la mesure des surfaces de ces pits. 
Les vkifications suivantes ant permis de constater: que le mGme pit est 

toujours repr% au mGme volume d’&rtion, sur 10 injections l’erreur sur ce 
volume ayant etk de + 1.2%; qu’a un meme volume d’un meme kchantillon 
dgpo& sur la colonne correspond pour chaque pit la mgme surface., &nsi 
pour 13 injections d’un mZme plasma durant 18 mois, avec changement de la 
colonne de CES tous les mois, la surface du pit b a Qti de 404 f 64 cm’/m.l 
soit une reproductibilit.& de 16%. Cette reproductibilit& -est suffknte pour 
cIasser les malades urkniques suivant l’importance des pits d&tect&. Il. faut 
d’ailleurs noter que sur une meme colonne de CES cette reproductibilit& est 
de 10% ce qui signifie qu’une partie de la dispersion est liGe, comme il &it 
p&visible, au changement de colonne. 11 semble nknmoina important~d’in- 
tigrer dans la reproductibiliti des rkultats le changement de colorme.. Ii est 
en effet impossible de calibrer entre elles les colonnes sur un khantillon 
.universel car la tiponse de la colonne ~d&pend de la nature du sOlut& -d&p& 
sur la colonne. : L J : 
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DISCUSSION : ._ 
.a,- _. -.. 

$ji _.i e vo ume d%lution d’un sol& sur Sephadex G-15. ne d&pend pas 
unikement de son .PM mais aussi de. sa nature chimique surtout si ce solut& 
est ionisable [ll_]. :Par contre, en.ultrafiltration sur membrane, les taux de 
rejet mesun% sont fonction des PM des solutks, la seule exception concernant 
ks .ions sulfates -et.-phosphates. Ces anions, comme en CES, se comportent- 
comme des solut& de PM plus &lev&. Ce comportement particulier est du 
&~.l%ydratation qui dorm& 8. ces anions un dian&re plus important que celti 
des ions libres Ill] Nous avons confirm& cett-e interpr&ation en observant 
la variation du taux de rejet mesu& pour l’ion phosphate avec le chaugement 
de.pH. -Ce taux de rejet passe de 90% B pH ‘7 (forme Na&l?O,) 518% 2 pH 3 
(forme NaHJ?O& La dimiuution de taille que suggke cette variation va bien 
dans le. sens d’une diminution de l’hydratation puisque celk-ci est fonction 
de la charge des mol&ules. 

PoUr tenir compte de toutes ces observations, il semble p&f&able de dire 
que les pits b et c contiennent des solutk qui & pH 7 en milieu acpreux ant 
une taille comparable $ celle de ia vitamine Bt2 (diam&re mol&ulaire libre 
14.6 A) [15] ph.rt&t que”d’attribuer B ces solutis le PM de la vitamine B12. 

(2) Le syst&ne de CES a &k compare B celui d&it par Ft’irst et collabora- 
teurs [6, 7 1_ Ces auteurs utilisent pour l’uhrafiltration preliminaire des plasmas 
une membrane Amicon Centriflo qui retient les solut& de PM supkieurs a 
50,000 dzdtons et du Sephadex G-15 pour la separation chromatographique 
ult&ieure mais dans des conditions analytiques diff&entes des nfjtres. Cette 
comparaison a conduit aux remarques suivantes: la preparation des &hzm- 
tillons de plasmas. par ultrafiltration B travers la membrane RP AN-69 est 
preferable car il existe daus l’ul~tmt obtenu avec’la membrane C!-enHo 
des solut& qui sont 61&s avec le pit b (pit 8 de FQrst), solutk qui sont absents 
de -1’ultrafiltrat sur RP AN-69. De ce- fait ces auteurs ne peuvent d&cter que 
les solut& que nous repkons daus les pits c et d (pit 7 de Fur&); l’ordre 
d%lution est le mGme dans les deux syst&es mais nos conditions permettent 
une analyse plus rapide (1 h 20 au lieu de 4 h) et montrent plus nettement les 
diffkences qui existent entre les khantillons analyses. 

(3) La d&&ion dans l’ultraviolet B 206 nm permet de detecter en milieu 
biologique le maximum de solutis [161, Cependant, en CES, la d&&ion 
i 254 nm est suffkante pour rep&r les pits a 2 i. En CEI il est en revanche 
indispensable d’effectuer la d&&ion avec deux longueurs d)ondes 206 et 
254 run pour rep&er le maximum de solut&. De plus le rapport d’absorption 
254/206 permet de mieux diffkencier les pits (diffkence entre b4.* et b.& 

(4) La &par&ion des produitsd’origine biologique par CEI sur des-supports 
B base de polysf&ne ne permettait pas. d’obtenir des r&ultats satisfaisants 
I.171 . Aiusi les solut&correspondant aux pits b et c apr& fixation sur r&sine 
Dowex :1:X8 n’ont pas pu Z%re ~T$,I& alors que ‘Pakita et al. [I81 utilisent une 
r&sine comparable (Amberlite) pour fractionner les polypeptides urinaires..Les 
supports B base de polydextran introduits par Porath et Lindner ]19] ont 61% 
largement utili&s avec succ& pour fractionner des prod&s biologiques. Mal- 
heureusement ces supports non rigides et gonflables ant une r&stance limitie 
i la pression. Ils ne peuvent done pas %re utilis& dans de vrkitables conditions 



64. - 

de chromatographie haute performance- oti des dgbits d%lution -&w&s* Sofit 
rendus tikzsakes. Un compromis a done & choisi entre la rapid& d’analyse 
et la Ssolution. : :- : ._ 

(5) La technique associant CBS + C$I et d&rite ici, & applicabl& % lkn&se 
de tous les pits a b i avec des modifications sur les conditiks .de CEI; :Blle. a 
6% utilisk pourrechercher plus particulikement parmi les solut& de. la taille 
de 18 vitamine Bzz celui correspondant au pit bq;* qui -est respotible de la 
polyn&rit& des u&miques [20) Nous consid&ons qu’il est indispensable de 
prockler & ce m de fractionnement, afin de visual&r le maxhnum de solutk 
contenus dans les liquides biologiques, avant d’entiprendre l’identifkatioti des 
m&bolites pr&entsdans l’urine ou da les pr&Svements d’hGmodialysats de 
patients &miques. La chromatographie en phase gazeuse asso&e S la sp&tro- 
m&rie de masse 121-261 est une technique qui a & largemat utilisk avec 
efficacil$ dans ce domaine mais qti- lake dans l’ombre des -prod&s, soit 
tr& polaires, soit de PM &lev& non transformables en d&iv& volatils et done 
non chromatographiables en phase gazeuse [21$ Nous. avons pr&i&ment 
obser& cette situation au tours de l%tude des solutk qui constituent le pit ,b. 
Nous y avons identS% par cette technique les acides citrique, isocitrique, 
cisaconitique, tratrique et un produit non identS& alors que le soIut& respon- 
sable de la polynkite des ur&niques (pie be_*) ne peut pas Stre transform6 en 
d&iv6 volatil.. 

CONCLUSION. 

En associant la chromatographie liquide haute performance d’exclusion 
st&ique et d’khange d’ions il est possible d’analyser en 1 h les solut& de la 
taille de la vitamine Bz2 contenus dans 100 ~1 d’urine de sujet normal ou 
dans 500 ~1 de plasma de patient urknique. Le sy&me chromatographique 
d&r& est utili& pour suivre, chez les patients u&miques dialysk, la concenkra- 
tion plasmatique du soluti rep&& comme sous-pit b4.* et qui est responsable 
de la polynkrite des urkiques. 

RESuhlE 

On d&c& l’analyse chromatographique des solutis urkuiques dont cert&ns 
de la tail@ de la vitamine Blz seraient tdxiques. Les liquides biologiques de 
sujets normaux et WSuiques (500 ~1 de plasma ou 100 ~1 d’urine) so& frac- 
tionnb par izhromatographie d’exclusion st.&iq~e sur Sphadex G-15 en 9 pi& 
(a % i) qui absorbent B- 254 nm. Par ultrafiltration-sur membrane on -attribue 
aux solut& &lu& dans les pits b et c la taille de- la vitamine Btz . Le pit b est 
fraction&par chromatographie d’khange d’io& sur OEAE-Sphadex A-25 en 
6 sous-pics (b, B bs ); le sous .pic b 41 est li& &la polyn&rite des ur&niques. IX 
methode propo&e est rapide (1 h) et reproducible (coefficient de variati& 
de la surface des pits = 16%). 
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