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SUMMARY

Study of the extraction of organic acids from urine_ Preliminary step-to their
gas chromatographic separation

Ten organic acids are exlra.Sed from urine_ Two extraction methods are used : anion ex-
change on DEAESephadex cclumns, -and organicc solvent extraction with five different sol-
vents: diethyl ether, ethyl acetate, isopropyl chloride, light petroleum, and tetrahydrofuran .

In order to quantify the extractions, the corresponding "C-labeled acids are addedto
standard acid solutions and extraction rates are measured by a liquid scintillation counting
system.

The results show that;
(1) The efficiency of anion exchange is generally good for all tested acids .
(2) The extraction efficiency. is nott identical for the different solvents, one solvent being

more efficient for a certain acid than another : tetrahydrofuran, which is generally a good sol-
vent, is too hygroscopic to be usable. Isopropyl chloride and light petroleum are too specific
with the most apolar molecules. Ethyl acetate and diethyl ether are similar and usable
becauseof their acceptable solubilisation power as to the most polar molecules, their good
solubilisation reproducibility and their readiness of use .

(3) The solvent extraction method is not as time-consuming as the anion-exchange
method which generally requires lengthy elution and extraction.

INTRODUCTION

Do tres nombreuses erreurs innees des metabolismes des acides amines se
traduisent par une elimination exageree d'acides organiques . L'etude du profil
de separation des acides organiques urinaires en chromatographie en phase ga-
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zeuse (CPG) est donc devenue une analyse essentielle du depistage des acide-
mies [1-6] - Cette analyse est particulierement delicate, notamment l'etape
d'extraction qui est primordiale . La technique Wale doit titre simple, rapide,
aussi quantitative que possible et s'appliquer a 1'ensemble des divers acides
organiques, de structures donc de polarites tres differentes .

Deux types de methodes ont ete decrits : des methodes par fixation des
acides sur un echangeur d'ions suivie d'une elution [3, 6-8], et des methodes
par extraction par un solvant organique [3, 5, 6, 8] .

Nous presentons une etude comparative, en utilisant des molecules marquees
au carbone 14, de ces methodes .

PARTIE EXPERIMENTALE

Appareillage et materiel
Compteur de mesure de la radioactivite par scintillation liquide et a amplifi-

cation logarithmique : Intertechnique Abac SL 40 .
Collecteur de fractions : Umtrorac type 7000, LKB (Stockholm, Suede)_
Colonnes chromatographiques (Societe Verre Labo Mula, Corbas, France) .

Les colonnes utilisees (9 cm X 0 .7 cm LD.) sont surmontees d'un reservoir
cylindrique (8 cm X 2 cm LD_)_ L'extremite inferieure de la colonne est en
biseau et presente un retrecissement de 0 .2 cm supportant une petite bourre de
laine de verre ainsi que i'echangeur d'ions .

Tribes a vis de 20 ml; leur echanteite est assuree par une pastille en PTFE_

Produits chimiques
Acides benzolque, citrique, glutarique, glycerique (hemisel de calcium),

glycolique, indolyl-3-acetique, isovalerique, oxalique, parahydroxybenzoique,
propionique (sel de sodium), et echangeur d'anions DEAESephadex A-25-120
(taille des particules : 40-120 gm, capacite d'echange : 3.5 + 0.5 mequiv./g)
(Sigma) .

Acides organiques (les memes que les precedents) marques au carbone 14 sur
la fonction carboxyle (chaque echantillon presente une activite de 50 pCi)_
L'acide isovalerique et 1'acide propionique sont sous forme de sel de sodium .
[C-E_4_ (Commissariat a l'energie atomique, departement des molecules
marquees)] -

Chlorure de sodium, acide chlorhydrique concentre, tetrahydrofurane, acide
acetique glacial, sulfate de sodium anhydre (Merck) .

Acetate d'ethyle, ether ethylique, ether de petrole, pyridine (Prolabo)_
Chlorure d'isopropyle (Fluka) .
Reactif scintillant, Aqua Lumao, Lumac Systems AG Basel-
Tons les produits chimiques utilises sont de purete analytique_ Le tetrahy-

drofurane a ete redistille_

Reactifs
Les solutions d'acetate de pyridinium 1.5 M et 0.5 M ;ont preparees et utili-

sees comme le preconisent Chalmers et Watts [7] .
Acetate de pyridinium 0.51: cette solution est preparee chaque semaine par

dilution de 40.3 ml de pyridine et de 28 .6 ml d'acide acetique glacial dans de
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1eau desionisee (a 11). La conservation n'.excede'pas une semaine (a 4°C).
Acetate de pyridinium 1.5M: cette solution est preparee chaque -semaine par

dilution de 119 ml de pyridine et de 90 ml d'acide acetique glacial dans de deau
desionisee (a 11). La conservation n'excede pas une semaine (a 4°C).

Solutions d'acides organiques 14C a 5 gCilml: chacun des echantillons, con-
serve pr6alablement a -20°C, est mis extemporanement en solution dans 10 ml
d'eau.

Les solutions "froides" d'acides organiques sont preparees a la concentration
de 100 mg/l dans de 1eau desionisee . (L'acide isovalerique a ete dissous par
addition d'une quantite equivalente d'equivalent soude-)

Methodologie
Extraction par un eclrangeur d'anions [7] . Le DEAE-Sephadex prealablement

gonfle en milieu aqueux pendant 24 h est place dans une colonne sous une
hauteur de 4.5 cm, puis lave successivement par 3 ml d'eau desionisee et 20 ml
d'acetate de pyridinium 0 .5 M.

Cinq ml de solution "froide" de chaque acide, additionnee de 100 p1 de solu-
tion d'acide organique 14C sont deposees au sommet de la colonne . Celle-ci est
ensuite lavee a l'aide de 5 ml Wean desionisee et l'elution des acides organiques
est realisee par 30 ml d'acetate de pyridinium 1.5 M. Le debit est de 4 ml/h
(0 .07 ml/min), le recueil de chaque eluat de 0-5 ml se fait sur le collecteur de
fractions .

Des extractions identiques ont ete realicPes sur des urines surchargees separe-
ment avec des acides oxalique, isovalerique et glutarique_ Les urines ont ete
choisies exemptes de glucides reducteurs et de proteins. La surcharge a ete
obtenue en melangeant 3 ml d'urine, 2 ml de solution "froide" et 100 p1 de
solution du meme acide marque au carbone 14.

Extraction par les soluants organiques. Elles sont realisees sur les memes
volumes des solutions standards ou d'urine enrichies d'acides organiques
marques au carbone 14. Dans un tube a vis, chaque echantillon est additionne
de chlomre de sodium et de 100 p1 d'acide chlorhydrique concentre .

Le melange est extrait sous une agitation mecanique, par 3 fois 5 ml de sol-
vant_ On preleve, a chaque extraction, 0.5 ml de la phase organique deshydratee
sur sulfate de sodium anhydre et l'on en mesure la radioactivite .

Mesures de la radioactivite des solutions_ A 0.5 ml d'eluat aqueux ou de solu-
tion organique d'extractions, sont ajoutes 5 ml de reactif scintillant Aqua
Luma.

Apres 10 min de comptage, la radioactivite reelle de 1'echantillon (dpm) est
determines a partir des mesures de radioactivite relative (ipm) et de la valeur de
l'efficacite de comptage obtenue par la methode de correction dite de standar-
disation externe [9, 101 du C.E.A.

Une courbe de correction de quenching traduisant 1'efficacite du comptage
(E) en fonction du rapport de standardisation extern (R) a ete etablie a l'aide
de 20 echantillons radioactifs de propionate de sodium 14C et de quantites
variables de reactif quenchant (acetate de pyridinium 1 .5 M) en utilisant le
mee"me reactif scintillant Aqua Luma . L'equation de la courbe obtenue est de la
fonne_

E=-0.69 R3 + 4.58 R2 -9.42R +6.53
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Les resultats des mesures sur chaque fraction exprimes en desintegrations par
minute (dpm) sont rapportes en pour cent de la moyenne des resultats en dpm
obtenus a partir de 3 echantrllons marques par addition de 100 p1 d'acides
organiques 1°C non quenches.

RESULTATS ET DISCUSSION

L extraction par echangeur
Cette methode presente sur 1'ensemble des acides testes une efficacite re-

marquable puisque les rendements exprimes en pour cent de la radioactivite
totale initiale (Tableau I) augmentent avec le volume d'eluant, bien aue par
aiileurs ce rendement vane avec la nature de i'acide: aver 15 ml d'eluat, entre
63.5% (citrique) et 101 .3% (propionique) ; avec 30 ml d'eluat, entre 73-4% (ci-
trique) et 101.3% (propionique)_

TABLEAUI
RENDEMENTS D'EXTRACTION EXPRIMES EN POURCENTAGE PAR RAPPORT A LA
RADIOACTIVIT$ INITIALE (MLTHODE 1 CHANGEUR D'ANIONS)

Meme l'acide oxalique (dont le p%, = 1 .271), dont 1'elution de 1'echangeur
est difficile (Fig- 1), est extrait avec un rendement acceptable 61 .9% pour un
volume d'eluant de 30 ml .

Remarque sur les urines surchargees : les resultats obtenus avec l'acide oxa-
lique confirment les resultats de Chalmers et Watts (7] . Nous observons per-
sonnellement des resultats analogues dans le comportement de l'acide gluta-
rique Jul aussi un diacide- Quant a l'acide isovalerique it est extrait dans les
memes proportions qua dans une solution aqueuse pure .

L extraction par ies solvants
L'efficacite des extraction a l'aide des solvants organiques est precisee sur le

Acide Volume d'elution
acetate de pyridinium 1 .5 M

15 MI 30 ml

Glycolique 73.1 816
Oxalique 29.2 61.9

68.9 (+ urine) 91.3 (+ urine)
Propionique 101.3 101.3
Glycerique 759 92.6
Isovalerique 864 88.5

82.9 (+ urine) 830 (+ urine)
Glutarique 50_6 730

90.3 (+ urine) 96.3 (+ urine)
Citrique 63.5 73.4
p-Hydroxybenzoique 92.7 96.8
3-Indolyl acetique 91 .5 100.0



20

10

I

t ~+

:S

s

	

10

	

Duattmu

Fig- 1_ Courbes, d'elution d'acides organiques separes surDEAE-Sephadex . - - -,.aside glyce-
rique;-+-+-,acidepropionique ;-0-n-, acidep-hydroxybenzorque; ---+---+--,
acideisovalerique ;--- •- --a---,acidecitrique ;	,acideoxalique .

TABLEAU H
RENDEMENTS D'EXTRACTION PAR LES SOLVANTS EXPRIMES EN POURCENTAGE
DE LA RADIOACTIVITE TOTALE

Tableau 11 et la Fig. 2 oil les rendements sont egalement exprimes en pour cent
de la radioactivite totale initiale .

Les resultats obtenus sur des urines surchargees en acide glutarique on iso-
valerique sont superposables aux resultats obtenus sur des solutions etalons
pures (Tableau III).

Aside Chlorure
d'sopropyle

THF Oxyde de
diethyle

Acetate
dethyle

Ether de
petrole

Glycolique 2.2 87.5 24.7 41-5 0.6

	

-
Oxalique 32-9 997 65-4 54.9 5-9
Propionique 32-1 99_6 98-7 99-4 51
Glycerique 2.0 79.2 11 .2 21.6 1.2
Isovalerique 77.0 99.5 93.4 96.6 69.7
Glutarique 0.7 99.8 87 .1 95.8 0.25
Citrique 16.9 98.5 11-5 19.8 6.6
Benzoique 987 99-2 99.8 99.7 92-0
p-Hydroxybenzoi'que 13 .8 99-9 999 99-8 0.7
3-Indolyl acetique 91.4 99.8 99.4 99.8 2.8
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Fig- 2- Extraction des acides organiques_ rendements en fonction de la nature des solvants
organiques utilises . 1, acide propionique ; 2, acide isovalerique ; 3, acide oxalique ; 4, acide
glycolique ; 5, acide glycolique, 6, acide citrique ; 7, acide glutarique; 8, acide benzoique ; 9 .
acidep-hydroxybenzoique ; 10, acide indolyl acetique .

TABLEAU III
COMPARALSON ENTRE L'EXTRACTION PAR SOLVANTS DE SOLUTIONS AQUEU-
SES PURES ET D'URINES SURCHARGI ES

Un solvant semble titre tres efficace : le tetrahydrofurane (THF)- Tous les
acides sont extraits avec un rendernent superieur a 98% sauf l'acide glycolique
(87-5%) et I'acide glycerique (79 .2%).

D'autre part le chlorure d'isopropyle [3] et Tether de petrole ne conviennent
pas du tout: en effet Us ne dissolvent bien, dans les conditions d'extraction (pH
acide), que les seules molecules les plus apolaires . Ces deux solvants sont done

Chlorure
d'isopropyle

THF Oxyde de
diethyle

Acetate
d'ethyle

Ether de
petrole

Acide glutarique 07 99.8 87.1 95.8 0.25
Urine + acide glutarique 10.8 99.2 82-5 92.8 6.5

Acide isovaierique

	

77.0 99-5 93_4 96.6 69-7
Urine t acide isovalerique 74 .6 99.4 95-0 96.4 ?1-6



73

d'une action solubilisante beaucoup trop restreinte pour titre choisis .
Deux solvants enfin semblent avoir des qualites acceptables et comparables

quant a leer pouvoir de dissolution : l'acetate d'ethyle et l'oxyde de diethyle.
En effet ails dissolvent bien les acides aromatiques (le rendement d'extraction
est de 99% pour les deux solvants vis a vis des trois acides aromatiques testes),
ainsi que les acides non-hydroxyles tels que les acides propionique, isovalerique,
glutarique (rendement 90%) . L'acide oxalique est cependant legerement moins
bien extrait, ('extraction est mealleure aver l'oxyde de diethyle .

Leur efficacite vis a vis des acides hydroxyles et des acides carbonyles est
par contre plus faible . En effet l'oxyde de diethyle extrait les acides glycerique
et citrique aver des rendements tres faibles d'environ 20% . Pour l'acide glyco-
lique, avec l'oxyde de diethyle le rendement d'extraction est de 24 .7%, avec
('acetate diethyle it est de 41 .5%.

Ces solvants, bien qu'encore imparfaits, sont cependant acceptables, l'acetate
d'ethyle etant le plus favorable. Pour ameliorer les rendements Fitch et al .
[111 preconisent d'ailleurs le melange acetate WCthyle-oxyde de diethyle-

Parmi les solvants testes, les plus interessants sont done dans l'ordre : (1) le
THF; (2) l'acetate diethyle ; (3) l'oxyde de diethyle. Mais i1 faut dire que le
THF est avide d'eau ce qui necessite qu'il soit frequemment redistille, ce qui
explique pent titre que malgre cette precaution nous n'avons pas constate une
reproductibiilite parfaite .

Les autres solvants par contre, bien que partiellement hydrosolubles sent
d'une manipulation plus aisee et donnent des resultats plus reproductibles. La
quantite Wean qu'ils extraient doit rester limitee car une grande quantite d'eau :
(a) entraine aver les acides des molecules hydrosolubles amphoteres neutres ou
tres faiblement basiques ; et (b) allonge les durees de concentration des so-
lutions par evaporation sons courant gazeux ce qui est peu propice a un depis-
tage rapide d'une maladie metabolique_

L'extraction par echangeur d'anions est tres efficace et donne pour tous les
acides des rendements tres acceptables_ Elle presente l'inconvenient d'etre
longue par la duree de l'elution et celle de la concentration de 1'eluat .

Les solvants organiques, dont faction solubilisante West pas egale pour tous
les acides, semblent cependant d'une utilisation plus adaptee au depistage de
routine, agcez efficace. Its se pretent a des manipulations aisees et rapider- Ce-
pendant le THF doit titre ecarte et le choix porte sur l'acetate d'ethyle, I'oxyde
de diethyle ou le melange acetate diethyle-oxyde de diethyle, judicieusement
utilises .
RESUME

L'extraction d'acides organiques est etudiee par deux methodologies ;
echange d'anion sur colonne de DEAE-Sephadex, et extraction par solvants :
oxyde de diethyle, acetate diethyle, chlorure d'isopropyle, ether de petrole .
tetrahydrofurane.

Des solutions standards d'acides, surchargees par 1'acide correspondant,
marque au carbon 14, permettent de mesurer les rendements d'extraction en
scintillation liquide .

Les auteurs soulignent les avantages et les inconvenients de chacune des
methodes.
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