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Methode rapide de mesure de la nicotine et de la cotinine dans l’urine par 
chromatographie en phase gazeuse 
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La necessite de_ tenir compte, lors de la realisation d’enquztes Bpide- 
miologiques sur les effets du tabac, d’indicateurs specifiques de l’impr&nation 
des populations Btudiees, rend indispensable la mise au point de techniques 
analytiques suffisamment simples et fiables pour pouvoir Qtre appliquees 1 
un grand nombre de cas. 

Quelques methodes de dosage de la nicotine et de la cotinine dans l’urine par 
chromatographie en phase gazeuse ont BIxZ mises au point [l-4]. Certaines 
necessitent une extraction distincte de la nicotine et de la cotinine [ 1, 31 et 
toutes se terminent par une concentration du solvant utilise, manipulation 
delicate qui demande pour donner satisfaction l’utilisation d’un Btalon inteme 
dont les prop&%& physiques et chimiques sont tri% voisines de celles de la 
nicotine et de la cotinine. 

Dans ce travail, nous decrivons une technique de dosage de la nicotine et 
de la cotinine dans l’urine qui ne necessite pour sa realisation qu’une seule 
extraction sans concentration ult&ieure du solvant utilise. Quelques methodes 
de mesure de la nicotine et/au de la cotinine dans le plasma basees sur la mQme 
methodologie ont 4th signalees [ 5, 61 mais leur application sans modification d 
la determination de ces mPmes composes dans l’urine n’est pas satisfaisante. 

MATkRIELS ET MkTHODES 

Rbactifs 
Nicotine Merck-Schuchardt (R.F.A.); cotinine Sarsyntex (U.S.A.); chloro- 

forme Prolabo pour analyses (stabilise avec 0.6% d’ethanol) (France); 
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hydroxyde de sodium Prolabo pour analyses; chlorure de sodium Prolabo pour 
analyses. 

Ma te’riels 
Chromatographe Intersmat IGC 12 equip& d’un detecteur i ionisation de 

flamme (France) et d’une colonne de verre de 2 m remplie de SP 2250 DB 
depose sur Supelcoport 100-120 mesh (Supelco, U.S.A.). Integrateur Spectra- 
Physics 4270 (U.S.A.). Agitateur Vortex-Genie K 550 GE (U.S.A.). 
Centrifugeuse Jouan K 63 F (France). Tubes a centrifuger Inter Mes Nunc de 
50 ml en polypropylene (bouchons polyethylene), a usage unique. 

Technique 
Extraction de la nicotine et de la cotinine. 25 ml d’urine sont introduits dans 

un tube a centrifuger auxquels on ajoute 1 (ou 0,5) ml de chloroforme, 1 ml de 
soude 5 M et 8,5 g de chlorure de sodium. Les tubes sont agites energiquement 
a l’aide d’un agitateur Vortex (graduation 4) pendant 5 min puis soumis a 
centrifugation a 1000 g pendant 10 min. 

Analyse chrornatographique. Les analyses de la nicotine sont realisees par 
series, a deux temperatures de four differentes: 115°C pour la nicotine et 
190°C pour la cotinine. Les temperatures de l’injecteur et du detecteur ne sont 
pas modifiees lorsque l’on passe d’une determination 1 l’autre (240°C). 1 ~1 
de la solution chloroformique est introduit dans l’injecteur du chromatographe. 
Chaque jour, une gamme Btalon est rdalisee dans les m8mes conditions que les 
dosages avec une urine de non fumeur surchargee avec 0,2, 0,5, 1 et 2 pg/ml 
nicotine et cotinine. 

RlkSULTATS ET DISCUSSION 

Des essais r&lis& lors de travaux precedents [2,3] ont montre que le chloro- 
forme est probablement le meilleur solvant permettant d’extraire simultane- 
ment la nicotine et la cotinine; cette etude confirme cette observation. 

Toutefois, lors de nos essais, contrairement aux travaux publies anterieure- 
ment, nous avons cherche a n’effecteur qu’une seule extraction de la nicotine 
et de la cotinine et a ne pas concentrer la phase chloroformique afin d’operer 
rapidement, d’eviter les pertes de solvant, de nicotine et de cotinine, et de ne 
pas utiliser d’etalons internes. Dans ce but, nous avons tout d’abord utilise 
un rapport chloroforme-urine suffisamment petit (1:25) pour obtenir une 
precision analytique satisfaisante. Puis, nous avons recherche les 
conditions qui permettent d’extraire la nicotine et la cotinine contenues dans 
l’urine avec des rendements Qleves. Ainsi, en presence de soude, plus de 95% 
de la nicotine sont r&up&& dans le chloroforme. Par centre, en utilisant les 
mGmes conditions operatoires, seulement 39% de cotinine sont extraits de solu- 
tions aqueuses et 24% de l’urine, mais en saturant avec du chlorure de sodium, 
avec les m8mes milieux, les rendements passent 1 92% et 88% respectivement. 
L’addition de chlorure de sodium a peu d’influence sur les quantitb de nicotine 
extraites. 

Neanmoins, pour atteindre ces rendements d’extraction, une agitation 
efficace est indispensable. Parmi les moyens utilises, seul le systeme Vortex 
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nous a permis d’obtenir de bons resultats dans un temps suffisamment court. 
En appliquant cette technique, il est possible de mesurer 50 ng/ml 

nicotine et cotinine dans l’urine; sensibilite suffisante pour la realisation de 
nos travaux puisqu’un fumeur (20 cigarettesljour) elimine dans l’urine des 
quantites de nicotine et de cotinine superieures a 1 pg/ml. 

Les coefficients de variation calcules a partir de dix resultats de mesures 
r&&sees sur un mQme Qchantillon d’urine de fumeur contenant respectivement 
300 ng/ml nicotine et 360 ng/ml cotinine sont de 3,80% et 2,73%. 

CONCLUSIONS 

Ce travail nous a permis de mettre au point une technique de mesure de la 
nicotine et de la cotinine dans l’urine plus simple et plus rapide que les 
techniques actuellement connues. 

Cette methode presente Bgalement l’avantage, en ne comportant pas dans son 
application de phase d’evaporation de solvant, d’eviter d’avoir recours aux 
Qtalons internes commercialement disponibles, notamment a la quinoleine, 
dont l’utilisation conduit a une grande variabilite dans les resultats de mesure 
[ 31. D’autres composes utilises plus recemment comme &talons internes de 
structures plus proches de la nicotine et de la cotinine, semblent neanmoins 
donner de bien meilleurs rdsultats mais doivent prealablement gtre synthetises 
13971. 
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