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SUMMARY

Identification of toxic metals after extraction and thin-layer chromatcgraphy of their
dithizonates. Toxicological applications

The technique consists in employing successively an extraction method using
the dithizone—carbon tetrachloride system, at 4 different pH values, then thin-layer
chromatography on silica gel, to identify and separate Ag, Cd, Co, Cu, Hg, Ni, Pb,
and Zn in the form of their dithizonates. Sensitivity is of the order of 107 g ion/l.
This method is directly applicable in hydrclogy; after destruction of organic matter
in the case of biological samples (blood, urine, excrement). We have applied it in
toxicological analysis together with other methods for the detection of copper, lead,
mercury and zinc in cases of poisoning.

INTRODPUCTION

La chromafographie sur couches minces des éléments méfalliques est mainte-
nant bien connue, mais sa sensibilité est insuffisante en hydrologie, en biologie et en
toxicologie lorsque la concentration des ions & détecter est faible. Par contre, Pex-
iraction par solvants des complexes formés par Ies jons avec des molécules organigues
telles que la dithizone!—® puis Pidentification du chélate extrait —par étude de sa sta-
bilité®*7 ou sa chromatographie®—>— permet de repousser plus loin le seuil de sen-
sibilité de I'analyse de certains éléments déja toxiques 3 I’était de traces pour Phomme.
Leur dosage peut &tre réalisé par volumétrie directe lors de Pextraction avec uae solu-
tion titréé de complexant®* par colorimétrie du chélate extrait!.?5.7.15, par dosage
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spec1ﬁque du métal complexé —absorptlon atomiquea®’, polarograpmé‘ comptage
pour les ions radioactifs!8,

Nous exposons une méthode couplant extraction d’ions métalliques par la
dithizone et Ia chromatographie sur couches minces des dithizonates. Des &tudes
analytiques ont déja porté en partie sur de tels moyens'%-'9; mais nous avons recherché
les conditions optimales de sensibilit€ pour obtenir une identification rapide et une
€valuation avec des moyens visuels d’un certain nombre d’ions intéressant I’hydrologie
et la toxicologie —n’ignorant pas que des analyses plus sophistiquées offrent une
meillenre sensibilité— la spectrométrie d’absorption atomique et la polarographic
impulsionnelle si 'on prend I'exemple du plomb®:2,

EXPERIMENTATION

Principe

Les ions en solution aqueuse (aprés minéralisation d’échantillons d’origine
biologique) sont extraits par une solution de dithizone dans le tétrachlorure de car-
bone. Tewari et Bhatt', dans leur recherche toxicologique du cuivre, préconisent une
extraction a deux pH difi€rents et la chromatographie avec deux systémes de solvants
pour résoudre un mélange témoin de dithizonates extraits 3 partir de solution envi-
ron 10~2 M. Pour obtenir aussi une bonne séparation mais une sensibilité bien plus
élevée applicable a I'identification des principaux métaux toxiques, nous opérons
comme suit: extraction 4 quatre valeurs de pH successivement, puis chromatographie
unique, sur plagues lavées, des dithizonates avec comparaison visuelle des taches
colorées avec des témoins (Tableau I).

Matériel et réactifs

Plaques de chromatographie Gel de silice 60, plaques finies pour chromato-

graphie sur couches minces, épaisseur 0.25 mm, Merck (Darmstadt, G.F.R.).

Eluants: chlorure de méthyléne—méthanol (9:1 v/v), benzéne.

Réactifs: dithizone (pr. anal. Merck) dans le tétrachlorure de carbone (pr.
anal. pour dosages par le dithizone, Merck), solution A a 100 mg/i; solution B & 10
mg/l. Solution tampon et complexante pour la recherche du plomb: KCN = 7 g;
Na,S,0;-5H,0 = 1.5 g; (NH,),HCH;0; = 75 g (pr. anal.); NH; (min. 259 supra-
pur) 200 cm®; HCI (min. 309, suprapur) q.s. pH 10.5; eau bidistillée q.s. 1000 cm?>.

Solutions t€émoins: chlorure de cadmium, cobalt, cuivre(I1), mercure(Il), nickel
et zinc, nitrate de plomb, 1075 A dans Peau bidistillée (3 partir de titrisol Merck
pour la préparation de solutions étalons).

Tous les anires réactifs purs pour analyses ou suprapurs si disponibles.

Impuretés métalliques sur les plagues. L’emploi direct des plaques donne licu
a la formation de trainées colorées avec la dithizone et d’autres complexants?®2.
Pour évaluer ces impuretés, nous graitons la surface d’une plaque vierge et recueiflons
1 g de gel de silice, Ie gel est agité avec 50 cm® de 1 M HNO; et la phase aqueuse dé-
cantee est extraite complétement par une solution titrée de dithizone aux guatre pH.
On décéle ainsi Cu?* et Zn2* 3 la concentration respective de 25 et 100 pglg de gel.

Il est donc indispensable de nettoyer les plaques avant usage puisque les
extraits & chromatographier peuvent contenir de la dithizone non complexée et que
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certains dithizonates assez peu stables (plomb, cadmium) lib&érent de la dithizone en
cours de chromatographie.

Pour le lavage du gel de silice, nous formons un large dépdt de solution A de
dithizone (environ 1.5 cm?3) sur toute Ia largeur de la plague & 0.5 cm du bord infé-
rieur, puis éluons en chromatographie ascendante avec le systéme chlorure de mé-
thyléne-méthanol (9:1). La dithizone migre en une bande verte précédée d’une bande
trés rouge de dithizonates des impuretés. Le lavage qui demande 0.5 h 4 la tempéra-
ture ambiante est répété quatre fois (il est utile d’avoir un stock de plaques ainsi
Iavées d’avance).

Technique opératoire

Précautions. Tout le matériel utilisé pour la manipulation (ampoule & décanter,
tubes & hémolyse pour recueillir les fractions de dithizone, micropipettes pour électro-
phorese, etc.) est soigneusement rincé a I’eau bidistillée et les traces d’ions métalliques
éventuellement présents sont éliminées par quelgues cm® de solution A de dithizone.

Extracrion. 20 cm® de solution agueuse ou de minéralisat (toujours en milicu
sulfurique®) sont ajustés 2 pH 0.5 (par NH;) et extraits jusgu®a épuisement par frac-
tions successive de 0.5 cm® de solution B de dithizone. Ces extraits sont réunis. La
phase agueuse est amenée ensuife 4 pH 3 (par NH;) et on recommence de méme;
puis, Ia solution aqueuse est divisée en deux parties égales: 'une ajustée 4 pH 5 (par
NH;), PPautre & pH 10 (solution tampon et complexante), sont traitées comme ci-
dessus.

Chromatographie. On dépose au maximum 50 4l de chaque extrait 4 1 cm du
bord inférieur d’une plaque, lavée selon notre technique, et on élue avec du benzéne
sur une hauteur de 6 cm, en chromatographie ascendante (20-30 min). On compare
a P’geil les taches avec celles de témoins exiraits et chromatographiés dans les mémes
conditions. .

Temps de manipulation. Aprés la minéralisation d’une urine qui demande
environ 0.5 h, la technique est réalisable en 1 h (tout dépend du liquide & minéraliser
et du nombre d’ions & extraire, en fait!).

RESULTATS ET DISCUSSION

Le Tableau I donne P'ordre d’extraction des dithizonates ainsi que leur couleur,
puis le Ry et les couleurs des taches aprés chromatographie. On notera que la colora-
tion des extraits peut déja gunider utilement dans Pidentification des ions s’ils sont peu
nombreux (cas pratique d’analyses toxicologiques). L’ordre d’extraction a été déter-
miné avec un mode opératoire spécial: aprés extraction d’un mélange d’ions par des
fractions successives de 0.5 cm® de solution B de dithizone, on chromatographie
chacune de ces fractions {sans les mélanger).

Les dithizonates de mercure et d’argent sont extraits en milieu trés acide (pH
0.5-0.9) mais déja avec quelques traces de cuivre. Le taux d’extraction du cuivre croit
trés vite avec le pH; ce phénoméne déja signalé par Irving er @l?? a été étudié par
Fabre ef ol qui donne les courbes d’extraction de ces dithizonates —en phase chloro--
formique ou tétrachlorure de carbone— en fonction du pH.

De ces deux solvants nous avons choisi le téiracblorure de carbone sclon les
tendances récentes: bien que moins sélectif de chaque métal en fonction du pH, il
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TABLEAU I

PRINCIPALES CARACTERISTIQUES DES DITHIZONATES EXTRAITS, PUIS CHROMA-
TOGRAPHIES SUR GEL DE SILICE 1L.AVE

Eluant, benzéne; hauteur du front de solvant, 6-7 cm; migration, 20-30 min; séchzge a Vair, quel-
ques minutes; aucun révélateur; spots visibles a Poeil nu.

DH et groupes Ordre d’extraction, coloration - Re moyen des Couleur des spots chromato-
d’ extraction du dithizonate extrait dithizonates graphiés et visibilicé
(= 0.02)
Mercure, orangé 0.64 orangé¥+t++ {rés stable
0.5 1 Argent, jaune d’or 0 jaune, pas de migration
% avec traces de cuivre 0.57 violacé*
Y
3 i Cuivre, rouge violacé 0.57 violace*+
} Bismuth, orangé 0.57 violacé™®
4 [ 1. Zinc, rose cerise 0.61 rose foncé+++++ trds stable
i (mélangé au plomb, rose
5 i I et au cadmium, rose) 0.11 orangé pale™, peu stable
avec des traces de cobalt
violet
2. Cobalt, violet 0.35 violet*++
3. Nickel, difficile & extraire 0.53 brundtre**
Y
10 1V Plomb, rose instable; décomposition du

dithizonate en deux spots:
dithizone et dehydrodithizone

donne un meilleur rendement d’extraction et la chromatographie permet de retrouver
la sélectivité désirable. Enfin, les solutions de dithizone dans tétrachlorure de carbone
sont plus stables que dans chloroforme.

Dans notre méthode I'identification des trois dithizonates de mercure, d’argent
et de cuivre en mélange n’est pas génée puisqu’ils sont séparés irés nettement par
chromatographic. Quant au dosage du mercure par titrimétrie grice & la dithizone
(au lieu de la di-g-naphthylthiocarbazone rare sur le marché) nous avons vérifié que
meéme avec de grosses quantités de cuivre, le dosage est possible en masquant ce métal
avec EDTA comme le préconise Fabre ef a/.° dans sa méthode i la di-g-naphtylthio-
carbazone. Comme nous avons remarqué que le bismuth n’est extrait que difficilement
a partir de pH 2.80; sa présence ne peut donc interférer dans le dosage du mercure en
milien plus acide.

Le cuivre est totalement extrait 4 pH 3 (sous forme de dithizonate primaire)
en méme temps que le bismuth. Malgié tous nos essais nous n’avons pas réussi 2
séparer par chromatographie ces deux dithizonates gui ont toujours Ie méme Ry
quelque soit ’éluant que nous avons utilisé [benzéne, CCl~CHCI; (100:40 v/v), CS,-
CH,CI, (35:35), C;H—CH,Ci, (50:10), CCi~C.H;NOQ, (80:5), benzéne-dichloro-1,2
éthane (30:8), CCL—CHCl;—cyclohexane (65:25:20)]. Cette interférence des Ry ne
perturbe pas Pidentification du cuivre puisque celui-ci est déja visible 2 pH 0.5; par
contre le bismuth ne peut étre détecté en présence de cuivre.

Si Pon pratiquait d’emblée P'extraction 2 pH 5, le cuivre formerait un di-
thizonate secondaire brun-vert & ce pH; son R de 0.39 le fairait interférer avec le
nickel. 11 faut doac bien effectuer Pextraction & pH 3 selon notre méthode.
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De méme, mercure et cobalt forment des dithizonates secondaires 2 pH plus
élevé et sans avantage par rapport aux primaires.

La dithizone elle-méme forme un spot bleu (R 0.30-0.32) et quelquefois un
spot jaune (Ry 0.53) di vraisemblablement & la déhydrodithizone®. Ce dernier spot
voisine celui brun du nickel et fe spot violacé du cuivre mais ne géne pas leur détection.

Le cas du plomb est particulier, il est partiellement extractible 2 pH 5 avec
Zn, Cd, Co et Ni, et sélectivement extrait 3 pH 10 en milieu complexant ce qui permet
son dosage voluméirique. La chromatographie de cet extrait donne deux spots aux
Ry de la dithizone et de la déhydrodithizone indiguant I'instabilité du dithizonate et
sa décomposition. Tewari et Bhatt'® obtiennent un spot rose mais pour des concen-
trations 1000 fois plus élevées; ils donnent aussi des R inversés par rapport 4 nos
valeurs pour le nickel et le cobalt extraits, il est vrai, & pH 6-8 (formation de di-
thizonates secondaires?).

La répétition de nos chromatographies montre quelque variation dans les
valeurs des Ry qui imposent 'emploi systématique de témoins sur la méme plaque.

L’extraction de solutions aqueuses contenant un seul ion, par une solution
titrée de dithizone, permet en comparant avec une solution titrée du métal de donner
un seuil de détection visuelle limite de 1077 ion g/l pour Co**, Cu?*, Hg?+, Ni?* et
Zn?+ et de 2:1077 pour Ag*, BT, Cd?t et Pb*+.

20 cm® d’une soluiion sulfurique contenant par exemple 1.25-1077 ion g/l de
Co**, Ni2* et Zn** et 2-1077 de Cd>* est extraite puis chromatographiée selon la
méthode proposée; 'épuisement total demande environ 6 cm® de solution B de di-
thizone et les spots chromatographiés sont identifiés sur plaque par des dépots de 40
ul d’extrait; cela indique donc pour ce mélange un senil de sensibilité de 1.25-10~7
ion g/l pour chaque ion (sauf pour Cd** 2-10~7). Nous avons obtenu des résultats
semblables sur des urines ““chargées’ qu’il fant minéraliser aun préalable.

TABLEAU H

EXEMPLE D’ANALYSES TOXICOLOGIQUES: COMPARAISON AVEC D’AUTRES ME-
THODES

Ion Origine des échantillons Meérhade a la dithizane Autres méthodes de
métallique Hentification  Dosages™™ dosage
CCR*
Mercure WE urines + 80 g/l ()
02.11.74 sang +++ - 600 peg/1 (a)
Enfant DY selles + 60 pg/10g (a)
16.09.75
Plomb MOC urines 2 300 pg/l (b) 2 200 pg/l (PI ara)
22.10.73 sang 2 800 ug/l (b} 2 6090 ug/l (PI ara)
Zinc VIG urines NENRETEE 3 250 g/l (b) 3000 pg/l (A.A)
18.05.73 sang + 4+ 12 700 ngft (b) 12 600 pugjt (ALAL)
Cuivre OUM selles liguides -+ + -+ 3 000 pugfl (b)
04.07.75
* + = Intensité des spots chromatographics.

** (@) Le mercure est dosé par la technique de Fabre er al.° mais en utilisant de la dithizone au
lieu de di-g-naphtylthiocarbazone. (b) Dosage voluméirique lors de I’extraction par la dithizone
titrée.

"** A.A. = Absorption atomique; PI ara = polarographie impulsionnelle avec redissolution
anodique.
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Nous n’avons testé 'extraction de I’ atgent que sur des meEanges dmns €n
solution aqueuse. La techmque de minéralisation apportant des ions chlomr&s par
ie chlorhydrate d’hydroxylamine, risquerait de précipiter AgCl.

Le Tableau II donme quelques résultats d’analyses toxicologiques de métaux
dans différents prélévements. Notre méthode donne rapidement (2 h) une identifica-
tion indispensable pour le toxicologue et une orientation sur la quantité du toxigue
¢osé par ailleurs. )

CONCLUSION

La méthode exposée permet d’identifier rapidement Ag, Cd, Co, Hg, Ni, Pb
et Zn. Dans le cas d’un mélange Bi-Cu, le cuivre est toujours identifiable mais Ie
bismuth ne Pest pas.

La sensibilité de cette méthode en fait un outil intéressant pour Ia recherche
de ces ions en hydrologie et en ioxicologie si Pon prend Ia précaution de laver le gel
ce silice de ses impuretés avant d’effeciuer la chromatographie. Sa spécificité permet
tne identification certaine des toxiques (hormis le bismuth).

Bien entende, des méthodes plus élaborées atteignent une précision de dosage
plus grande aprés Pidentification préalable indispensable.

Si malheureusement I’arsenic n’est pas extractible par la dithizone, application
Ge la méthode a I’étain, Por et le thallium est en cours d’essai.

RESUME

La technique consiste 4 employer successivement une méthode d’extraction par
le syst2me dithizone-tétrachlorure de carbone, a quatre pH différents, puis la chro-
raatographie sur couches minces de gel de silice, pour identifier et séparer Ag, Cd, Co,
Cu, Hg, Ni, Pb et Zn sous forme de dithizonates. La sensibilité est de P'ordre de 1077
ion g/l. Cette méthode est applicable directement en hyJdrologie, aprés minéralisa-
tion dans le cas d’échantiflons biologiques (sang, urine. sulles, etc.). Nous I"avons
appliguée A I'analyse toxicologique parallélement i d’zutcss méthodes pour la re-
cherche du cuivre, du mercure, du plomb et du zinc lors ¢’intoxications.
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