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Le metabolisme de la cafeine chez l’homme est a la fois complexe et 
quantitativement important. En effet, moins de 1% de la dose absorbte est eliminee 
dans les urines sous forme inchangte. 

La metabolisation est essentiellement htpatique, sous la dependance du 
cytochrome P-448. Les nombreux mttabolites identifies sont le resultat d’etapes 
successives ou compttitives’. 

Les principales voies du catabolisme sont: (i) des demtthylations en position 1, 
3 ou 7, qui donnent naissance a des di- ou monomethylxanthines; (ii) des oxydations 
sur le carbone 8, qui donnent lieu d la formation d’acides mtthyluriques; (iii) des 
ouvertures de cycle, qui ont ete recemment mises en evidence’ et qui conduisent A la 
formation de derives de l’uracile. 

Compte-tenu des deux voies metaboliques principales, nous nous sommes 
interesses a deux series de molecules: (a) la xanthine et ses derives diversement mtthylts 
(Fig. 1); (b) l’acide urique et quelques derives methyl&s correspondants (Fig. 2). 

Nous avons tent& de s&parer l’ensemble de ces molecules par chromatographie en 
phase liquide haute performance (CLHP), selon diverses techniques (adsorption et 
partage). 

La chromatographie d’adsorption a surtout CtC utilisee pour le dosage des 
xanthiques naturels (cafeine, theophylline et thCobromine3, tventuellement en pre- 
sence de monomtthylxanthine4, d’acide urique5 ou de paraxanthine6, mais jamais 
pour l’ensemble des 17 molecules etudites. 

En effet, sur silice, la separation des trois principaux xanthiques ne presente pas 
de difficult& particuliere et se prdte tout a fait d une determination quantitative. Par 
contre, parmi les molecules ttudites, certaines sont peu ou pas solubles dans les 
solvants organiques. 

La chromatographie de partage en phase inverse a ete beaucoup plus largement 
uti1isCe7-“. Les auteurs prlconisent le plus souvent une silice sur laquelle est greffe un 
octadkylsilane. 11s utilisent ou non la technique de l’appariement d’ions, mais ici 
encore, la totalite des molecules retenues n’a jamais Cte envisagee. 
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Fig. 1. La xanthine et ses derives. I = Xanthine; II = methyl-l xanthine; III = methyl-3 xanthine; IV 
= methyl-7 xdnthine; V = methyl-9 xanthine; VI = methyl-8 xanthine; VII = dimethyl-I,3 xanthine 
(thtophylline); VIII = dimtthyl-1,7 xanthine; IX = dimethyl-1,9 xanthine; X = dimtthyl-3,7 xanthine 
(theobromine); XI = dimethyl-3,9 xanthine; XII = trimethyl-1,3,7 xanthine (cafeine); XIII = hypoxan- 
thine. 
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Fig. 2. Acide urique et ses derives. XIV = Acide urique; XV = methyl-3 acide urique; XVI = methyl-7 
acide urique; XVII = dimethyl-I,3 acide urique. 
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MATERIEL ET MBTHODES 

Appareillage 
Pompes Waters M 5 10; vanne d’injection a boucle (20 ~1); detecteur UV Philips 

longueur d’onde de detection: 273 nm (cette longueur d’onde permet la detection de 
toutes les molecules). 

Prod&s 
Les derives de la xanthine et l’acide urique proviennent de la firme Fluka, les 

derives de l’acide urique de la firme Sigma. Les solvants utilists sont de qualite pour 
CLHP. 

MPthodes 
Chromatographie dhdsorption. Les produits utilises sont en solution dans le 

dioxanne. Colonne: silice Resolve 5 pm (Waters), 15 cm x 3.9 mm I.D.; il s’agit d’une 
silice poreuse trts homogene, de tres haute efficacitt. Solvant: dichloromethane- 
methanol-ammoniaque concentree (A:B:l), de man&e a ce que les molecules se 
trouvent exclusivement sous leur forme molaire; gradient obtenu grace a un 
programmateur Waters, permettant des gradients non lintaires: gradient retenu No. 
7 (Fig. 3); debit 1 ml/min. 

Chromatographie de partage. Les produits utilises sont en solution dans l’eau 
bidistillee. Colonnes: PBondapak C,, (Waters), 30 cm x 3,9 mm I.D.; colonne 
a compression radiale (Novapak C is, 10 cm x 8 mm I.D.), utilisee avec un systeme de 
compression (Z module), qui fournit une compression statique de la cartouche, 
identique sur toute sa longueur; 10 cm. Solvant: posphate monopotassique 0,05 Men 
solution aqueuse-methanol; gradient lineaire pour la colonne PBondapak C18; 
gradient concave No. 5 pour la colonne a compression radiale (Fig. 3); debit 2,5 ou 
2 ml/min. 

Chromatographie de partage avec appariement d’ions. Les produits utilists sont 
en solution dans l’eau bidistillte. Colonne: a compression radiale Nova-Pak C18, 10 
cm x 8 mm I.D.; solvant: phosphate de tttrabutylammonium 0,005 M-methanol (le 
contre-ion utilise est le seul ammonium quaternaire cite dans les techniques de CLHP. 
11 s’agit du Pit A commercialise par Waters); gradient concave No. 7 (Fig. 3); debit 
2 ml/min. 
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Fig. 3. Courbes de gradients prtprogrammts Waters. 
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RESULTATS ET DISCUSSION 

Chromatographie d’adsorption (Fig. 4) 
Malgrt le choix du dioxanne comme solvant et en d&pit de l’emploi d’ammonia- 

que, la mise en solution de tomes les molecules n’a pu etre obtenue. Par ailleurs, les 
derives de l’acide urique prtsentaient des pits dtdoublb. Huit molecules seulement ont 
pu etre etudiees, elles sont bien &par&es, done identifiables sans ambiguitt. Cependant, 
la mauvaise dissolution ne permet des applications quantitatives que pour les 
xanthiques naturelsr3. 

Chromatographie de partage en phase inverse (Figs. 5 et 6) 
Sur colonne classique tous les composes sont separts a l’exception de la methyl-9 

xanthine et de la xanthine qui forment un pit unique. Sur colonne a compression 
radiale la separation est moins effkace, puisqu’en dehors du couple de molecules cite 
prectdemment, le dimethyl- ,3 acide urique et la theobromine ont Cgalement des temps 
de retention identiques. 
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Fig. 4. Separation de quelques xanthines par CLHP. 1 = Cafeine (XII); 2 = theobromine (X); 
3 = dimithyl-1,7 xanthine (VIII); 4 = theophylline (VII); 5 = methyl-7 xanthine (IV); 6 = methyl-3 
xanthine (III); 7 = methyl-l xanthine (II); 8 = dimethyl-1,3 acide urique (,XVlI). Conditions chromato- 
graphiques: colonne de silice spherique Resolve 5 pm. Phase mobile: dichloromethane (A)-methanol (B) 
+ 1% d’ammoniaque. Gradient avec 3% de B dans A pendant 8 min, augmentation en 17 min jusqu’a 50% 
de B dans A selon la courbe 7. Debit 1 mlimin. Detecteur UV a 273 nm. 
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Fig. 5. Separation de l’ensemble des molecules par CLHP en phase inverse. 1 = acide urique (XIV); 
2 = hypoxanthine (XIII); 3 = xanthine (I) + methyl-9 xanthine (V); 4 = methyl-3 acide urique (XV); 
5 = dimithyl-3,9 xanthine (XI); 6 = methyl-7 acide urique (XVI); 7 = methyl-8 xanthine (VI); 8 = methyl-7 
xanthine (IV); 9 = dimethyl-1,9 xanthine (IX); 10 = methyl-3 xanthine (III); 11 = methyl-l xanthine (II); 
12 = dimethyl-I,3 acide urique (XVII); 13 = theobromine (X); 14 = dimethyl-1,7 xanthine (VIII); 
15 = theophylline (VII); 16 = cafeine (XII). Conditions chromatographiques: colonne PBondapak. Phase 
mobile: solution aqueuse de phosphate monopotassique 0,05 A4 (A) -methanol-phosphate monopotassi- 
ques 0,05 M SO/SO (B) (pH 4,5). Gradient de 5 a 30% de B en 4 min. Debit 2,5 ml/min. Detectem UV a 273 
nm. 

Chromatographie de partage avec appariement d’ions (Fig. 7) 
Dans cette technique, les ordres d’elution sont modifies par rapport a la meme 

technique sans utilisation de contre-ion. Deux molecules ne sont pas separees, ce sont 
dans ce cas les methyl-8 et methyl-3 xanthines. Dans toutes les techniques, les temps de 
retention sont reproductibles. Le coefficient de variation est compris entre 0,2 et 2,1% 
selon les molecules. 
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Fig. 6. Separation de l’ensemble des molecules par CLHP en phase inverse. I = Acide urique (XIV); 
2 = hypoxanthine (XIII); 3 = xanthine (I) + methyl-9 xanthine (V); 4 = acide methyl-3 urique (XV); 
5 = dimtthyl-3,9 xanthine (XI); 6 = methyl-7 acide urique (XVI); 7 = methyl-8 xanthine (VI); 8 = methyl-7 
xanthine (IV); 9 = dimethyl-1,9 xanthine (IX); 10 = methyl-3 xanthine (III); 11 = methyl-1 xanthine (II); 
12 = dimethyl-I,3 acide urique (XVII) + thebromine (X); 13 = dimethyl-1,7 xanthine (VIII); 

14 = thtophylline (VII); 15 = cafeine (XII). Conditions chromatographiques: cartouche Nova-Pak Cis 
a compression radiale. Phase mobile: solution aqueuse de phosphate monopotassique 0,05 M (A)-methanol 
(B). Gradient de 3 a 15% de B dans A. selon la courbe 6. Debit 2 ml/min. Detecteur UV a 273 nm. 
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Fig. 7. Separation de l’ensemble des molecules par CLHP en phase inverse avec appariement d’ions. 
1 = Dimethyl-3,9 xanthine (XI); 2 = hypoxanthine (XIII); 3 = xanthine (I); 4 = acide urique (XIV); 
5 = methyl-7 xanthine (IV); 6 = methyl-3 xanthine (III) + methyl-8 xanthine (VI); 7 = methyl-l xanthine 
(II); 8 = methyl-9 xanthine; (v); 9 = methyl-3 acide urique (XV); 10 = theobromine (X); 11 = methyl-7 
acide urique (XVI); 12 = dimethyl- 1,7 xanthine (VIII); 13 = dimithyl-1,9 xanthine (IX); 14 = thdophylline 
(VII); 15 = cafeine (XII); 16 = dimethyl-1,3 acide urique (XVII). Conditions chromatographiques: 
cartouche Nova-Pak Cls a compression radiale. Phase mobile: solution aqueuse de phosphate de 
tetrabutylammonium 0,005 M(A)-methanol (B). Gradient de 8 a 30% de B dans A selon la courbe 7. Debit: 
2 mlimin. Detecteur UV a 273. 
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La chromatographie de partage en phase inverse a permis d’etudier un plus 
grand nombre de molecules que la chromatographie d’adsorption. L’emploi d’une 
colonne a compression radiale n’a pas ameliore la resolution des pits, par rapport 
a l’utilisation d’une colonne classique. 

Cependant, la mise en jeu du phenomene d’appariement d’ions a modifie l’ordre 
d’elution de certains composes et peut done permettre de confirmer des identifications 
dtlicates et tout particulierement de siparer xanthine et methyl-9 xanthine qui ont le 
mime temps de retention dans la technique classique proposee. 
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