
275 

Journal of Chromotography, 382 (1986) 275-279 
Biomedical Applications 
Elsevier Science Publishers B.V , Amsterdam -Printed in The Netherlands 

CHROMBIO, 3290 

Note 

Determination simultanee de l’acide hippurique et des acides o-, m -, 

p -mCthylhippuriques urinaires par chromatographie liquide 

C. LACROIX* et F. INGER 

Laboratoire de Biochimie, Centre Hospitalier G&&-al, 55 his, Rue Gustave Flaubert, B.P. 24, 
76083 Le Havre Cedex (France} 

et 

S. MENAGER et 0. LAFONT 

Laboratoire de Chimie Organique, Centre de Pharmacochimie du MadNet, Faculte’ de 
Me’decine et de Pharmacie de Rouen, Avenue de l’Univereit& 76800 Saint Etienne du 
Rouvray (France) 

(Requ le 22 mai 1986; manuscrit modifie rep le 13 juin 1986) 

Les xylenes ou dim&hylbenzSnes comprennent trois isomeres: o&ho, 
m&z, paru. Leur melange, obtenu par distillation des goudrons de houilles ou 
h partir des p&roles, constitue le xylol. Ce compose renferme 4.5 B 70%de m- 
xylene, 15 B 20% de p-xylene et 10 $ 15% d’o-xylkre, mais contient aussi 
differenti contaminants comme le tolubne et le benzene. De m$me le toluene 
peut exister sous une forme plus ou moins purifiee et cornporter dans sa com- 
position du xylbne et du benzene, Apres leur inhalation, toluene et xyldnes 
subissent une oxydation donnant respectivement l’acide benzoi’que et les acides 
o-, m-, p-toluiques. Ces acides se conjuguent alors si la glycine pour aboutir 
aux principales formes d’Qlimination urinaires de ces solvants, l’acide 
hippurique (AH) at les acides o-, m-, p-methylhippuriques (o-, m-, p-AMHs). 
En pratique, il est intkressant de quantifier simultanement ces metabolites afin 
d’ktluer l’exposition et les risques encourus par le personnel durant son travail 
[I, 21. 

Differentes methodes ont Qte proposees pour le dosage &par6 ou simultane 
de ces prod&s: des methodes spectrophotomktriques [ 1, 31, colorim&riques 
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apr& cbromatographie sur papier [ 41, fluorimdtriques [ 51, par chromatographie 
gazeuse [6, 7 1, chromatographie liquide (CLHP) [S-lo] ou isotachophorese 
WI. 

Si la separation de 1’AH et de l’o-AMH ne pose g&e de difficult& en CLHP 
il n’en est pas de mGme pour les isom&es meta et paru. Une premiere approchi 
a ete rapportee par Sugihara et Ogata [9] qui utilisent la derivation d’un extrait 
urinaire par la bromoacetophenone, technique necessitant un temps de mani- 
pulation assez long. La mise en evidence des propri&s des cyclodextrines 
(CDs), soit apr&s greffage sur la silice [ 121 soit en solution dans la phase mobile 
[ 131, a permis la separation de composes chimiquement voisins. Sakai et al. 
[ 101 ont mis 6 profit ce pro&de et solutionne le probleme de la resolution de 
ces deux formes. Toutefois l’emploi de p-CD comporte quelques inconvenients: 
une perte de charge elevke, des risques non negligeables de colmatage du fritte 
d’entree de colonne par formation de complexes d’inclusion peu solubles, 
provoquant ainsi des augmentations de pression et des variations du debit de la 
phase mobile. C’est pourquoi il nous a semble possible, compte-tenu des per- 
formances des colonnes actuelles et h l’aide d’un solvant ternaire, de realiser 
la separation de ces trois isomer-es. 

MATfiRIEL ET Ml?THODE 

Appareillage et conditions chroma tographiques 
L’appareil utilise comprend une pompe haute pression Type E.C. 93 

(Touzard et Matignon, Vitry-sur-Seine, France), une vanne d’injection Qquipee 
d’une boucle de 5 ~1 (Rheodyne 71-25, Berkeley, CA, Stats-Unis), un spectro- 
photombtre Uvikon 740 LC (Kontron, VQlizy, France) comportant une cuve de 
10 ~1 et raccorde h un enregistreur de Type BD 40 (Touzard et Mat&non). 

La colonne analytique employee est une Ultrasphere ODS (75 X 4,6 mm, 
3 Mm, Beckman Instruments, Berkeley, CA, Etats-Unis). Le solvant d’elution 
est constitub d’un melange ternaire d’acktate de sodium (10 mmol/l, pH 3) de 
methanol et de tetrahydrofuranne (90,5:7:2,5), circulant a un debit de 1,2 
ml/min sous une pression de 13 MPa. La detection se fait i 254 nm et la quanti- 
fication est basee sur la mesure des hauteurs de pits. 

Rkactifs 
Les solvants (tetrahydrofuranne, methanol) sont de qualite CLHP. L’AH 

est fourni par Aldrich-Chimie (Strasbourg, France). Les acides o-, m-, p-AMHs 
ont et& synthetises a partir des acides o-, m-, p-methylbenzoiques 
correspondants. Ceux-ci ont Qte transform& en chlorure d’acide par action du 
chlorure de thionyle, puis condenses avec la glycine, selon la technique d&rite 
pour l’acide hippurique [14]. La purete des composes obtenus apres 
recristallisation dans l’eau a 6th controlee par chromatographie sur couches 
minces. L’identite des produits a et& determinee par ‘H RMN dmso-d6 sur 
appareil Varian T60, la microanalyse CHN, effect&e sur microanalyseur 
Perkin-Elmer 240, a don& des r&&tats en accord avec la theorie i & 0,3%. 

PrbZe’vements, italonnage 
Les echantillons urinaires sont recueillis chez des ouvriers exposes aux 
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vapeurs de tolu&ne et de xylke, les urines tbmgins provienpent de patients 
hospitalis& depuis plusieurs jours, done a l’abri de toute exposition i ces 
solvants. Les kchantillons sont tout d’abord centrifuges (2000 g), diluCs au 
quart avec de l’eau distillee, puis filtr& sur Millex HV4 (0,45 ,um, Millipore, 
Saint-Quentin en Yvelines, France) et 5 ~1 sont finalement inject& dans le chro- 
matographe. L’Qtalonnage consiste en un m&mge des quatre acides de facon & 
obtenir des concentrations de 500 mg/l ou 1 g/l en chacun des compo&s. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

La Fig. 1 montre, $ une sensibiliti de travail identique, les chromatogrammes 
d’une solution &talon, d’une urine tkmoin et d’un Qchantillon surcharge. La 
1inCariti a Qtk verifike sur des urines auxquelles ont QtB ajoutees des quantitks 
d’AH et d’o-, m-, p-AMHs de faGon $ obtenir des concentrations allant respec- 
tivement jusqu’a 4 et 2,5 g/l. Les gammes aqueuses et urinaires sont super- 
posables pour les AMHs (y = 1,00x; r = 1,00) et par-alleles pour 1’AH (y = 
1,00x + 68,5; r = 1,OO) (compose endog$ne urinaire). 

La reproductibilit& intras&ielle, Qvalu6e entre 125 mg/l et 2 g/l pour les 
quatre produits, figure dans le Tableau I. Les limites de detection, compte- 
tenu d’un rapport signal sur bruit 4ga.l d 3, sont de 45 mg/l (AH), 30 mg/l (o- 
AMH) et 12 mg/l (p-, m-AMHs), valeurs compatibles avec une surveillance d’ex- 

Fig. 1. Chromatogramme illustrant la dparation des quake metabolites urinaires. (A) MBIange 
Btalon (H = AH 1 500 mg/l, 0 = o-AMH 6. 1 g/l, P = p-AMH i 500 mg/l M = m.AMH i 
1 g/l. (B) Urine d’un sujet non expos6 aux solvants. (C) Urine surchar& par les o-, m-, 
p-AMHs. 
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TABLEAU I 

BTUDE DE LA REPR~DUCTIBILITIZ 

Six determinations par niveau. 
I 

Concentration Coefficient de variation (a) 

(me/I) 
AH o-AMH p-AMH m-AMH 

2000 198 195 2,3 197 
1000 2,9 2,8 138 234 

500 4,4 2,8 5,7 877 
250 3,1 3,4 296 4 

125 2,9 10 5,l 498 

TABLEAU II 

CONCENTRATIONS URINAIRES EN AMHs CHEZ DES OUVRIERS MANIPULANT DES 
XYLfiNES PURS (SUJETS 1 A 4) OU DU XYLOL (SUJETS 5 A 8) 

N.D. = non d&ect& 

Sujet Concentration (me/l) 

o-AMH m-AMH p-AMH 

1. N.D. 104 23 
2. N.D. N.D. 48 
3. 51 73 N.D. 
4. 46 32 N.D. 

5. 52 104 202 
6. 72 126 262 
7. 64 153 226 
8. 49 63 167 

position au toluene et xylene. A titre d’exemple, Ogata et collaborateurs 
[2,15] donnent des concentrations urinaires de 2390 mg/l (m-AMH), 2500 mg/l 
@AMH), 900 i 1400 mg/l (o-AMH) pour des expositions chez des volontaires 
de respectivement: 100 ppm de m- et p-xyltnes pendant 7 h et 100 ppm d’o- 
xylene durant 3 h. Dans le Tableau II sont indiquees, a titre d’exemple, les 
valeurs d’AMHs obtenues 6 l’occasion de la surveillance de deux populations 
ouvrieres differentes. La partie superieure (sujets 1 h 4) rkmie des concentra- 
tions urinaires trouvees chez des travailleurs affect& au remplissage en plein 
air, de citernes par des solvants varies et notamment des xylenes purs. Dans 
la partie inferieure (sujets 5 B 8) figurent des valeurs obtenues chez les 
employ& d’une fabrique de peintures utilisant du xylol. Dans les deux cas, les 
taux urinaires montrent I’existence d’une impregnation, m6me si elle reste peu 
Blevee, et cela malgr6 le travail i l’air libre pour les uns ou la ventilation des 
locaux pour les autres. 

Le choix d’une colonne de courte longueur (75 mm) et de fine granulometrie 
(3 pm) permet de reduire de facon appreciable le temps d’analyse. Pour obtenir 
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une resolution comparable sur une colonne plus classique (Zorbax ODS, 5 pm, 
250 x 4,6 mm, DuPont de Nemours) il suffit d’utiliser la mGme phase mobile 
au mGme debit. La selectivite (a) passe de 1,07 (Ultrasphere) a 1,05 (ODS) 
mais le temps d’elution triple (20 min au lieu de 7,5) ce qui constitue un 
handicap important pour un d&pi&age d grande Qchelle. 

CONCLUSION 

La methode proposee permet sur un Bchantillon urinaire dilue et filtre de 
s&parer les principaux metabolites temoins d’une inhalation de toluene ou de 
xylenes. Or la separation des AMHs, metabolites de ces derniers, apparait 
absolument necessaire si l’on veut effectuer une surveillance correcte du 
personnel expose a ce type d’intoxication et ce pour trois raisons differentes: 
(1) La toxicite des xyldnes n’est pas identique. Il convient done d’en 
determiner l’impregnation respective. (2) Les Qchantillons urinaires peuvent 
e^tre d’origines variees et recueilles apr& exposition au xylol s’il s’agit, par 
exemple, de fabrications de peintures ou aprds l’utilisation d’un xylene pur 
dans le cas d’une industrie chimique. (3) L’absorptivite molaire des trois 
isomeres h 254 nm n’est pas identique. Un pit unique pour un melange des 
formes m- et p-AMHs entrainera une lourde erreur de quantification. 

Par ailleurs, l’elution rapide des composk (7,5 min) autorise un debit 
d’analyses important compatible avec la surveillance du personnel i l’echelle 
d’une entreprise industrielle. 
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