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La nicotine et son metabolite, la cotinine, sont des indicateurs specifiques de 
l’exposition a la fumee de tabac. Pour cette raison, la mesure de ces composes 
dans certains compartiments biologiques a Qtk largement utilisee en tant 
qu’indicateur d’exposition au tabac pour la realisation de nombreuses enquetes 
epidemiologiques. 

Parmi les fluides biologiques humains qui peuvent etre aisement preleves sans 
causer de prejudice au donneur, l’urine presente l’avantage de pouvoir etre ob- 
tenue en quantite importante; condition necessaire pour la mise au point de la 
methode d&rite. 

Les techniques de mesure de la nicotine et de la cotinine les plus couramment 
utilisees font appel a la chromatographie en phase gazeuse (CPG) [l-3] ou a des 
techniques de dosages radioimmunologiques (DRI) [ 4,5]. Ces deux methodes de 
dosage ont fait l’objet d’importants travaux d’intercomparaison par plusieurs la- 
boratoires [6] alors qu’aucune methode de chromatographe liquide a haute per- 
formance (CLHP) ne semble encore Qtre utilisee pour des travaux de routine. 
Toutefois, quelques techniques mettant en oeuvre la CLHP ont et& experimen- 
tees [7-121 mais leurs performances ne semblent pas encore suffisantes pour 
concurrencer la CPG et les DRI. Aussi, les travaux realises dans le cadre de cette 
etude ont eu pour objectif d’abaisser les limites de detection de la nicotine et de 
la cotinine, d’effectuer, avant l’analyse chromatographique, une bonne separa- 
tion de ces composes des autres constituants de l’urine, d’eviter d’utiliser des 
techniques de purification prealables complexes ou delicates ?I mettre en oeuvre. 
De plus, le recours a l’emploi de colonnes chromatographiques h polarite de phase 
inversee pour la separation chromatographique a paru souhaitable pour traiter 
un grand nombre d’tkhantillons. Aucune des techniques actuellement connues 
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ne repondent a tous ces criteres. Certaines utilisent des methodes de separation 
longues et difficiles (colonnes de preconcentration, evaporation de solvants...) 
[ 89 1. Dans certains cas, les quantites de nicotine et de cotinine introduites apres 
traitement de l’urine, dans la colonne chromatographique sont faibles [7,9,11]. 
Enfin, l’analyse est parfois effect&e 21 l’aide de colonne de silice [ 8,111. 

Notons enfin que la nicotine et la cotinine on et& s&pa&es de l’urine en utilisant 
une technique qui avait & mise au point pour la mesure de ces composes par 
CPG et publike anterieurement [ 131. 

MATERIEL ET MaTHODES 

R&&ifs 
Nicotine: Merck-Schuchardt (Darmstadt, R.F.A. ); cotinine: Sarsyntex (Genay, 

France). Les solvants et autres produits utilis& sont de qualite pour analyses ou 
pour CLHP et sont fournis par Probabo (Paris, France) ou Merck (Darmstadt, 
R.F.A. ). 

Pre’paration des solutions &talon et de laphase mobile 
Des solutions concentrees de nicotine, cotinine et pyridine sont p&par&es en 

dissolvant 50 mg environ de chaque compose dans 10 ml de methanol. Une solu- 
tion diluee est ensuite obtenue en ajoutant 80 ~1 des solutions concentrees de 
nicotine et de cotinine h 840 ~1 d’eau distillee. Cette solution est utilisee pour 
realiser les surcharges de l’urine necessaires pour la confection de la courbe d’e- 
talonnage. Une solution diluee de pyridine est p&par&e en ajoutant 80 ~1 de la 
solution concentree de pyridine a 920 ~1 d’eau distillhe. La phase mobile est ob- 
tenue en melangeant 650 ml d’eau distillee, 290 ml de methanol, 40 ml de tampon 
acetate de sodium 1 M, pH 4,6 et 20 ml d’acetonitrile. Le pH de la solution est 
fixe a 6,40 par addition de triethylamine. 

Mate’riel 
CLHP: pompe Spectra Physics SP 8770 (USA.) (debit: 1,3 ml/min); ddtec- 

teur UV 254 nm Spectra-Physics SP 8300; passeur automatique d’echantillons 
Kontron MS1 T660 (Suisse); enregistreur Sefram (France); colonne (22 cm) 
RP-18 Spheri 5 Brownlee Labs. (U.S.A.); colonne de garde (3 cm) contenant la 
meme phase stationnaire. Agitateur Heidolph Top-Mix 94 323 (R.F.A. ). Centri- 
fugeuse Sorvall SSl (U.S.A. ). Tubes a centrifuger de 50 ml en polypropylene 
Inter Med Nunc (U.S.A.). Tubes en Pyrex: 16x 100 mm Corning (Angleterre). 
Colonne de filtration Baker-10 SPETM (U.S.A.) 6 ml, disque fritte 20 pm. 

Extraction 
Vingt cinq millilitres d’urine sont introduits dans un tube a centrifuger aux- 

quels on ajoute 100 ~1 de la solution diluee de pyridine (&talon interne ), 1 ml 
d’hydroxyde de sodium 5 M, 8,5 g de chlorure de sodium et 5 ml de chloroforme. 
Les tubes sont ensuite agites energiquement a l’aide d’un agitateur rotatif pen- 
dant 5 min puis centrifugks a 1000 g. Pour certaines urines, les quantites de phase 
chloroformique recueillies apres agitation et centrifugation sont trop peu impor- 
tantes. Dans ce cas, une nouvelle extraction avec 5 ml de chloroforme est effect&e. 
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La phase chloroformique est &par&e puis filtree sur colonne Baker dans des 
tubes en verre. La nicotine et la cotinine sont de nouveau extraites avec 1 ml 
d’acide phosphorique 0,05 M en agitant les tubes pendant 5 min a l’aide dun 
agitateur rotatif. Apres 10 min de repos, la phase acide est recueillie et introduite, 
avec 25 ~1 dune solution de phosphate tripotassique 0,5 M, dans l’un des tubes 
du passeur automatique d’echantillons. 

Etalonnage 
La courbe d’etalonnage est Qtablie h partir des hauteurs de pit mesurees apres 

surcharge de l’urine d’un non fumeur ne contenant pas de quantites detectables 
de nicotine et de cotinine, avec des solutions diluees de nicotine, de cotinine et de 
pyridine traitee dans les m&mes conditions que les echantillons d’urine a analyser, 

RfiSULTATS 

La Fig. 1 reproduit deux chromatogrammes, l’un de fumeur (A), l’autre de non 
fumeur (B). Les temps de retention de la nicotine, de la cotinine, de la cafeine et 
de la pyridine sont respectivement de 4,4,5,5 et 6,6 min (la cafeine est presque 
totalement elimin& lors des extractions effect&es avant l’analyse 
chromatographique) . 

La linearite de la courbe d’etalonnage a Bte verifiee pour des concentrations de 
10-4.000 ng de nicotine ou de cotinine par ml d’urine. Le seuil de detection (5 
fois le bruit de fond) est inferieur 2110 ng/ml d’urine pour les deux composes. 
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Fig. 1. (A) Chromatogramme d’urine de fumeur; pits: aznicotine (1250 ng/ml); b=cotinine (1200 
ng/ml); c = cafkne; d = pyridine (Btalon interne). (B) Chromatogramme d’urine de non fumeur. 
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Les coefficients. de variation calcul& A partir des rksultats de mesure de la 
nicotine et de la cotinine dans dix 6chantillons de la meme urine sont respective- 
ment de 1,65 et 1,‘71% (les concentrations de nicotine et de cotinine dans l’urine 
&ant de 1250 et 1200 ng/ml, respectivement; exemple, Fig. 1). 

DISCUSSION 

La mise en oeuvre de la technique d&rite fait appel B un appareillage CLHP 
courant. Cette technique pre’sente e’galement l’avantage de permettre une mesure 
simultane’e de la nicotine et de la cotinine. 

Les difftkentes phases de l’extraction de la nicotine et de la cotinine ne pr&en- 
tent pas de difficult& techniques: aucune concentration par &aporation est no- 
tamment nkessaire. Les rendements d’extraction sont dlevtk Ceux de la cotinine 
et de la pyridine sont trbs sensiblement augment& par addition de chlorure de 
sodium (de l’ordre de 43 et 34%, respectivement) alors que la prksence de chlo- 
rure de sodium n’a pas d’influence sur la quantitk de nicotine extraite. En opkrant 
une double extraction, alcaline puis acide, la puretb de I’Qchantillon est suffisante 
pour Qviter une d&&ioration rapide de la colonne, Qliminer de nombreux com- 
pods principalement ceux dont les temps de retention sont Aeve’s, et Bviter les 
interfbrences. L’ktalon interne utilise est t&s courant dans lea laboratoires et 
facilement extractible en milieu acide. 

La sbparation par CLHP est rapide (moins de 10 min) et les compos& sont 
nettement diff&enci&. L’utilisation pour la prhparation de la phase mobile, d’un 
tampon dix fois plus concentrb que celui pre’conis6 par Kyerematen ameliore la 
&solution des pits. En employant une phase mobile dont le pH a &k fix& B 6,40 
au lieu de 6,26, le temps de re’tention de la nicotine est plus e’levb, permettant 
ainsi d’isoler le pit de la nicotine dans une zone du chromatogramme non encom- 
b&e par les constituants de l’urine les plus rapidement &ks. 

En operant deux extractions successives, les composk & doser se trouvent 
fortement concent& (25 fois), abaissant ainsi les seuils de de’tection de la nico- 
tine et de la cotinine ii de faibles valeurs (moins de 10 ng/ml d’urine). Bien qu’en- 
core plus Blevks que ceux obtenus par CPG (1-5 ng/ml d’urine) et par DRI (0.5 
ng/ml d’urine), ils permettent nkanmoins de diffkrencier aiskment les fumeurs 
des non fumeurs. 

Les volumes d’urine nkessaires pour rkaliser ce dosage &ant relativement e’lev& 
(25 ml), il ne semble pas possible d’envisager une utilisation de cette technique 
pour la mesure de la nicotine et de la cotinine dans d’autres fluides biologiques 
humains. 

Le nombre d’echantillons d’urine qu’il est possible d’analyser journalikrement 
par cette m&hode CLHP et par CPG est comparable (25-30). En revanche,_dans 
le m&me temps, un nombre nettement plus important de DRI peuvent &re &a- 
Ii&s (80 par jour ) . 
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