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DOSAGE DE LA CHOLINE EN SPECTROPHOTOMETRIE
ULTRAVIOLETTE

par

JEan-Louls DELsAL. *

En précipitant le chlorure de choline, en milieu isopropanol
par une solution de sel de Reinecke dans I'isopropanol et en dissol-
vant le reineckate de choline, aprés lavages, dans le méthanol, il est
possible de doser a 310mu de 20 a 60 pg et a 235mu de 5 a 40 ug
de chlorure de choline dans 10 ml de méthanol.

Le principe du dosage colorimétrique de la choline, préci-
pitée par le sel de Reinecke, a été donné par F. J. R. Beattie (1).
Les lectures a 525mu permettent de titrer de 100 a 500 ug de chlo-
rure de choline par millilitre d’acétone.

Cette méthode a été transposée dans l'ultraviolet par R. J.
Winzler et E. R. Meserve (2) et par Petlersen (3). Le chlorure de cho-
line est précipité en milieu aqueux et le reineckate de choline est
dissout dans l’acétone. A 327myp. on peut titrer de 5 & 25 ug de chlo-
rure de choline par millilitre d’acétone.

Lorsqu'on veut doser la phosphatidylcholine et déterminer
le rapport: phosphore/choline, on dispose pour le dosage du phos-
phore, d’'une méthode trés sensible permettant de tilrer de 0,5 2 4 pg
de phosphore dans 4 ml de n-butanol (4), soit au maximum 1 pg
de phosphore par millilitre. Pour le dosage de la choline il serait
utile d’avoir Ia méme sensibilité et de pouvoir doser, avec la méme
précision, un maximum de 5 ug de chlorure de choline par millilitre.
Or la méthode a 327my ne permet pas une telle sensibilité,

* C. R. Ac. Sc. 1957, 244, 2855 2858.
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Nous montrons qu'on peut obtenir ce résullat 4 condilion de
faire la précipitation du chlorure de choline en milieu iscpropanol
et non aqueux et de dissoudre le reineckate de choline dans le mé-
thanol et non dans l'acétone.

Précipitation de la choline. — D. Glick (5) a montré que le
reineckate de choline élait moins soluble dans le n-propanol ue dans
les autres solvants. Nous avons trouvé que lisopropanol dissout
encore un peu moins de reineckale de choline. Or I'isopropanol peul
dissoudre 10 mg de sel de Reinecke et 13 mg de chlorure de choline
par millimilre. On peut donc précipiter {a choline en milieu stricte-
ment isopropanol. Dans ces conditions la solubilité du reineckate de
choline est minimum, ce qui apporte un trés grand avantage en mi-
croanalyse. Celle méthode de précipitation trés sensible donne, avec
1 ug de chlorure de choline, un précipité lacilement visible en éclai-
rani le tube laléralement et en I'examinant sur fond noir. Celle réac.
tion est 20 fois plus sensible que celle de Florence.

Lavages du reineckate de choline. — Ils sont eflectués avec
des solutions saturées de reineckate de choline dans l'isopropanol et
dans I'éther. Ces solutions de moins de 24 h seront centrifugées avant
emploi.

Dissolution du reineckate de choline. — L’acétone est ici un
trés mauvais solvant pour la spectrophotomélrie en ullraviolet, puisqu’a
327mp. il absorbe trés fortement: 4°/, de transmission sous 1 cm.
Il en résulte que celte longueur d’'onde ne correspond pas du tout au
minimum d’absorption du reineckate de choline. Par contre, le mé-
thanol controlé par voie spectrale qui dissout a plus 20° par millilitre,
un poids de reineckate de choline correspondant a 175 pg de chlorure
de choline absorbe peu dans l'ultraviolet: 80°/, de transmission a
235my et 96°/, 4 310mw. pour une cuve dc 1 cm d’épaisseur,

Spectres d’absorption du sel de Reinecke et du reineckale de
choline dans le méthanol et I'isopropanol. — Une solalion de sel de
Reinecke ou de reineckate de choline dans le méthanol a un spectre
d’absorplion dans T'ultraviolet (210 a 350mp) présentant denx
maxima & 235 et 310mp. A et deux minima a 220 el 256mp. Il est
donc possible, avec le méthanol, de faire les leclures & 235myu (sen-
sibilité maximum) ou 4 310myu (sensibilité réduile de 30 9/.).

Le spectre du sel de Reinecke ou du reineckate de choline
dans l'isopropanol présente également deux maxima d’absorption a 236
et 312myu ¢t deux minima a 220 et 256my.

Il en résulte que le spectre est celui de l'ion reineckate et
que le lavage du reineckate de choline par la solution salurée de



DOSAGE DE LA CHOLINE 23

reineckate de choline dans l'isopropanol devra étre effectué avec soin
pour enlever l'excés de sel de Reinecke.

Ajoutons que ces speclres se modifient au cours du temps,
la densité oplique a 235 et 310mp diminue réguliérement jusqu'a la
disparition totale de ces deux maxima. Il est donc indispensable d’uti-
liser pour la précipitalion des solutions fraiches de sel de Reinecke
dans l'isopropanol et pour les lavages des solutions salurées (ayant
moins de 24 h) de reineckate de choline dans l'isopropanol et dans
I'éther. :

Technique du dosage. — Aprés hydrolyse de la phosphatidyl-
choline, élimination des acides gras et dissolution de la choline dans
I’éthanol absolu selon la mélhode de P. Fleury et H. Guitard (6), on
verse quantitativement l'extrait éthanolique dans un tube a centrifuger
conique de 12 ml. On chasse I’éthanol sous vide, 4 une température
inférieure a 45°, et dissout la choline (20 a 60 pg) dans 0,5 ml d’iso-
propanol purifié. On ajoute 1 ml de solulion fraiche de sel de Reinecke,
recristallisé, dans l'isopropanol (1 mg/ml, cenlrilugée avant emploi).
La précipitation. du reineckate de choline est immédiate. Aprés 1 h
a la température du laboratoire on centrifuge et décante le surnageant
a la pipette capillaire. On verse lenlement 1 ml de solution saturée de
reineckate de choline dans l'isopropanol le long des parois du lube
a centrifuger. On met le précipité en suspension et centrifuge. On dé-
cante et lave les parois du tube avec 1 ml de solution saturée de
reineckate de choline dans I’ether. On remet le précipité en suspension,
centrifuge et décante. On le dissout ensuite dans 10 ml de méthanol,
Aprés un repos de 30 mn, a l'obscurité, on ellectue les lectures a
310mp. avec un speclrophotomélre, cuves cn quartz de 1 em d’épais-
seur, contre un blanc de mélhanol. Pour le calcul, on se reportera a
la droile obtenue en traitant, dans les mémes conditions, des quanti-
tés variables d’'une solution de chlorure de choline (recristallisé deux
fois et séché sous vide en présence d’anhydride phosphorique) 4 100
pg par millilitre d’isopropanol. La limite maximum est de 6 ug de
chlorure de choline par millilitre de méthanol et, malgré cette faible
teneur, la précision est de £ 1,5¢/,, On peut évidemment augmenter
la sensibilité en dissolvant le précipité dans 3 ml de méthanol au lieu
de 10 ml.

En faisant les lectures & 310my on perd en sensibilité, mais
on gagne en précision par rapport aux lectures failes a 235myu, celles-
ci restant pourtant utilisables pour de plus faibles teneurs en chlorure
de choline (5 a 40 pg). Par rapport au dosage 4 327mu dans l'acé-
tone celle méthode est 3,3 fois plus sensible a4 310my et 4,7 fois plus
sensible & 235mp. A 310mp ce dosage est 30°/, moins sensible que
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les méthodes de H. D. Appleton et col. (7) et D. J. Kushner (8) pré-
cipitant la choline sous forme de périodure (instable) et faisant les
lectures a 365mux dans le dichlorure d’éthyiéne. A 235myu il est aussi
sensible et il a l'avantage de précipiler la choline sous f[orme de
reineckate stable, en solution méthanolique, pendant au moins 1 h.
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