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CONTRIBUTION A L'ETUDE DE LA TOXICOLOGIE
DU TRICHLORETHYLENE

I. DOSAGE DANS LES MILIEUX BIOLOGIQUES

PAR

RENE FABRE et RENE TRUHAUT
Du Laboratoire de Toxicologie de la Faculte de Pharmacie de Paris

L'Utude de la toxicologie du trichlorethylene,
CHCl-CCI2, constitue, du fait de 1'extension
toujours croissante des emplois de ce solvant
(extraction des graisses, dissolution des peintures
et vernis, degraissage des pieces metalliques,
nettoyage a sec des etoffes, etc.) un probleme
d'hygiene industrielle de grande actualite. Par
suite de l'utilisation depuis quelques annees, de ce
d6riv6 chlore de I'acetylene comme anesthesique,
une telle etude est devenue egalement fort impor-
tante dans le domaine therapeutique. On avait
cru tout d'abord qu'il s'agissait d'un produit
depourvu de toxicite. C'etait Ila l'opinion d'Ullmann
(1928) et aussi de Trillat (1937) dans son rapport
au conseil superieur d'hygiene publique de France.
Des 1915, toutefois, Plessner (1916) avait decrit
plusieurs cas d'intoxication chronique et Brezina
et Teleky (1921a, b, 1922) indiquaient que son action
prolongee exercait un effet nocif sur l'organisme.
De fait, de 1914 a 1931, 284 cas d'intoxication,

dont 25 mortels, furent releves en Allemagne par
Stuber (1931) (202 intoxications aigues, et 82
intoxications chroniques). En Angleterre, l'Inspec-
tion du Travail releva de 1923 a 1935 39 cas
d'intoxication, dont trois mortels.
En France, Carrieu (1927) signala, en 1926, cinq

cas mortels auxquels Vallee et Leclercq (1935)
ajouterent un sixieme en 1935.

Depuis cette epoque, le trichlorethylene a con-
tinue, dans tous les pays, a provoquer des accidents.
It n'est pas etonnant, dans ces conditions, que les
toxicologues et les hygienistes lui aient consacre
de nombreuses recherches. Elles ont conduit a
preciser entre autres les transformations subies dans
l'organisme par ce solvant chlore. Barrett en
collaboration avec Cunningham et Johnston (1939)
reussit a montrer que, chez le chien, une partie au
moins du trichlorethylene etait transformee, suivant
un mecanisme d'ailleurs non elucide, en acide
trichlorac6tique:

CHCl = CCd2 CCd3 CO2H

trichlorethylene acide trichloracetique
qu'il isola sous forme de di (trichloracetate) de
piperazine. Powell (1945) demontra qu'il en etait de
meme chez l'homme.*
Dans l'intoxication par le trichlorethylene, it

faut donc, comme dans le cas de beaucoup d'autres
substances toxiques (Fabre et Truhaut, 1949)
rechercher et doser, non seulement le toxique intact,
mais encore le produit de son metabolisme.
Nos efforts ont tendu tout d'abord a etablir une

methode permettant de fa9on satisfaisante le dosage
successif du trichlorethylene et de l'acide trichlor-
acetique dans les produits biologiques. Son expose

constitue l'objet du present article. Dans une
prochaine publication, nous presenterons les resultats
que nous avons obtenus en I'appliquant a 1'etude
de l'intoxication experimentale aigue ou chronique
par le trichlorethylene.

Dosage du Trichlorethylene et de l'Acide Trichlor-
acetique dans les Produits Biologiques

Dosage du Trichlorethylene: Methode de R.
Truhaut (1951).-La technique comporte trois
phases successives.

Entrainement du Toxiquepar un Courant d'Air Chaud.-
Ce principe a et applique par l'un de nous (Fabre,
1944) au dosage, dans les milieux biologiques, de
solvants comme le benzene ou le sulfure de carbone
qui, en raison de leur grande affinite pour les lipides, ne

sont qu'incompletement separes par la vapeur

Tout r&eemment, Butler (1949) a indique que dans l'urine de
chien soumis a l'inhalation de trichlorethylene, on pouvait,
par hydrolyse acide a chaud, obtenir du trichlorethanol en
proportion plus importante que l'acide trichloracetique. D'apres
lui les deux metabolites pourraient deriver de l'hydrate de chloral
prealablement form6 a partir du trichlorethylene et l'on aurait, au
moins chez le chien, le schema suivant de transformation metabolique
du solvant

Trichlorethylene
i

Hydrate de chloral

Trichlorethanol Acide trichloracetique
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d'eau. La temperature du courant d'air doit etre de
50°, c'est-A-dire inferieure A celle provoquant la
coagulation des proteides du sang et des organes. Par
ailleurs, pour que la totalite du solvant volatil soit
entrainee, meme si l'on part de milieux tres riches en
lipides, il faut diviser finement le courant gazeux. Dans
ce but, on utilise l'appareillage special anterieurement
decrit (Fabre, 1944). L'echantillon de sang ou d'organes
exactement pese est introduit dans un tube -A d'environ
20 mm. de diametre, limite a sa partie inferieure par une
plaque de verre fritte B, sertie dans le tube. A la partie
inferieure de ce tube est soud6 un tube de tres faible
diametre (2 A 3 mm.) C permettant l'acces de l'air qui
devra traverser la plaque de verre fritte en fines bulles

dans le sang, il faut recueillir ce dernier sur fluorure
de sodium (0,05 environ pour 10 cm.3 de sang). On
dilue ensuite au demi avec de l'eau distillee. Pour
eviter la formation de mousse lors du passage de l'air,
il est bon, dans tous les cas, d'ajouter une goutte
d'alcool octylique ou un peu de suspension A 10 p. 100
de stearate de calcium dans l'huile de vaseline (I cm.3
pour 10 cm.3 de sang dilue au demi ou de suspension
d'organes).
Pour eviter l'interference de vapeurs de solvants

chlores pouvant exister dans l'atmosphere du laboratoire
ou est pratique le dosage, il est recommande de faire
pred6der le tube A d'une colonne G garnie de charbon
actif.

Fig. 1.-Appareil pour le dosage du trichlorethylene dans le sang et les organes.

gazeuses reparties sur toute la surface (Fig. 1).
L'ensemble des tubes A et C est plong6 dans un

thermostat maintenu A 500. La partie superieure du
tube A est reliee par rodage A deux barboteurs D et E
mont6s en serie; 10 cm.3 de pyridine sont introduits
dans le premier et 5 cm.3 dans le second et chacun
d'eux est plonge dans un cristallisoir contenant un

melange glace sel. A la suite sont plac6s un barboteur
de garde du type Maquenne F et un r6gulateur de
Jungfleisch, lequel est relie A une trompe a eau dont on

regle le debit grace A une pince de Mohr de faqon
qu'il passe une ou deux bulles seulement par seconde,
soit environ 10 litres par heure. L'entrainement
est poursuivi pendant 2 heures 30. La prise d'essai de
materiel biologique peut varier de 1 A 10 g. Quand
il s'agit d'organes, il faut proc6der au prealable a leur
pulpation en operant A basse temperature, de fagon a
eviter toute perte par volatilisation. La pulpe est ensuite
mise en suspension dans du solute physiologique (5
cm.3 pour 1 g. d'organe). Quand il s'agit d'un dosage

Captation du Trichlorethylene.-Les procedes proposes
anterieurement faisaient appel, soit a l'adsorption sur
charbons actifs ou sur silicagel, Fabre et Mlle. de
Belvata Balasy (1949), avec elution ulterieure A l'aide
d'un solvant convenablement choisi, soit a la dissolution
directe dans certains solvants, par exemple: I'alcool
ethylique (Barrett, 1936), le toluene (Habgood et Powell,
1945), ou l'anisol (Brain et Helliwell, 1949), etant
donne le m6canisme de la r6action coloree utilis6e,
dont le premier stade est la formation d'un pyridinium
par addition du compose halogen6 sur l'azote de la
pyridine (Truhaut, 1949), il nous a sembl6 logique
d'essayer de retenir le solvant chlore par barbotage dans
la pyridine remplacant ainsi les deux phases d'adsorption.
et d'6lution par une seule phase de captation. Pour que
cette captation soit totale, it faut monter deux barboteurs
en serie et surtout les refroidir, non pas seulement dans
la glace fondante mais dans un m6lange glace + sel.
La pyridine utilisee doit etre soumise a un essai a

blanc; certains echantillons de pyridine donnent en
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effet directement une coloration par chauffage avec une
solution alcaline. I1 faut, dans ce cas, purifier la pyridine
en la portant A l'ebullition au r6frigerant A reflux pendant
une demi-heure avec 1 /20eme environ de son poids de
potasse en pastilles et recueillant ensuite les fractions
qui passent a la distillation A 114-1150.

Dosage Photometrique.-Il est base sur la coloration
rouge violac&e que donne le trichlorethylene par chauffage
avec la pyridine en milieu alcalin (Bruning et Schnetka,
1934). Il faut se souvenir que des colorations analogues
ou voisines sont fournies dans les memes conditions
par divers composes halogenes et, en particulier, dans
la serie des solvants chlor6s, par le chloroforme, le
tetrachlorure de carbone, et le tetrachlorethane. Dans
un travail anterieurement publie, l'un de nous
(Truhaut, 1949), a la lumiere de resultats personnels et
de travaux anterieurs, a precise le m6canisme et les
limites de specificite de cette reaction coloree alcalino-
pyridinique signalee pour la premi6re fois par Fujiwara
(1914) dans le cas du chloroforme et consideree a
tort, a la suite de Ross (1923), comme specifique d'un
groupement trihalog6n6 R-C X3.

Elle a e appliquee par divers auteurs au dosage du
solvant chlore, soit dans les atmospheres (Barrett, 1936 ;
Brain, 1949), soit dans les milieux biologiques (Bruning
et Schnetka, 1934; Barrett, Cunningham, et Johnston,
1939; Barrett et Johnston, 1939; Habgood et Powell,
1945; Forssman et Ahlmark, 1946; Fabre et de
Balasy, 1949; Brain et Helliwell, 1949; Frant et
Westendorp, 1950).
Toutes ces techniques sont basees sur le developpement

de la coloration en phase hetrogene. Aucune ne nous
a donne entiere satisfaction, surtout A cause de l'in-
stabilite de la matiere colorante formene et de la pro-
duction, dans la couche pyridinique, d'une opalescencc
genant l'evaluation photometrique. Cet inconvenient
disparait en pratiquant la reaction suivant le mode
operatoire original, en phase homogene hydro-alcoolique,
preconise par Truhaut (1949), qui presente le double
avantage d'atteindre une sensibilite beaucoup plus
grande (ordre du y par cm.3 de pyridine) et d'augmenter
la specificite (le chloroforme et le t6trachlorure de carbone
ne genent que pour des doses relativement elevees).

Voici les details de la technique: on melange avec soin
Ic contenu des deux barboteurs. On preleve ensuite
5 cm.3 de solution pyridinique que l'on additionne de
I cm.3 de solution de soude A 1 p. 100 dans I'alcool A
950. On porte au bain-marie bouillant a 700 pendant
trois minutes exactement, on refroidit sous un courant
d'eau froide, on ajoute 3 cm.3 d'eau distillee et on
melange. Au bout d'une minute A une minute trente
secondes et sans attendre plus de trois minutes, on doit
effectuer la lecture photometrique car, A partir de la
troisieme minute, la coloration commence A decroitre
lentement. On se reporte ensuite a une courbe d'etalon-
nage obtenue a l'aide d'une solution pyridinique de
trichlorethylene de concentration connue. Voici celle
que nous avons etablie en utilisant le photometre de
Pulfrich avec ecran vert S 53 et cuve de 10 mm, la cuve
temoin etant remplie avec un m6lange de pyridine
(5 vol.) + solution alcoolique de soude a 1 p. 100
(1 vol.) + eau (3 vol.). On voit que, entre 0 et 200 y de

K

C,)
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Cl) I.1~~a
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40 80 120 160 200
CONCENTRATIONS DU TRICHLORETHYLENE EN 5 CM.3 DE PYRIDINE

Fig. 2.-Courbe d'6talonnage etablie pour le dosage du trichlor-
ethylene (Photometre de Pulfrich. Ecran vert S 53. Cuve de 10 mm.).

trichlorethylene dans 5 cm.3 de pyridine, la courbe est
une droite (Fig. 2).
Dosage de l'Acide Trichloracetique.-Cette methode

a et6 preconisee par Powell (1945), pour le sang et
appliquee aux organes par Fabre et de Balasy (1949).
La technique comporte deux phases: defecation du
residu provenant de l'entrainement A l'air chaud; et
dosage photometrique sur le filtrat de defecation bas6e,
comme celui du trichlorethylene, sur la reaction
developp6e par chauffage avec la pyridine en milieu
alcalin. La coloration differe un peu qualitativement de
celle fournie par le trichlorethylene et surtout elle se
d6veloppe moins rapidement. Aussi, faut-il operer
a la temp6rature du bain-marie bouillant et augmenter
le temps de chauffe.
Pour effectuer la def6cation verser sur un filtre le

r6sidu contenu dans le tube A entrainement. Prelever
une portion aliquote du filtrat, soit 5 cm.3. Defequer,
dans le cas de pulpe d'organes, par addition de 0 cm.3 5
de tungstate de sodium a 10 p. 100 et 0 cm.3 5 de
SO4H2N.

S'il s'agit de sang, la defecation demande une quantite
plus grande de r6actif et, pour le meme volume, il faut
ajouter 2 cm.3 de tungstate de sodium A 10 p. 100 et
2 cm.3 de SO4H2N. Filtrer.
Pour le dosage colorimetrique prelever 1 cm.3 de

filtrat et ajouter successivement 10 cm.3 de pyridine;
1 cm.3 de toluene; et, apres melange, 5 cm.3 de soude
A 35 p. 100. Agiter et porter au bain-marie bouillant
15 minutes en agitant fr6quemment.
Apprecier l'intensite de la coloration au photometre.

Se referer a une courbe d'etalonnage etablie au prealable
a l'aide d'une solution aquense titree d'acide trichlor-
acetique et, en tenant compte des dilutions successives,
en deduire la quantite d'acide trichloracetique contenue
dans le poids du pr6levement.
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Conclusions
Nous avons etabli une methode pour le dosage

simultane dans les milieux biologiques du trichlor-
ethylene et de l'acide trichloracetique. Apres avoir
entraine le trichlorethylene par un courant d'air
chaud et l'avoir capte dans la pyridine fortement
refroidie, on effectue un dosage photome'trique base
sur la reaction coloree alcalinopyridinique de
Fujiwara, sensibilisee et rendue plus specifique
grace a un mode operatoire original en phase hydro-
alcoolique homogene. L'acide trichloracetique
demeure dans le residu d'entrainement du trichlor-
ethylene et est dose separement apres defecation
tungstique par une technique photometrique derivee
de celle proposee par Powell dans le cas du sang.

English Summary
We have established a method for the simul-

taneous estimation of trichlorethylene and trichlor-
acetic acid in biological media. After having
driven off the trichlorethylene by a current of warm
air and having taken it up in pyridine which has
been kept very cold, photometric estimation is
carried out by the colour method of Fujiwara
employing alkaline pyridine, sensitized and rendered
more specific by an original method using a homo-
geneous water-alcohol phase. Trichloracetic acid
remains in the residue after getting rid of the

trichlorethylene and is estimated separately by
a photometric technique, after precipitation by
tungstic acid, derived from that proposed by
Powell and used for estimating trichloracetic acid
in blood.
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