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146. Dosage polarographique indirect de la scopolamine (11) 
par P.-E. Wenger, D. Monnier e t  H. Schmidgall. 

(5 IV 5 2 )  

Certains alcaloldes, la scopolamine en particulier l),  clonnent un 
saut catalytique qui rend possible, dans des conditions ddtermides, 
un dosage approximatif. Les polarogrammes, en effet, ne pr6sentent 
pas une bonne reproductibilitt5; d’autre part, les sauts se produisent 
a des potentiels superieurs 8, 1 volt. 

Par contre, les nitro-dt5riv6s se preterit particulihrerrtent bien 8, 
l’examen polarographique, aussi avons-nous essay6 de soumettre la 
dinitro - 2 ,4  -scopolamine au p olarographe. 

Conditions de fravait: 0,07 g de bromhydrate de scopolamine sont nit& par 5 em3 
d’acide nitrique concentr6, selon la methode donnBe It la page 1192/1193. 

Nous avons fait deux series de determinations polarographiques iL des p H  diffbrents 
afin d’6tablir les meilleures conditions de travail. Les solutions tampons utilisBes sont : 
tampon de pH 4,7: 7,71 cm3 de Na,HPO, 0,2-m., 12,29 em3 d’acide acBtique 0,l-m.; 
tampon do pH 9 (Soerensen): borax + HCl. 

Kous avons prBparB les solutions suivantes: 
1. 1 em3 d’une solution eontenant 0,07 g de scopolamine nitrBe dans 50 em3 est 

additionnB de 5 em3 du tampon de pH 4,7. On compliste h 10 em3 avec de l’eau bidistillee. 
2. 5 em3 de la solution tampon de pH 4,7 sont eompl6tes iL un volume de 10 em3 

avec de l’eau bidistillee (solution tBmoin). 
3. 1 om3 d’une solution contenant 0,07 g de scopolamine nitree dans 50 em3 est 

additionne de 5 em3 de tampon pH 9. On complhte It 10 em3 avec de I’eau bidistillbe. 
4. 5 em3 de tampon pH 9 sont compl6tks It un volume de 10 em3 avec de l’eau 

bidistillke. 
Travaillant It de grandes sensibilitks, nous avons Btabli le polarogramme du tampon 

seul (solutions 2 et  4) et nous avons pu constater qu’au pH 4,7 la courbe de la solution 
tampon se superpose It la courbe de la scopolamine nitrBe, rendant de ce fait impossible 
la mesure du saut de celle-ci, saut situB entre 0,4 et  1 volt. Les sauts provoquBs par le 
tampon sont dus It l’oxyghe encore present dans la solution. Ces sauts se trouvent It des 
potentiels de 0,3 et 1 volt. Pour Bliminer complktement les traces d’oxyghe dissous, il 
faudrait prendre des precautions spkciales e t  ne pas se limiter au simple passage d‘un 
courant d’hydrogkne dans la solution pendant 10 min. 

Par contre, il est possible de mesurer le saut dii It la rBduction du nitro-d6rivB au 
pH 9, car h ce pH, l’oxyg8ne en petite quantitB ne g6ne pas. Nous avons alors: 

Ex = 0,74 v.; h = 27 mm; i = 2,28pa. 
Toutes nos recherches ont 6tB executees It 18O, au polarographe Sargent XXI avec 

une cuve h, Blectrode I gouttes de mercure. Avant chaque polarogramme, noiis avons fait 
passer dans nos solutions un courant d’hydrogkne durant 10 min., afin d’bliminer la plus 
grande partie de l’oxyghe dont les sauts trop aceentub gbneraient notre dosage. 

Nitration: Une quantitB determinee de bromehydrate de scopolamine est traitBe 
par 5 em3 d’acide nitrique concentrB (d = 1,4). La solution se colore en brun par suite 
de la mise en libertB de brome. Aprks elimination du brome, la coloration jaune persistante 
passant h l’orange en milieu alcalin est It l’appui de la formation de derives nitrBs. Le 
volume est reduit it environ 1 em3 au B. M., on dilue alors avec de l’eau bidistillbe. Le 

l) Kzrkpulrik, Quart. J. Pharm. Pharmacol. 19, 526 (1946). 
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pH de la solution ainsi obtenue est compris entre 1 et  2. On neutralise avec de la potasse 
caustique jusqu’B p H  6,8 ou 12 et on complkte le volume B 50 cm3 avec de I’eau bidistillbe. 
Cette solution est conservBe pour les essais polarographiques. 

Essais de reproductibilite‘ de la courbe polarographique: Effectuant des nitrations 
sur des prises de 0,05 g de bromhydrate de scopolamine avec 5 em3 d’acide nitrique con- 
centre dans chaque cas, nous obtenons A partir des quatre solutions prkparees, comme il 
vient d’6tre dit (solution 3), des polarogrammes dont les resultats sont donnkes ci-dessous. 

I i (pa) I 1,08 I 1,11 1 1,10 I 1,12 I 

conc.HNO,(en%d’ac.conc.) 

. . . . . . . .  
i e h p a .  . . . . . . . . .  
h e n  mm.  

Ces resultats montrent une bonne reproductibilitk, I’intensitB moyenne du courant 
des quatre sauts Atant 1,10 pa, l’erreur ne dhpassant pas & 2%. 

Essais de stabilitd: Nous avons constate que le compose nitre Btait stable au pH 6,8 
pendant au moins 48 heures (il est bien entendu que la polarographie s’effectue n6an- 
moins au pH 9). Par contre, si le derive nitrk est abandon& au pH 12 pendant quelques 
heures, les courbes obtenues ensuite au pH 9 montrent une Bvolution dans le processus 
rkactionnel (tableau I), ce qui nous laisse supposer que la dinitro-2,4-scopolamine se 
transforme, par une resction lente, en un pseudo-acide. Nous essayerons d’ailleurs de 
confirmer l’existence de ce phenomene par une Btude logarithmique des courbes. 

Tableau 1. 
0,0008 g de scopolamine soit 1,82*10-4 mol. Sensibilite 0,015. 

tempsen h . . .  0 3 5 8 21 26 47 62 
hauteur e n m m  . 57 63 67 70 77 83 78 83 
i e n p a  . . . . .  0,85 0,94 1,OO 1,05 1,16 1,23 1,17 1,23 

Influence de la concentration de l’acide nitrique sur la nitration: Afin de determiner 
la concentration minimum d’acide nitrique nkcessaire iL une nitration complete (pour 
rendre la mhthode de dosage plus sblective), nous avons nitre des quantitk3 constantes 
de scopolamine par de l’acide nitrique de concentration variable. 

C’est ainsi, par exemple, que des prises de 0,05 g de scopolamine sont trait& suc- 
cessivement par 5 cms d’acide nitrique de 10 B 100% (do I’acide concentrk du commerce). 
Aprh  concentration au b. m., les solutions sont alcalinishes par la potasse jusqu’B p H  6,8 
et  les volumes complktes B 50 cm3. 

Les caracteristiques des polarogrammes obtenus it p H  9 sont consignees dans le 
tableau 2, d‘oh il ressort clairement que la concentration minimum en acide nitrique 
nkcessaire B une nitration compkte est voisine de 50%. 

Tableau 2. 
0,001 g de scopolamine soit 2,29.1Op4 mol. Sensibilitk 0,015; pH 9. 

100% 50% 45% 40% 35% ------ 
~----- 

1,11 1,11 1,02 0,78 0,47 0,12 0,oO 

74 74 68 52 31,5 

La question de savoir si B concentration plus faible, une prolongation du temps 
de nitration ou une Blkvation de la temperature pourraient nBanmoins conduire B une 
nitration complete n’a pas 6tk Btudike. 

Remarquons encore que pour un acide B 10% la nitration n’a pas lieu, ce qui pour- 
rait permettre la separation de la scopolamine d‘une substance plus facilement nitrBe. 

Courbe d’dtalonnage: Pour 1’8tablissement d’une courbe d’etalonnage donnant la 
hauteur des sauts polarographiques en fonction de la concentration en scopolamine, des 
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quantites variables d’alcaloide ont 6 th  nitrees, comme dejit vu, par 5 em3 d’acide ni- 
trique concentr6. 

1 em3 de chaque solution pre5par6e comme indique a la page 1192 est additionn6 de 
5 em3 du tampon de pH 9 et complete5 it 10 em3 par de I’eau bidistillbe. Ces diffkrentes 
solutions sont alors polarographibes. Les valeurs obtenues (tableau 3) montrent que 
la hauteur des sauts est bien proportionnelle & la concentration du produit. D’autre part, 
nous avons vu (voir page 1193) que les hauteurs restent constantes pendant 74 h. Nous 
avons travail16 avec des quantitbs de 0,0002 a 0,0018 g dans 10 em3. Comme il est pos- 
sible d’effectuer la polarographie sur des volumes 5 fois plus petits, la quantit6 minimum 
dosable est de 0,00005 g dans 2 ema de solution (50 y) .  L’erreur maximum sur 0,0002 g 
de scopolamine est de f 0,000012 g. Dans toutes les mesures, le potentiel est pris par 
rapport B la surface de mercure qui joue le r61e de l’anode. 

Tableau 3. 

g/lO em3 
I 

molarite 1 sens. 1 h en mm 

I 1 

0,24 
0,67 
1,11 
1,605 
1,83 
2,04 

i en pa IC5 en volts 

0,67 
0,68 
0,71 
0,74 
0,76 
0,83 

0,0010 
0,0014 0,015 
0,0016 3,66. 10-4 0,015 
0,0018 4,12.1OP4 0,015 

Nous avons Btabli uno autre courbe d’6talonnage avec une solution du nitro-d6rivC 
portke B p H  12 par addition d’hydroxyde de potnssium. Nous avons alors remarqu6 une 
Cvolution en fonction du temps (voir ci-dessous), Bvolution qui s’arrhte apres 24 heures 
environ, ainsi qu’il est visible dans le tableau 4. 

Tableau 4. 

16 
45 
74 

107 
122 
136 

lcopolamine 
g/lO cm3 

10 
22 
35 
57 
74 
87 

118 

0,00015 
0,0003 
0,0005 
0,0008 
0,0010 
0,0012 
0,0016 

0,15 
0,33 
0,52 
0,85 
1,11 
1,30 
1,77 

molarit6 

3,44.10- 5 

6,84.10-5 
1,12.10- 4 

132.10-4 
2 , ~ .  10-4 

3,66.10-4 
2 , 7 4 ~ 1 0 - ~  

sens. 

0,015 
0,015 
0,015 
0,015 
0,015 
0,015 
0,015 

courbe 1 

- 
33 
53 
83 

106 
129 
171 

i (Pa) 

- 

0,495 
0,795 
1,245 
1,590 I 
1,940 

courbe 2 

Si l’on fait le polarogramme immediatement aprBs la preparation de la solution, 
on obtient exactement la m6me courbe qu’au p H  6,8. L’kvolution ne s’arratant qu’apr8s 
24 h. e t  n’6tant pas brusque, nous pouvons supposer Btre en prksence d‘un Bquilibre 
entre les formes nitro e t  aci (voir page 1193). Au pH 12, avec le temps, cet Bquilibre se 
ditplace vers la forme aci. En Btudiant la courbe 1, on peut penser, &ant donne sa forme, 
que le saut obtenu est dii, non pas & une seule reaction, mais it la superposition de plu- 
sicurs r6actions. 

La courbe 2, par contre, effectuee a p e s  24 h., montre une certaine r6gularit6, ce 
qui nous laisse supposer qu’une seule forme est ici soumise la r6duction. L‘augmen- 
tation de la hauteur des sauts est de 
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L‘allure de la courbe d‘btalonnage de la solution pr6alablement portke au pH 12 
pendant 24 h., puis ramenhe au pH 9 pour la d6tcrmination polarographique, montre 
qiie la sensibilite est dans ce cas beaucoup plus grande, mais cet avantage est compenei! 
partiellement par la dur6e de l’analyse. 

Etude Zogarithmiyue : Le saut polarographique d’une substance 
est represent6 par la fonction: 

0,0591 E=Et---- log 1 n in-i ’ 
oh E = potentiel en volts. 

E) = potentie1 de demi-onde en volts. 
n = nombre d’klectrons participant b la &action. 
i = courant de diffusion au potentiel E, en pa. 
id  = courant de diffusion max., en pa. 

Pour pouvoir calculer n par cette formule, il faut que la reaction 
soit reversible. Lors de reactions irrhersibles, cette expression math& 
matique permet cependant de se rendre compte si la reaction est 
simple ou eomplexe. 

Si done en portant les valeurs du log[i/(id-i)] en abscisses et  
celles de E en ordonnhes, on obtient une droite, nous n’avons probable- 
ment qu’une reaction, la superposition de deux ou plusieurs reactions 
conduisant a une droite brisee. 

Nous avons Btudie tout d’abord trois solutions conservees au 
p H  6,8, dont les caracteristiques apparaissent dans la figure 1. 

Ainsi que nous pouvons le voir, il doit exister dans ce eas au 
moins deux rkaetions. E n  effet, les droites AB, BC; A‘ B’, B’ C’: 
A”B”, B”C”,  montrent bien une brisure en B, B’ et B”. D’autre part, 
les diffkrentes droites calculees pour des concentrations variables 
restent paralleles les unes aux autres. 

Nous avons 4tudiB de la m6me faqon trois courbes au pH 12, 
a p r h  stabilisation des solutions, soit apres 24 heures. Les resultats 
sont port& dans la fig. 2. 

Fig. 1. Fig. 2. 

La fig. 2 montre que nous avons unerdaction quiprovient probable- 
ment de la reduction de la forme aci, seule existant dans ces conditions. 

Nous tenons b remercier la Maison Hoffmann-Lw Roehe qui nous a airnablement 
fourni les alcalo%ies n6cessaires a ces recherches. 
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SUMMARY. 

The nitration of scopolamine under various conditions has been 
studied. The compounds derived from this nitration give perfectly 
well formed polarographic waves the height of which is directly 
proportional to the concentrations of the corresponding solutions. This 
allows the establishment of a standardization graphic. The behaviour 
of these nitrated derivatives a t  various p H  has also been studied. 
There exist in equilibrium two tautomeric forms: the “nitro”- and 
the ‘( aci”-form; a t  pH = 12, after 12 hours, only one form (the 
“ aci ”-form) subsists. 

The smallest amount of substance that can be estimated in this 
way is 50 y ,  with a precision of & 10%. For an amount of 200 y 
the error is decreased to & 6%. 

Laboratoire de Chimie analytique et de Mierochimie de 
1’Universitd de Genbve. 

147. Phosphorylation biologique de la thiamine ’) 
par F. Leuthardt et H. Nielsen. 

(7 IV 52) 

La lemre, les bactbries et les tissus animaux contiennent des 
enzymes capables de phosphoryler la thiamine. Euler d3 Vestinn) ont 
observe que le pouvoir de ddcarboxylation, vis-8-vis de l’acide pyru- 
vique, d’une poudre de levure de bikre, augmente lorsque cette 
dernikre est incubbe en presence de thiamine, de phosphate mindral 
et ci’aeide adenosine-triphosphorique (A.T.P.). Goodhart & ~S’ilzclair~), 
Timber4) et Ochoa d? Peters5) ont btudib le mdcanisme de la phosphory- 
lation dans les tissus d’animaux. OchoaO) a trouve que le foie, ainsi 
que la muqueuse intestinale et le cerveau contiennent un systkme 
phosphorylant actif. 

Les interprbtations donnees aux rbsultats obtenus ont souleve 
un certain nombre d’objections. Diffdrents auteurs ont travail16 avec 
des concentrations en thiamine assez considerables. Dans ces con- 
ditions, l’augmentation de la ddcarboxylation que l’on observe en 

l )  Ce travail a Bt6 rBalis6 avec l’aide de la Fritz Hoffmann-La Roche-Stiftung zur 
Forderung wissenschaftlicher Arbeitsgemeinschaften in der Schweiz. 

2, H .  V .  Euler & R. Vestin, Naturwiss. 25, 416 (1937). 
3, R. S. Goodhart & H .  M .  Sinclair, Biochem. J. 23, 1099 (1939). 
4, H. Tuuber, J. Biol. Chem. 123, 499 (1938). 
5 ,  S. Ochou & R. 9. Peters, Nature 142, 356 (1942). 
G ,  8. Ochoa, Biochem. J. 33, 1262 (1939). 


