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35. Dosage simultanb de la di-iodo-3,5-tyrosine, de la di-iodo-3,5- 
thyronine et de la thyroxine par nitration suivie d‘une reduction 

polarographique et par determination colorimktrique de l’iode liberb 
par D. Monnier et H. Keller 

(13 XI 61) 

I. Etude analytique de la nitration 
1. Introdwtiolz, Les procCd6s de dosage classique des produits hormonaux thyroi- 

diens portent sur la totalitk de l’iode organique, mais ils fournissent des r6sultats qui 
ne sont pas en accord avec les donnCes de la physiologie. On s’est alors efforcC de doser 
les acides aminks iodks par des mkthodes optiques (absorption dans I’UV., spectro- 
photomktrie de complexes colorCs, etc ) ou par polarographie, rnais ces mkthodes 
manquent en gkn6ral de pr6cision. La skparation par chromatographie est longue et 
ne permet pas toujours un dosage prkcis. Quant aux mCthodes biologiques qui ont 
l’avantage d’Ctre trBs sklectives et trhs sensibles (parfois trop), elles sont fort longues, 
peu prCcises et nkcessitent un matkriel biologique important. 

Nous nous sommes proposC de mettre au point un dosage sklectif de trois acides 
aminks iodCs parmi les plus importants: la di-iodo-3,5-tyrosine (I), la di-iodo-3,5- 
thyronine (11) et la thyroxine (111). Notre procCdC comprend une nitration de ces 
substances dans des conditions rigoureusement dkterminkes, la polarographie des 
mklanges nitrCs obtenus et une mesure colorimktrique de l’iode libkrC au cours de 
la rCaction. En jouant sur les propriCtCs des composCs obtenus, sur leur solubilitk et 
sur la quantitC d’iode libkrC 1, il est possible de doser ces trois acides en prksence les 
uns des autres dam un mClange. 

I 

I I I I1 

I 

HO- -CH,&H-COOH 
I I I11 

Une Ctude prkliminaire nous a montrC que, par Cbullition de deux heures avec 
HNO, 0 , 1 5 ~ ,  la thyronine se nitre aussi bien que la tyrosine. Dans les deux cas, la 
&action a parfois de la peine B se dkclencher mais des traces de nitrite suffisent dkjh 
B catalyser le phknombne qui devient alors parfaitement reproductible; les sauts sont 
dans ces conditions parfaitement dessinks et leur; hauteurs, proportionnelles A la con- 
centration, entre 1,7 - 1 0 - 3 ~  et 2,2 * 1 0 - 4 ~ .  

2. Comfiortement des acides aminb i o d h  I ,  II et III, tors de la .nitration. On observe 
dans les conditions de nitration prCcisCes ci-dessous, .un ddgagement diode pour I et 
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pour 111. On peut supposer que, meme lorsqu’on opbre avec de l’acide nitrique pur 
(0,15 M), il se forme de petites quantitks d’acide nitreux, probablement indispensables 
A la &action, consistant en l’introduction de groupes nitro en des positions occupkes 
par des atomes d’iode. Cette manihre de voir concorde avec la thCorie de la nitration 
par substitution nucldophile de ZAKN~). On peut expliquer le mCcanisme de cet effet 
catalytique par la thCorie klectronique d’ARNDT-EISTERT (voir thbse KELLER~)). 

ROCHE,), oTTAWAY4) et WAAKLES5) dosent les acides aminCs iodCs par colori- 
m6trie de l’iode IibCrC par traitement A l’acide nitreux. Bien que ces auteurs n’aient 
pas recherchC la nature des dCrivCs organiques obtenus, il s’agit sans doute de dCrivCs 
nitrCs identiques 

Im$ossibilitk d’ztne nitration sklective. Nous avons montrC6) que dans certains cas, 
il Ctait possible d’augmenter la sClectivit6 de la nitration en jouant sur la concentra- 
tion de l’acide nitrique (tyrosine-phknylalanine par ex., oh on peut arriver A nitrer 
la seule tyrosine). Or dans le cas des dCrivCs amin6s iodb  6tudiCs, et bien que la 
nitration de la di-iodotyrosine se produise dCja avec HNO, 0,051~1 et que la rCactivitC 
diminue de I A 111, on observe des phCnom6nes d’induction lors de la nitration de 
mClanges de ces acides, phknombnes qui ne permettent pas de rCaliser une nitration 
nettement sClective. 

Choix de la  concerttratiolz de HNO,. Pour une bonne sClectivit6 du dosage, cette 
concentration doit &re aussi faible que possible a condition toutefois que les solutions 
nitrCes obtenues donnent au polarographe des sauts reproductibles, proportionnels & 
la concentration, de hauteur suffisante et facile 5 mesurer. Ces hauteurs augmentent 
lorsqu’on passe de HNO, 0,05 M 5 0,15 ni, mais les sauts ne sont reproductibles et bien 
dessinCs qu’a partir de cette dernibre concentration. D’autre part, avec HNO, 0 , 1 5 ~ ,  
lorsque de l’iode est libBrC, sa quantitC est proportionnelle A celle des acides amin6s 
dont l’iode est libCrable. Une nitration avec HNO, 1 nr provoque une destruction de la 
molCcule, avec dCgagement de CO,, de HCN et de gaz nitreux. Les sauts sont moins 
grands pour la di-iodotyrosine, un peu plus ClevCs pour la thyroxine qu’avec HNO, 
0,15u. Lorsqu’on nitre par un m6lange NaN0,-H,SO, conc. par contre, les sauts 
diminuent beaucoup pour les trois acides iodCs, mais ils ne disparaissent jamais com- 
plbtement. 

Dans la suite de ce travail toutes les nitrations seront donc effectukes, sauf indi- 
cation contraire, avec HNO, 0 , 1 5 ~ ,  en prCsence de nitrite ii 1’Cbullition pendant 2 
heures. 

3. Etztde chrornatogrqbhiqzte des mklanges de nitration. - RLvklateurs. Lorsque les 
dCrivCs nitrCs se forment en des quantitCs relativement importantes, on obtient des 
taches jaunes, oranges ou rouges (taches figurCes en traits pleins verticaux dans la 
fig. l), directement visibles. Si on examine le chromatogramme en lumihre UV., les 
composCs nitrCs se masquent par des taches sombres qu’on fixe par la suite au moyen 
du rdactif d’EHRLICH. Ce dernier se compose de deux solutions qu’on fait agir succes- 

l) H. ZAHN, 2. physiol. Chem. 312, 186 (1958). 
2, H. KELLER, these 1333, FacultC des Sciences, Universit6 de Gcnhve 1961. 
3, J .  ROCHE, Biochem. biophys. Acta 7 ,  335 (1947). 
”) J .  H. OTTAWAY, Biochem. J. 68, 239 (1958). 
5 ,  T. P. WAALKES, Lab. clin. Med. 50, 733 (1957). 
6,  D. MONNIER & J. VOGEL, Helv. 42, 1672 (1959). 
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ceux qui se forment lors de la nitration. 
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sivement: une solution de SnC1, A 1 yo dans HC1 0 . 5 ~  (pulvCrisCe sur le chromato- 
gramme et sCchCe) et une solution de p-dim6thylaminobenzaldChyde P lo/, dans 
l’alcool SO%, 0,5% en HC1 (pulvCrisCe et sCchCe). On obtient des taches intenses 
jaunes, oranges ou rouges (figurkes par des traits pleinsverticaux dans la fig. 1). Quant 
aux acides aminCs non transform& et aux dCrivCs non dCsaminCs (nitrds ou non), on 
les rCvble par un traitement 8. la ninhydrine; ils donnent alors des taches violettes ou 
pourpres. Les traits horizontaux les caracterisent sur la fig. 1. Les taches marquCes 
par des traits horizontaux et verticaux correspondent aux substances 2 rdaction 
postive aux deux rkactifs, soit aux d6rivCs amin6s nitrCs. Les traits pointill& indi- 
quent que ces taches n’apparaissent que faiblement. 

a) Nitration de la tyrosine et de la di-iodotyrosifie. Nous avions dCjQ remarquC6) que 
la nitration d’acides aminCs comme la tyrosine ou le tryptophane dans les conditions 
ci-dessous donnait naissance 5 plusieurs composCs. Pour faciliter la mise au point de 
notre mCthode, il Ctait utile de connaftre la nature et les quantitCs relatives des subs- 
tances formCes lors de la nitration des acides I, I1 et 111. Nous avons rCsolu partielle- 
ment ce problhme grtice B la chromatographie ascendante sur papier WHATMAN no 1. 
N’ayant pas trouvC de renseignements concernant la chromatographie des d6rivCs 
obtenus par nitration des acides iodCs, nous avons d5 rechercher un solvant appropriC. 
L‘alcool butylique, la collidine, le phCnol et la pyridine ne conviennent pas; les taches 
se prksentent en trainCes allongCes et les skparations se font mal. Avec YCthylhe- 
glycol et le formiamide, les composCs se dCplacent avec le front du solvant. 

Notre choix s’est finalement port6 sur une mClange de 100 parties disobutanol 
et de 11 parties d’acide acCtique 2~ ; lorsque’il n’est pas possible de travailler en milieu 
acide, on remplace l’acide acCtique par de l’ammoniaque ZM. La chromatographie se 
fait entre 21” et 25” sur le mClange rCactionne1 obtenu B partir de 1 P 30 pg d’acide 
amid  iodC. 

Etzcde qwalitative. Dans un travail prCcCdent6), nous avions suppos6 que, lors de la 
nitration de la tyrosine par HNO, 0 , 1 5 ~ ,  il se formait plusieurs dCrivCs nitrCs, mais 
comme les hauteurs des sauts polarographiques Ctaient proportionnelles P la concen- 
tration initiale de cet acide amin6 et trbs reproductibles, nous en avions dCduit qu’un 
de ces dCriv6s s’y trouvait en quantitC tout Q fait preponddrante. 

Les chromatogrammes ci-dessus ne confirment pas cette hypothbse, car on voit 
(fig. 1 ; chromatogrammes 8, 9 et 10) qu’au moins deux dCriv6s s’y trouvent en quan- 
tit6 importante, dCrivCs que nous avons pu identifier avec la dinitro-3,5-tyrosine (Rf 
compris entre 0,04 et 0,06) et son analogue dCsaminC, l’acide dinitro-3,5-phCnyl- 
lactique (Rf 0,36 A 0,38). Pourtant cette derni&re tache est souvent trits Ctendue, 
elle est donc probablement constitude de plusieurs composCs. 

On observe parfois une tache correspondant Q la nitro-3-tyrosine au Rf = 0.16 et 
une autre au Rf = 0,78; cette dernibre n’a pu &re identifiCe de faqon certaine. Nous 
pensons qu’il s’agit d’un dCrivC nitre dont la chaine latCrale a Ct6 modifiCe profondk- 
ment, car cette msme tache domine toutes les autres quand on nitre avec HNO, conc. 

Les chromatogrammes 11 et 12 des produits de nitration de la di-iodotyrosine par 
HNO, 0 , 1 5 ~  sont simples; ils comprennent 2 taches, Sune au Rf = 0,04 (dinitro-3,5- 
tyrosine), l’autre dont le Rf est compris entre 0,34 et 0.36. Sa tache est donc placCe 
un peu plus bas que celle de l‘acide dinitro-3,5-phdnyl-lactique et se rapproche de celle 
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de l’acide dinitro-3,5-p-hydroxy-benzoique (0,36). De toute faqon ces chromatogram- 
mes sont tr& semblables A ceux des produits de nitration de la tyrosine, ce qui n’est 
pas Ctonnant puisque la di-iodotyrosine p-rd la totalitd de son iode au cours de cette 
nitration. Les rdsultats que nous avons obtenus sont tr&s semblables A ceux de ZAHN~) 
qui a CtudiC l’oxydation de la tyrosine par HNO, 2n1. Selon la tempbrature et la durCe 
de la rCaction il obtient la nitrotyrosine, la dinitrotyrosine, des phCnols nitrCs, 
l’acide dinitro-3,5-p-hydroxy-benzoIque, I‘acide dinitro-3,5-phdnyl-lactique, l’acide 
picrique, des benzalddhydes nitr6s et des composCs tels que l’acide oxalique, I’anhydride 
carbonique et l’acide cyanhydrique. 

Fig. 1. Etude  chromatogruphique des me’langes obtenus lors de  la lzitratiolz de la tyrosine et de In 

1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
7. 
8. 
9. 

10. 
11. 
12. 
13. 
14. 
15. 
16. 
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di-iodotyrosine 
Tyrosine. 
Di-iodotyrosine. 
Nitro-3-tyrosine. 
Dinitro-3,5-tyrosine. 
Acide dinitr0-3,5-phBnyl-lactique. 
Acide nitro-3-p-hydroxybenzoique. 
acide dinitro-3,5-p-hydroxybenzoique. 

Tyrosine nitrie par HNO, 0,15 M. 
(reflux 2 h) (3 essais). t 

} Di-iodotyrosine nitrie par HNO, 0 , 1 5 ~  et  HNO, 0,01~, 2 h & reflux (2 essak). 

HNO, 1 M 

HNO, 0,05 M 

HNO, 0,5 M 

HNO, 2 M 

HNO, 5 M 

Tyrosine nitrde 2 h S. reflux, avec HNO, ?i diverses concentrations i 
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Etztde quantitative des produits d e  nitration de la tyrosine nitrde. Afin de connaitre 
la proportion de chacun des composCs nitrCs, les taches ont CtC BluCes et 1’Cluat a 6tC 
polarographiC selon la technique suivante : 

On depose sur une bande dc papier chromatographique WHATMAN no 1 (de 50 mm sur 250 mm) , 
0.1 ml d’une solution des derives issus de la nitration de l’acide amink CtudiB dont la concentra- 
tion initiale doit &tre 6gale ou superieure 8. 1 0 - s ~ .  La bande est chromatographiec avec le me- 
lange isobutanol-acide acetique (v. p. 292) jusqu’i separation nette des taches (7 & 8 h). Puis on 
skche h l’air ct on dkcoupe les taches qui sont placCes dans un cntonnoir (forme microanalytique) 
e n  verrc fritte e t  on Blue en plusieurs fois au moyen d’une solution de NaNO, 0 . 1 ~  (6lectrolyte 
de base) et d’un tampon pH 5 (v. p. 308). Un schCma du dispositif est donne dans la These H. 
KELLER~) .  Lc volume total utilis6 doit &re de 2 ml. 1,’6luat cst directement introduit dans unr 
microcuve polarographique. 

Les produits de nitration de la dinitrotyrosine renferment, ainsi que le montre le 
chromatogramme de la fig. 1, la m$me quantitC (approx.) de dinitrotyrosine et 
d’acide dinitrophCnyllactique. 

tachrs 
llerives nitr6s chromato- 
tlr la tvrosinr graphiques 

Rf 

Dinitrotyrosinc . , . . . 0,04 

Acide dinitro- 0,36 

DBrivB inconnu 

nitrotgrosine . . . . . . 0,16 

ph6nyl-lactique . . . . . 0,38 

(2,4 dinitrophhol?) . . . 

courant de diffusion 
de la tachc BluCe 

0’ 
/n 

de la somnic 
des sauts 

en ,uX (lO-eA) 

4,4 I 14,O 
0,72 2.1 

26,4 77 

1 ,2  3,5 

somme des sauts . , . . . . . . . . . . 1 32.7 96,6 
saut de la solution nitr6c initialo . . . . 1 34,3 

n :’ 
/n 

de la solution 
initiale 

14,l 
4.3 

78,O 

3,6 

100 

b) Nitration de la thyronine, des thyronines iodhes et de la  thyroxine (f ig.  2). Les 
chromatogrammes des produits de nitration de ces composks sont beaucoup plus 
complexes que les prkckdents. Pour identifier les constituants des mdanges, nous avons 
cherch6 synthetiser un certain nombre des produits dont on pouvait supposer la 
formation (p. 308). Nous n’y sommes parvenus que partiellement. Nous n’avons pu 
obtenir une mononitro et une dinitrothyronine pures. Du reste l’absence de donnCes 
physico-chimiques A leur sujet aurait exigC une Ctude poussCe qui sortirait des cadres 
de ce travail. 

Le chromatogramme des produits de nitration de la thyronine prCsente une tache 
a Rf = 0,59, si on nitre ce composC A 30”. Avec HNO, 3 ~ ,  on obtient 2 taches trhs 
proches, Kf 0,14 et 0,17, mais qu’on ne peut diff6rencier chimiquement ; seule la tache 
0,14 rCagit avec la ninhydrine, r6vClant la prCsence d’un acide amink. Les deux taches 
donnent avec le rCactif ~‘EHRIJCH la coloration jaune propre aux composCs mono- 
nitrks. Donc nous sommes en prPsence de deux dCrivCs mononitrCs, l’un amin6, l’autre 
dCsaminC. 
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Quand on pousse la nitration plus loin en Blevant la tempbrature, la tache 0,14 
faiblit et disparait, la tache 0,17 par contre subsiste. D'autres font leur apparition, 
une tache orange B 0,31, une autre orange rouge B 0,07 et dans le m&me temps que 
cette dernibre, une tache 8. 0,64. Les produits de nitration de la thyronine par HNO, 
0,15 M B reflux pendant 2 h donnent des rCsultats analogues (fig. 2, chromatogrammes 
8 et 9). 

n ' 2  C 6 8 10 12 14 

de la thyroxine 
Fig. 2. Etude chronzatographique des milanges obtenus par nitration de la di-iodo-3,5-thyronine el 

1 thyronine 10 \ thyroxine nitr6e 
2 thyroxine 11 j solJtion complitte 
3 di-iodo-3', 5'-thyronine 
4 tri-iodo-3,3', 5'-thyronine 

thyronine 3 ~ ,  30°, 1 h 
nitrke 

7 par HNO, 3 M ,  70°, 2 h 
8 ] thyronine nitr6e, 2 h 
9 par HNO, 0,15~ 

nitration 
12 thyroxine solution acide 2 h 
13 thyroxine solution basique par HNO, 
14 di-iodothyronine nitr6e 0,15 M 1 301, 70". 1 h 15 di-iodothyroninc nitric 1 

Les chromatogrammes des produits de la nitration de la thyroxine (10 et 11) ne 
rcssemblent pas & ceux que fournissent la tyrosine et la di-iodotyrosine nitrCes. Avec 
HNO, 0 , 1 5 ~ ,  2 h 8. reflux, on obtient 4 taches, dont les Rf sont: 0,02, 0,91, 0,44 et 
0,55. Les deux dernihres sont les plus importantes. 

Les chromatogrammes des di-iodothyronines nitrkes et celui de la thyroxine nitrCe 
sont tr&s semblables. 

Interprt%atzon. Lors de la nitration (HNO, 0,15~,  2 h & reflux) la di-iodo-tyrosine 
(I) perd la totalit6 de son iode; dans les m&mes conditions, la thyroxine (11) n'en libbre 
que le 47 B 49%. I1 s'agit donc de savoir si, dans le cas de 111, les atomes d'iode en 
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3,3’, 5,5’ participent tous plus ou moins 2 cette reaction. En faveur de cette hypothese, 
citons l’hydroghation catalytique (Pt) de la thyroxine, rCalis6e par HARINGTON et 
RANDALL’) a la pression ordinaire et au cours de laquelle les 4 atomes d’iodes sont 
libCr6s sous forme diodure. D’autre part, ROC HE^) a montrC que la desiodation in 
vivo et in vitro porte indiffbemment sur l’iode en 3,3’, 5 et 5’. Pourtant certains faits 
nous ont contraints i abandonner cette hypothese. C’est ainsi que la nitration de la 
di-iodo-3,5-thyronine dans les conditions indiqukes ci-dessus ne dCgage pas d‘iode (2 
peine 5 2 6 % si on prolonge 1’Cbullition). Par contre, par une rCduction tr&s Cnergique 
on peut obtenir une minCralisation totale de l’iode. 

De ces considCrations et de l’examen des chromatogrammes de la fig. 2 on peut 
conclure que la nitration se limite aux positions voisines de la fonction OH. Ce sont 
les positions 3 et 5 dans la tyrosine, 3’ et 5‘ dans la thyroxine. Ainsi s’explique le fait 
que la di-iodo-tyrosine lib&re 100 yo de son iode, la thyronine, 50 yo, et la di-iodo-3,5- 
thyronine, 0 yo. Ce fait expkrimentalest confirm6 par les considkrations Clectroniques z). 
On peut donc admettre que les composCs n i t rb  de la cli-iodo-3,5-thyronine et de la 
thyroxine sont constituds, entre autres, par les trois composCs suivants : 

I 

N02y‘1-0LQ NH, 
OH-, -CH,~H-COOH 

I 
NO, di-iodo-3,S-dinitro-3,5-thyromne 

I 

NO,-<)-:<) O H  
OH\/ CH,-LH-COOH 

NO, acide [di-iodo-3, S-(hydroxy-4-dinitr0-3, S-phBnoxy)-4-phCnyl]-lactique 

I 

OH- o z - l ~ - ~ ~ [ ) - C O O H  

NO2 acide di-iodo-3,5-(hydroxy-4-dinitro-3,5-phBnoxy) -4-benzoique 

4. Etude polarografilzique des Produits rksultants de la nitration. - a) Rkduction 
$olarographique des dkrivb nitrks purs. Cette Ctude a CtC l’objet de nombreux travaux; 
citons ceux de PEARSON’), H O L L E K ~ ~ ) ,  L u N D ~ ~ ) ,  A S T L E ~ ~ )  et les n6tres6). 11 semble 
bien que le pH 5 soit Ie plus favorable, car alors la plupart des composCs donnent 
une vague unique parfaitement dessinCe, dont le El/, est de - 0,4 volt env. (- 0,15 
volt au pH 1 et - 0,68 volt au pH 11). Ouant au nombre d’Clectrons mis en jeu, les 
auteurs ne sont pas tous d’accord. Cependant L u N D ~ ~ )  qui a effectud des mesures de 
rCduction 2 potentiel contr614, remarque que les ortho-nitrophknols se rdduisent 
jusqu’au stade de l’amine (6 Clectrons mis en jeu), tandis que les mCta- et para-nitro- 

’) R. C. HARINGTOW &- C. RANDALL, Pharmarol. 2, .TO1 (1929) 
”) J. ROCHE, Biochem. biophys. .k ta  I ,  335 (1947). 
Q ,  J .  PEARSON, Trans. Farad. Soc. 44, 683 (1948). 
”) 1,. HOLLEIC, Z. Elektrochem. ,59, 531 (1055). 

11) H. I,ulvu, Acta chem. scand. 72, 1444 (1958). 
l a )  M. J.  ASTLE, J. Amer. chcin. SOC. 65, 239i (1943). 
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phhols donnent des hydroxylamines (4 Clectrons). Ces rCsultats concordent avec les 
n6tres. 

Dans le tableau I1 nous donnons une liste de composCs nitrCs avec la hauteur de 
la vague et la constante polarographique K. 

Remarques: a) A concentration molaire Cgale, lc courant de diffusion dcs d6rives dinitrCs est 
lc double de celui des d6riv6s mononitrCs. 

b) Les derives nitrks des phenols ne donnent, au pH 5, qu'un seul saut, si Ic groupcment 
nitro est en ortho (nitro-2-ph6nol et  dinitro-2,6-phCnol), clans les autres cas on a deux vagues. 
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Tableau 11. Rbductions polarographiques de dkrivbs mono- et  di-nitris 
(pH 5, tampon phosphate-citrate) 

~ ~~ 

Substances 

Ddrivds nzononitrds 
nitro-3-tvrosinc . . . . . . . . 

nitrate de nitro-3-tyrosinc . . . . . 

nitro-Z-ph6nol . . . . . . . . . . 

ac. n i t ro-3-hydroxy-4-hcnz~~qu~ . . 

l>bravis dinatrPs 
dinitro-3,j-tyrosint. . . . . . 

dinitro-2.6-phi.nol . . . . . . . . 

ac. dinitro-3,5-hydroxy-4-benzoique . 

prises 
ma 

14,7 
56,5 
97,2 

124,O 
56.5 
15,9 
36,t 
36,l 

134,5 
40,O 
40,O 
66,l 
34,s 
54,2 

109.6 
7O,5 
70,5 
91,5 

109,6 
109,6 

35.2 
35.2 
46,O 

116,3 
14,7 
92.0 
92,O 
92,o 
92,O 
57,O 
57,O 
57.0 
57.0 

136.8 
91,2 

114,O 
136,s 

conc, 
10-3 mol/l 

0,13 
0,25 
0,86 
1,lO 
0,50 
0,I.l 
0,25 
0,25 
0,93 
0,575 
0,575 
0,95 
0,50 
0,78 
0,12 
0,385 
0,770 
1,oo 
1,20 
0,60 

0,13 
0.26 
0.34 
0,86 
0.16 
0,25 
o,50 
0,75 
1 ,oo 
0 , l O  
0,20 
0,40 
0,50 
0,60 
0.80 
1,oo 
1,20 

courants dc 
diffusion 

& L A  

1 5 3  
3.08 

10.32 
13,09 

6 , O O  
1,32 

2,85 
2,88 

10,99 
7,13 
7,24 

12,35 
6,40 
9,98 
1,37 
4 3 4  
9,24 

11,3O 
13,20 
7,08 

3,15 
6.28 
7.99 

21,oo 
4,00 

12,6O 
18,75 
24.90 
2,32 
4,58 
928  

11,60 
14,40 
19,04 
23.60 
27,96 

6,ia 

11,5 
12,3 
12,0 
11,9 
12,0 
12,0 
11,4 
11,5 
11,8 
12,4 
12,6 
13,0 
12,5 
12.8 
11,4 
11.8 
12,0 
11,3 
11 ,O 
11,5 

23,2 
24,2 
23.5 
23.7 
25,3 
24,4 
25,2 
25,0 
24,9 
23,2 
22,9 
23,2 
23,2 
24,0 
23,5 
23.6 
23,3 
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Nos acides aminks iodis, donnent en general des produits nitr6s seulement en ortho par rapport 
8. l’hydroxyle ph6nolique, ces produits ne donnent donc qu’un saut. 

c) Pour un m&me pH les El/, sont tous trbs voisins ( -  0,370 i - 0,450 volt ECS), si bien que 
le plus souvent Ies courbes polarographiques se superposent dans les mClanges. 

d) Les derives mononitris; le nitrophenol e t  la nitro-3-tyrosine par exemple, donnent des 
maximums, ce qui n’est pas le cas pour les d6rivis dinitris. Les melanges de ces deux groupcs de 
composes nc: pr6sentent pas de maximum, les dCrivCs dinitr6s sont donc des tsuppresseursr de 
maximum, ce qui prdsente pour nos diterminations un avantage certain. On peut utiliser pour 
chaque groupe la m&me courbe d’italonnage, les chaines latkrales non aromatiques n’ayant dans 
nos conditions de travail qu’un faible effet sur le coefficient de diffusion. 

Dans la suite de ce travail, les nitrations se feront toujours avec HNO, 0 , 1 5 ~ ,  2 h 
A reflux, en prksence de petites quantitks de nitrite, et les polarogrammes, au pH 5 
ou Cventuellement 7. 

rc” 
28 

24 

20 

76 

12 

8 

4 

0 

0 

92 94 46 48 G* p -10-3 

Fig. 3 .  Courbes d’dtalonnages de rndlanges de ddrauds mono- et dinatrh de l’acide @-hydroxy- 
benzofque 

b) RLadon #olarographique d’zcn melange de dkrivks. QueIIe que soit la complexit6 
du mClange, on n’obtient qu’une seule vague (on distingue parfois sur 1’Ccran du polaro- 
graphe B rayons cathodiques une faible irrkgularitk de la courbe). Nous avons polaro- 
graphik un certain nombre de mClanges de dCrivCs nitrks (mononitrophknol et di- 
nitrophCno1, nitrophknol et thyronine nitrke, acides p-hydroxybenzoiques mono- et 
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dinitrCs entre eux ou avec des acides aminb nitrb). Dans tous les cas, le polaro- 
gramme n’est constitub que d’une seule vague parfaitement bien dessinCe, dont la 
hauteur est la somme des sauts des composants du mClange, A savoir env. 12 mA/mol/l 
pour les dCrivCs mononitrCs et 23 mA/mol/l pour les dinitrks. 

On trouve aussi une seule vague pour des melanges de dCrivds mono-, di- et tri- 
nitres. 

La fig. 3 montre une sCrie de droites qui sont des courbes d‘ktalonnage de mClanges 
d’acide nitro-3-hydroxy-4-benzo~que et d’acide dinitro-3,s-hydrox y-4-benzoique. En 
abscisses sont portCes les concentrations molaires totales; la droite infdrieure corres- 
pond au premier de ces acides, pris isoldment, la droite supbrieure, au second, et les 
autres droites correspondent A des melanges variables de ceux-ci. Ce graphique va 
nous permettre de comprendre pourquoi, bien que la nitration de la tyrosine, de la 
phbnylalanine ou des acides aminks iodCs donne des melanges complexes de dCrivCs 
nitrCs dont la concentration relative change quelque peu d’une opdration A l’autre, 
il est possible d‘6tablir des courbes d’Ctalonnage ou d’appliquer la mCthode de 1’Cta- 
lon interne. Nous avons effectuk une sCrie de nitrations de 18 mg de tyrosine et les 
concentrations resp. du dCrivC mononitre et du dCrivC dinitre ont CtC CvaluCes. On 
observe une variation max. de 10 yo dans la composition du mClange, les hauteurs des 
sauts Ctant proportionnelles au nombre de groupements nitro dans la molCcule, un 
mklange de 90% de dinitro et 10% de mononitro donne un saut propt. B 180 + 10 = 
190, un melange de 97% de dinitro et 3% de moninotro donne un saut propt. B 
194 + 3 = 197, soit une diffCrence max. de & l,S%. 

Rhduction polarographique des produits de nitration de la di-iodo-tyrosine. Les pola- 
rogrammes obtenus sont identiques B ceux que donne, dans les mCmes conditions 
(HNO, 0 , 1 5 ~ ,  faibles quantitks de nitrites, 2 h & reflux, polarographie Q pH 5) la 
tyrosine. Si on a soin d’6liminer totalement l’iode IibCrC par substitution, les deux 
courbes se recouvrent parfaitement (El/% = - 0,360 V (ECS)). La courbe d’Ctalonnage 
est donnCe 5 la p. 305. 

Rkduction polarographique des produits de nitration des iodothyronines, de la thyro- 
nine et de la thyroxine resp. Les diffkrences observCes dans les chromatogrammes entre 
les produits de nitration de la thyronine et ceux des iodothyronines se manifestent 
aussi au polarographe. 

NitrCe, la thyronine donne un saut Q - 0,390 V (ECS), le courant de diffusion est 
un peu plus faible que celui des ddrivCs dinitrCs purs. La nitration semble donc donner 
essentiellement des dCrivCs dinitrCs. 

La thyroxine ne perd lors de la nitration que la moitiC de son iode, tr& probable- 
ment comme nous l’avons vu, les atomes d’iode en 3’ et 5’. D’autre part, BoRRows13) 
et SIMPSON1*) ont montr6 que la thyroxine telle qu’elle donne par les 4 atomes d’iode 
des sauts polarographiques A des potentiels de - 1,20 B - 1,70 volt (ESC). Or, si les 
atomes diode en 3 et en 5 subsistent apr& la nitration, la molCcule nitrCe et iodCe 
doit se rCduire en deux temps, les groupes NO, d’abord et les atomes d’iode apr&s. 
Les polarogrammes effectuCs au pH 7 (ces dCrivks ne sont pas solubles en milieu 

lS) E. T. BORROWS, J.  chem. SOC. 95, 204 (1949). 
lo) G. K. SIMPSON, Riochem J 47, 116 (1947). 
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2 
2 

4 

acide), donnent en effet un saut A - 0,39 volt et un autre a - 1,50 volt, ce qui cadre 
avec les observations des auteurs citb. 

Quant a la di-iodo-3,5-thyronine, qui nitrCe donne un saut A environ - 1,50 volt, 
ses produits de nitration se comportent comme les dCrivCs nitrCs de la thyroxine, et 
ceci confirme l’hypoth&se que la nitration ne touche que l’iode fix6 sur le noyau aro- 
matique hydroxylC. 

Nos considCrations sont risumkes dans le tableau 111. 

Tablcau 111. Nitration des acides amine’s iodds I ,  I I  et III, libdration de l’iode et potentiel E1/2  
des sauts polarographzques 

2 
n 

2 

Compose nitre 
HNO, 0 , 1 5 ~  

2 h rcflux (nitrite) 

tyrosine . . . . . . . . 
thyronine . . . . . . . 
di-iodo-3,5-tyrosine . . . 
di-iodo-3,5-thyronine . . 

thyroxine . . . . . . . 

nombre d’atome 
d’iode 

dans 
la mol. libdre 

0 1 0  0 0 

sauts polarographiques 
((NO,)) reduction du grpupe nitro 
PI% reduction d’iodc 

1 saut #NO,# E 1/2 = -0,36 V 
1 saut eN0,r E1/2 = -0,37V 
1 saut @NO,, E 1/2 = -0,36 V 
2 sauts ciNO,n E 1/2 = - 0,39 V 

e t  *In E l / Z g  -1,50V 
2 sauts @NO,* E 1/2 = - 0,39 V 

ct  @In E 1/2= -1,50 V 

11. Separation de l’iode des derives nitrbs, et dosage de l’iode 
La mCthode de dosage que nous proposons est bade sur la nitration des acides I, 

I1 und I11 avec HNO, O J ~ M  2i l’Cbullition (2 h) en prCsence de nitrite, sur la determi- 
nation polarographique de dCriv6s nitr6s obtenus et sur la mesure colorimbtrique de 
l’iode lib6rC. Une skparation de l’iode est nbcessaire car, soluble dans la solution ni- 
trique raison de 5 - 1 0 - 3 ~  (ZOO),  il g$ne la dktermination polarographique, puisqu’il 
donne une vague a El/, = - 0,27 volt (ECS), voisine de celle des groupes nitro. 
D’autre part, on ne peut doser l’iode en prCsence de ceux-ci. La sCparation par 
rCduction de l’iode en iodure ne nous a pas donne satisfaction; nous avons donc 
recouru A. l‘extraction. Une sCrie de solvants ont C t C  CprouvCs. En tenant compte de 
la puretd des produits commerciaux, du coefficient de partage, de la volatilite et de 
I’intensitC de la coloration que les divers solvants donnent avec I’iode, nous avons 
choisi le benzene comme permettant le mieux une determination spectrophotomCtrique 
faite directement sur la phase organique. 

a) Skparatio9-z de t i o d e  de la so1.utio.n de nitration. I1 n’est pas recommand6 d’effec- 
tuer la nitration en prCsence du solvant organique pour plusieurs raisons: d’une part 
le point d’Cbullition est abaissC ce qui modifie les conditions de la nitration, d’autre 
part certains solvants rCagissent avec l’acide nitrique et les stabilisateurs qu’ils ren- 
ferment sont partiellement nitrCs. Enfin il est difficile de sCparer les phases aprb la 
nitration par suite de l’effet Cmulsifiant des composCs nitrCs. Le dispositif de la fig. 4 
permet d’effectuer simultanCment la nitration et la separation de l’iode par extrac- 
tion, sans contact direct entre solvant organique et milieu nitrant. Le benzhe rkpond 
a la plupart des exigences 6nonc6es plus haut, sauf en ce qui concerne la sensibilitC 
de la coloration (coefficient d’extinction molkculaire E = 435 A 519 mp). I1 peut &re 
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obtenu trks pur et son action sur I’iode est nulle, mCme apr& plusieurs mois de con- 
tact. Le coefficient de partage est de 88 et  les phases se &parent bien, m6me apr& 
nitration prolongde. Des rCsultats identiques ont CtC obtenus avec le toluhe et les 
xylknes. Par contre le chloroforme, le tCtrachlorure de carbone, le tri- et tktrachlor- 
Cthylhne ne conviennent pas. 

En A ,  on introduit 1’6chantillon avec 40 ml de HNO, 0 , 1 5 ~  et en B un volume connu, par ex. 
10 ml de solvant e t  4 ml d’une solution de NaNO, 0,l M; C est un r6frig6rant i reflux. La vapeur 
d’eau chargee d’iode barbote en B, I’iode se dissout dans le solvant, l’eau condensee rejoint la 
phase aqueuse ct  retourne par le trop plein dam le r6cipient A .  

( $ y @ + @ < i d @  - - - - nifr/@ue 

Fig. 4 .  Afifiareil de nitration et de shfiaratiova de I’iode libe‘vd 

b) Etude quantitative de la distillatiolz de I’iode. Afin d’Ctablir les conditions les 
meilleures d‘une sCparation de I’iode par distillation, nous avons d‘abord ef fectuC 
m e  sCrie d‘essais sur des solutions pures diodure de potassium de concentrations con- 
nues, oxydCe par l’acide nitrique en prksence de nitrite. Selon NATELSON & C U S T E R ~ ~ )  
l’acide nitreux doit &tre en excks; pourtant nous obtenons de t rk  bons resultats en 
introduisant dam le dispositif de la fig. 4, en B, 4 ml d’une solution de NaNO, 0 , l ~  
qui s’Ccoule goutte Q goutte au cours de la nitration. La rCaction est du reste dC- 
clenchCe par le premihre goutte et 99% de l’iode ont Ctk entrain& au bout de 15‘, 
pour des quantitCs d’iodure comprises entre 1 2 50 mg, d’iode. 

Afin de fixer les limites infdrieures d’iode susceptible d’&tre sCparC par ce procCdC, 
nous avons eu recours & l’iode 131 (solution de KISII Q 5 ,uc/ml et 5 10-l2 ,ug/ml). La 
distillation s’est effectude sur des prises contenant Q lo-* g d‘iode, soit 0,00001 
,ug & 100 pg. Les resultats sont donn6s dans le tableau IV. Pour 1 pg ,  les pertes sont 

15) P. NATELSON & J. CUSTER, Analyt. Chemistry 27, 1005 (1949). 
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48,3 
51,2 
31,9 
20,7 
18,2 
8,9 
4,4 
5,5 
- 

- 
- 

de 50/, environ, pour 10 pg elles sont nkgligeables. Si on dispose d’un indicateur 
radioactif de perte (iode 131), il est possible de distiller encore des quantites de l’ordre 
du nanogramme (10-9 g) et mCme moins. 

Tablr.au 1V. Oxydation d’iodzrre et distillation de l’iode, d parlir de solutions pures de KI 
marquies at6 131 I 

(acide nitrique 0 , 1 5 ~ ;  petites quantitgs de nitrite de sodium; 2 ml de solution d’iodure actif, 
contenant environ IO-llg d’iode) 

4,8 .10-12 
6,5 
4,05.10p9 
1,31.10-* 
2,31 
5,65.10-* 
5.5 .lop* 

34,9 .lo-* 
- 

- 

- 

I I pertes activitis en cps des solution6 d’iode (distillation) 

env. 30000 
1,27 . lop9 30000 
1.27 . lo-’ 29600 
6,35 . lo-* 31 200 
1,27 . lo-’ 31 000 
6,35 . lo-’ 31 000 

100 15500 51,7 
100 14700 48,s 
100 19950 68,l 
100 24700 79,3 
100 25400 81.8 
100 28200 91,l 
100 31160 95,6 
100 27980 94,s 
100 29900 99,5 
100 30800 99,s 
100 30300 99,7 

9300 31,O 
11100 37,O 
8300 28,O 
4000 12,s 
3700 12,O 
2200 7,1 
1040 3,2 

680 2,3 
55 0.2 

110 0,4 
70 0,25 

824 2.7 
1150 3,8 
320 1,l  
250 0,s 
280 0.9 
92 0,3 

260 0,8 
205 0,7 
90 0,3 
62 0,2 
40 0,l 

pertes totales 

Nous-avons aussi constat6 que si on rCduit les dimensions de l’appareil en utilisant 
un erlenmeyer de 40 ml au lieu de 250 ml et si on travaille sur 5 ml de solution au lieu 
de 40 ml, les pertes sont rCduites de 50%. 

c) Dosage de l’iode. Aprhs une sCrie d’essais au cours desquels nous avons CtudiC 
diffkrentes mCthodes de dosage: polarographie, gravimktrie, titrimktrie, ampCromCtrie, 
nous arrivons i la conclusion que Ie dosage colorimCtrique prCsente dans nos condi- 
tions de travail, le plus d’avantage. Peu utilisd, a tort selon SLOANE~~) ,  il est rapide 
et prCcis. 

Pour mettre au point cette mCthode, nous nous sommes inspirCs de celle de 
NATELSON & CUSTER~~) .  La densit6 optique est directement mesurke sur la solution 
benzknique du compartiment B, fig. 4, i laquelle on ajoute le benzhe de rinCage et 
de lavage en quantitd telle qu’on se trouve dans la meilleure partie de la courbe d’Cta- 
lonnage (fig. 6, courbe I), Ctablie pour des concentrations comprises entre 50 pg/ml 
et 1 mg/ml. Le principal inconvenient de cette dktermination colorimdtrique est son 
manque de sensibilitd (E = 560), qui ne permet pas le dosage de traces. La mdthode 
catalytique par contre est trbs sensible, mais selon BARKLEYl’), elle est peu reproduc- 
tible et trhs dklicate. De plus elle s’applique ma1 a notre cas, aussi avons-nous cherchC 

augmenter l’intensitk de la coloration. NATELSON & CUSTER15) ont montrk que le 

16) G. H. SLOANE, Biochem. J. 73, 8p (1959). 
1’) R.  A.  BARKLEY, Analyt. Chemistry 32, 154 (1960). 
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complexe 1, est utilisable pour un dosage colorimCtrique, et OVENSTONE la) ,  que ce 
complexe peut se former dans le chloroforme et le tktrachlorure de carbone. Mais 
comme ces solvants ne peuvent Ctre utilisks dans notre cas, nous avons kt6 conduit 
Q. Ctudier les possibilitks d’obtenir ce complexe en milieu benzknique. Or le KI ne se 
dissout ni dam le benz&ne, ni dans le mClange benzhne-alcool absolu. Pour que l’ion 
I; se forme il faut donc ajouter un peu d‘eau et de l’alcool pour obtenir une seule 

303 

Fig. 5 .  Spectre d’absor$tion d’iode dans le benzine 
I benzene pur + 100 pcg iodelml 

I1 benzene (8p), alcool 95% (Zp) + 13 pcg iode/rnl+4 rng K I/ml 
111 benzhne pur (sans iode) 

courbeEI 2 3 P 5 6 7 8 9 10 @I 
cwr6eIlOU 200 300 400 500 600 7UO BOO 900 fUOUf// 

Fig. 6.  Courbes d’dtalonnage colorimdtrique d’iode (appareil EPPENDORF, cuve 1 cm) 
I; iode dans benzene pur, longueur d’onde (Hg) 513 rnp 

11; iode dans benzene (8p) alcool95% (Zp), 4 mg KI/ml, longueur d’onde (Hg) 365 mp 

18) T. C. OVENSTONE, Analyt. chim. Acta 5, 123 (1951). 
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phase, et le rapport benzbne-alcool-eau doit &re soigneusement dCtermin6 de telle 
sorte que E reste constant, m6me si on fait varier quelque peu la concentration des 
constituants. Nous avons constat6 que l’alcool de 90 i 97% permet d‘obtenir des 
mClanges homogbnes riches en benzhne, contenant des quantites suffisantes d‘eau. 
Pour nos travaux nous avons toujours utilis6 l’alcool pharm. B 95-96%. Dans ces 
conditions la quantitC de KI est sans influence sensible sur la coloration s’il est en 
exds  suffisant. 

La sensibilit6 de la mdthode est env. 50 fois plus grande qu’avec le benzene seul. 
Les spectres d’absorption sont donnds dans la fig. 5, les courbes d’Ctalonnage sont 
reprCsent6es dans la fig. 6 ,  le mode opCratoire dCtaill6 se trouve en bas. 

111. Mode operatoire pour le dosage de la di-iodo-3,tj-tyrosine (I), de la di-iodo-3,5- 
thyronine (11) et de la thyroxine (111) 

Le procede est identique pour I, I1 e t  111. Une prise renfermant 3.10-a 8. 5.10-4 mole du 
compos6 B doser, ncutralisee le cas 6ch6ant (HNO, ou NaOH) est introduite dans un erlenmeyer 
de 200 8. 250 ml de l’appareil dc la fig. 4. Le volume est port6 8. 30 ml par addition deau  distillee 
(si la prise renferme la thyronine iodee et (ou) la thyroxine peu solubles dans lcs acides, on la 
dissout d’abord dans 1 B 2 ml d’une solution NaOH 0,l hi. En effet, la reaction de nitration est 
bcaucoup plus r6gulihre sur une suspension obtcnue par acidulation d’une solution alcaline). 
On ajoute 3 ml d’acide nitrique 201 et on porte & 40 ml par de l’eau distill&, quelques morceaux 
de pierre ponce regularisent 1’6bullition. En B (fig. 4) on introduit 4 ml de nitrite de sodium 
0,l M, puis 7 i 10 ml de benzene. La surface de sdparation entre les phases doit se trouver B quel- 
que 2 cm du coudc infdrieur e t  le nitrite ne doit pas s’ecouler avant le debut des operations. 

On place le rbfrigdrant sur  l’appareil e t  on porte B l’ebullition pendant 2 h. La reaction se 
diclenche des que la premi6re goutte de la solution dc nitrite tombe dans A .  AprEs 2 h on laisse 
refroidir en evitant un retour de l’cdu du siphon €3 dans l’erlenmeyer A ,  car clle est saturee de 
benzene et d’iode. 

Dosage de l’iode. On separe la phase aqueuse dc la solution benzenique. Si la concentration 
d’iode dans cettc derniere phase est t r k  grande, on lave la phase aqueuse 2 B 3 fois avec du ben- 
zene pur, puis on determine la densite optique de la phase benzenique 8. 519 mp, par rapport 8. 
une solution de benzene pur (fig. 6 ,  courbe I).  Si la coloration rouge-violet n’est pas perceptible 
B l’ceil nu, on ajoute B 8 ml de la solution benzdnique d’iode, 2 ml d’une solution alcoolique 
(alcool95%) de K I 2%. La densite optique est mesuree 8. 366 mp, par rapport 8. une solution 
renfermant 8 ml de benzene pur et 2 ml de la solution alcoolique d’iodure de potassium B 2.1”. 
T,a courbe d’dtalonnage est donnee dans la fig. 6 (courbe 11). 

Dosage poiavographique des indlanges de ?&ration. I1 se fait sur la solution de l’erlenmeycr 
aprbs distillation dc l’iode. Si cette solution n’cst pas limpide, c’cst-8-dire si l’echantillon contient 
de la di-iodothyronine ou de la thyroxine, on filtre (ou centrifuge) apres avoir refroidi la solution 
B 2” ou 3” pour diminuer la solubilite, ct on lave deux fois avec tres pcu d’eau glace‘e, acidul6c 
?L l’acide nitrique 1 e 3 M  env. 

Le filtrat (ou la solution initiale s’il n’y a pas de pricipiti) est introduit dans un ballon dc 
50 ml, on neutralise avec XaOH 20% ct on complete au trait de jauge par de l’eau distillee. On 
obtient ainsi la solution e m ,  pr&te pour la polaxographie, lc XdNO, constituant 1’8lectrolyte de base. 

Le prGcipit6 Gventuel est dissous dans 25 8. 35 ml de NaOH 0,liu. On obtient une solution 
rouge-orange qu’on porte au pH 8 par addition de HNO, 2~ et  qu’on complete 8. 50 ml par dc 
l’eau distillee. On obtient ainsi une solution ~ b s .  On pr6leve 5 B 8 ml des solutions #a)) et ~ b o ,  
on ajoute 2 ml d’une solution tampon phosphatclcitrate pH 5 en dav et  un tampon phosphate 
pH 7 cn tb ,  (v. p. 308) et  on porte les dcux solutions A 10 ml par addition d’eau distillde. On 
chassc l’oxygenc par barbotage d’azote purifid, pendant 10 min, stabilise la temp6rature 8. 22’ 
par cxemple, e t  polaxographie (caractdristiqus de l’appareil v. p. 308). On mesure les sauts polaro- 
graphiqucs, dont les E se situent 8. - 0.38, - 0,50 et - 1,40 volt (ECS). Si on prend commc 
electrode de reference le mercure du fond de la cuve, les potentiels se deplacent d’environ - 0.1 5 
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volt. On determine les quantit6s des acides aminks iodes sur les courbes d’etalonnages donn6es 
k la fig. 7 ou par la methode de Yetalon interne. 

La di-iodotyrosine donne un seul saut tr&s bien dessink k - 0,SO volt environ, et on recupere 
dans le benzkne, 98 k 99% de l’iode total. Les rdsultats pour une serie de dosages sont donnCs 
dans le tableau V et  dans la fig. 7, courbe I. L’erreur standard a Bt6 calculee pour la constante 
polarographique K. 

5 

Fig. 7. Courbes d’dtalonnages des produats de la ni trat ion des acides I ,  11 et  I l l  
di-iodo-3,5-tyrosine (courbe I) 
di-iodo-3,5-thyronine (courbes I1 a, I1 b, et I1 b,) 
thyroxine (courbes IIIa, IIIb, e t  IIIb,) 

Sauts polarographique de la solution *a$ -0,4 V) et  dc la solution tbn 
(deux sauts: - 0,4 V et El/,= - 1,4 V) 

Lors de la nitration, la di-iodothyronine donne un prkcipite, dont le polarogramme aprBs filtra- 
tion et mise en solution (solution tb,) presente deux sauts, l’un au voisinage de -0,40 volt, dii 
aux derives nitrds, l’autre i - 1,40 volt, qui correspond B la reduction de I’iode organique (voir 
tableau VI et  fig. 7, courbes I1 b, et I1 b,). Le filtrat renfermc un  peu de derives nitres solubles 
dans les acides ainsi qu’une toute petite quantit6 d’iode mineralise, ce qui fait quc le polaro- 
gramme de la solution %a)> presente un petit saut au voisinage de - 0,40 volt (voir tableau VI ct 
courbe I1 a, fig. 7) .  

La thyyroxzne n’est pas soluble dans les acides. Au cours de la nitration, il se formc un precipite 
blanc qui tourne lentement au jaune en mbme temps qu’on observe un degagement d’iode, cor- 
respondant k 48 f 1 yo de l’iode total. Les polarogrammes sont identiques k ceux obtenus avec 
les produits de nitration de la di-iodo-3,5-thyronine, avec deux vagues, l’une 21 - 0,40 volt et 
I’autre B -1,40 volt (voir tableau VII et fig. 7, courbes I I Ia ,  IIIb, et I I IbJ .  

20 
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I<' = FA/ 
(conc.) 

pA/mole/l 
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Tableau V. Dosage de la di-iodotyrosine aprh nitvation 
courbe ddtalonnage I, fig. 7 

saut polar. 2 K" = PA/ 
El/, = -1.4 V (conc.) 

P A  pA/mole 

prise 
mg 

3.89 
6,19 
7,78 
9,84 

21.G6 
33,ZO 
43,71 
47.36 

i4 ,3  . l o 3  
13,s .  103 
iw.103 
14.5 . lo3 
i5,o . l o 3  

0,083 * 10+ 
0,132 * 

0,166 * 

0,462 * 

0,708 * 

0,932 - 

0.210. 10-3 

1,oi .10-3 

0,44 4,4.103 
0.92 4,o.  103 
1,32 4 3 . 1 0 3  
2,6G 4,3 .103 
4,22 4,8 - los 

1,909 
2,87 
3,78 
4,87 

10,34 
16,14 
21,06 
23,02 

valeur moycnne de I< 22,i - lo3 pA/mol/l 
deviation standard de I< 0,43.103 

Tableau VI. Dosage de la di-iodothyronine aprds nitvation (solutions acide ear et basique ub ul 
courbes d'Ctalonnages I1 (IIa, IIbl;1Ib2) fig. 7 

o (courbe IIa) solution 

5,26 
12,09 
14,20 
32,61 
46,28 

O J O .  10-3 

0,6z, 10-3 
0,88 .10-3 

0,23 
0,27 * 

0,40 
0,89 
0,56 
2,29 
1,58 

valeur moyenne de I( 
dCviation standard de I< 

solution ubu (courbes IIb, e t  lib,) 

5,26 
12,09 
14,20 
32,61 
46,28 

O J O .  10-3 
0,23 .10-3 
0,27 ' 1 0 - 3  

0,62. 10-3 
0,88.10-3 

1,43 
3,17 
4.13 
8,99 

13,20 
- I 

valeur moyenne de I< 
deviation standard de K 

3 s  . 103 
t i , o6 -  103 
- 

I I 

Cas de mClanges. Your doser en presence les uns des autres, la tyrosine, la di-iodotyrosine et  
la thyroxine en tenant compte des vagues polarographiques des ddrivds nitrds ainsi que de la vague 
des derives iodis et de l'iode libird, on procede de la faGon suivante: le melange est trait6 comme 
indique pour les composis individuels. AprBs nitration avec HNO, 0 , 1 5 ~ ,  on prepare les solutions 
qah et ubr. Le polarogramme de la premiere donne la somme tyrosine+di-iodotyrosine = 
- 0,40 volt). Une petite correction doit &tre apportie s'il y a beaucoup de thyroxine, pour tenir 
compte de la pctite fraction nitrie soluble dans l'eau de cct acide (voir p. 305). 
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Tableau VII. Dosage de la thyroxine aprBs nitration (solution acide ear et basa tie ubu) 
courbes d’etalonnages I11 (IIIa, I I Ib , ,  IIIb,) fig. 7 7 

0.74 
0,97 
1.31 
1,43 
2,28 
2,12 
2,g 
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4, i  . 103 
3 , ~  103 
3,6.103 
2 , s .  103 
3,4 * 108 
2.4.103 
2,9 * loJ 

saut polar. 1 K, - saut polar. 2 - PA 

mg ,uuA/mol/l 
1 (z:;, I El/, =!i0.39 V I 1 Elia 1,4 V 1 (conc. 

I I I 1 

solution @an (courbe IIIa)  I i 
6,36 

13,95 
24,20 
29.05 
39,45 
51,95 
68,55 
77,70 

0,082 . 
0,180 . 
0,312 * 

0,374 * 

0,670 * 

0,883 * 

o,so8.10-3 

1,oo .10-3 
I I I I I 

valeur moyenne de K 3,47 . l o 3  

deviation standard de K *1,09 * 108 

solution a b ~  (courbes 1114 et  IIIb,) 

6.36 
13,95 
24.20 
29,05 
39,45 
51,95 
68,55 
77.70 

0,082 * 
0,180 * 

0,312. 
0,374 * 

0,508 
0,670 * 10-3 
0,883 * 

LOO -10-3  

1.07 
2,43 
4.46 
5,15 
7,46 
9.64 

12,36 
14,3 

I I 

valeur moyenne de K 

0.34 
0,74 
1,40 
1.79 
2,28 
2,81 
3,80 
4,4 

4.1 ,103 
4, i  . 103 
43 .103  
4,8.103 
4,5.103 
4.2.103 
4,3.103 
4,4.103 

4 , ~ .  103 
deviation standard de K &0,265. lo3 

Le polarogramme de la solution tbu permet de calculer la concentration de la thyroxine. Lc 
dosage dz l’iode libCr6 donne la somme thyroxine+ di-iodotyrosine, et par cette dernibrc la part 
de la tyrosine sur le saut - 0.40 volt du polarogramme de la solution ear).  

I1 est possible de doser aussi la di-iodotyrosine, la di-iodo-3,s-thyronine et la thyroxine, cn 
presence les unes des autres. Le polarogramme de la solution uao donne la concentration de la 
di-iodothyrosine seule, celui de la solution wb,, la somme de la di-iodo-3.5-thyronine et  de la 
thyroxine. Enfin le dosage de l’iode libere lors de la nitration donne la di-iodotyrosine et  la thy- 
roxine. A l’aide de ces trois donnkes, on obtient les concentrations des 3 constituants. Dans les 
deux cas cites de melanges d’acides amines, le dosage de l’iode total par une des mkthodes clas- 
siques, par exemple. selon BERTUCAT~~) ,  constitue un moyen de contrble des valeurs obtenues. 

On constate que les polarogrammes de r.es melanges sont L peu prks aussi reproductibles que 
ceux obtenus B partir des substances individuelles. 

Appareillage, produits chimiques, solutions. Nous donnons ci-aprk la liste des appareils ct 
des produits chimiques que nous avons utilises au cours de notre travail. 
Polarographe 
Radiometre type P 0 3 e: Copenhague 

temps de goutte 2.63 s 
hauteur colonne de mercure 45 cm 
damping 5 
courant de compensation 0 

Is) M. M. BERTUCAT, Bull. SOC. Pharmacie Bord. 98, 3 67 (1959). 
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Colorimitre 
EPPENDORF, type 1 : lampe B mercure 

filtre Hg 366 mp, Hg 546 mp 
cuve verrc permCable B YUV. proche 

Compteur a scintillation 
LAKDIS & GYR, type 0 : potentiel d’activation 1200 v 

sensibilitb moycnne 0,Ol MeV 
Produits chirniques (QYO anal)  
MERCK : 
SIEGFRIED : benzhe, ac. acetique 
FLUKA : alcool isobutylique 
HOFFMANN-LA KOCHE : 

HNO, d = 1,4, NaNO,, ac. citrique NaOH, tyrosine 

acides aminds iodCs (puret6 chromatographique contr616el 
t hyronine 
di-iodotyrosine 
di-iodo-3,j-thyronine 
thyroxine 

(purete‘ chromatographique ct F. contr6le‘s) 
ac. nitro-3-hydroxy-4-benzoique 
ac. dinitro-3,5-hydroxy-4-benzoYque 
nitro-3-tyrosine 
dinitro-3,5-tyrosine 
ac. dinitro-3,5-phCnyl-lactique 

Synthdtisks dans notre laboratoire: 

Solutions 
tampon pH 5,O 

tampon pH 7,O 

51,5 ml Na,HPO, 0 , z M  

50 ml KH,PO, 0,1 M 

29,l ml NaOH 0,1 M 

48,5 ml ac. citrique 0 , l ~  

RGSUME 
Lorsqu’on traite la di-iodo-3,5-tyrosine, la di-iodo-3,5-thyronine et la thyroxine 

par HNO, OJSM, on observe la formation de plusieurs dCrivCs nitrks et un dCgagement 
du seul iode en ortho par rapport A la fonction phholique. Une etude chromatogra- 
phique et polarographique a permis d’identifier et de determiner la concentration 
de la plupart de ces dCriv6s. La nitration est suffisamment reproductible pour per- 
mettre un dosage polarographique. La dCtermination de l’iode IibCrC fournit bgalement 
une donnCe pour 16 dosage de certains de ces acides aminCs iod6s. Une sCparation est 
nCcessaire pour laquelle un appareillage est propose qui permet, en une seule op6ra- 
tion, de nitrer, de distiller et d’extraire l’iode par le benzbne. Le dosage des composCs 
nitrks se fait par polarographie de la solution aqueuse, celui de l’iode dans la phase 
organique, par colorimktrie. Le comportement de l’iode au cours de la skparation a 
CtC CtudiC au moyen de l’iode 131. 

La sensibilitk de la mCthode colorimktrique est fortement augmentee lorsque l’iode 
cst complex6 (I3-). 

On indique un mode opCratoire permettant de doser les composants des mClanges 
suivants : tyrosine, di-iodo-tyrosine et thyroxine d’une part et di-iodo-tyrosine, di- 
iodo-thyronine et thyroxine d‘autre part. 

Laboratoires de Chimie minkrale, 
de chimie analytique et de microchimie 

de I’UniversitC de Gencve 




