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215. Sur la rbaction fluorescente de l’acide borique avec l’hydroxy-2- 
methoxy-4-chloro-4-benzoph~none (HMCB) en milieu sulfurique- 

achtique concentre et sur le r61e de certaines propribtbs du milieu 
par M. Marcantonatos et D. Monnier 

(27 VI 67) 

Dans un article prCcCdent [l] nous avons donnC les caractkristiques g6nCrales des 
rCactions de fluorescence de l’acide borique avec neuf dCrivCs de I’hydroxy-Zbenzo- 
phCnone, en milieu sulfurique concentrk. Nous avons Cgalement dCcrit une mCthode 
fluorimdtrique de dosage de quantitCs de bore de l’ordre du nanogramme, basCe sur la 
rCaction de l’acide borique avec 1’hydroxy-2-mCthoxy-4-chloro-4‘-benzophCnone 
(HMCB). 

Poursuivant nos travaux dans ce domaine, nous avons trouvC que l’intensit6 de la 
fluorescence est augmentke lorsqu’on remplace le milieu acide sulfurique conc. par le 
milieu acide sulfurique conc.-acide acdtique glacial (AcOH) . 

Ce phCnom&ne a d6j& C t C  observC pour certaines rCactions colorCes du bore effectukes 
dans un milieu H,SO,-AcOH [2] ou dans un mClange H,SO,-AcOAc [3]. Toutefois, 
aucune explication dCtaillCe de ce phCnom&ne n’a CtC donnCe. 

L’objet de la prCsente recherche est l’Ctude spectrofluorimCtrique de la &action 
((BOSH, + HMCB )) en milieu sulfurique cone.-acktique glacial, afin d’Ctablir une 
relation entre les variations de l’intensitk et de la composition spectrale de la fluor- 
escence et certaines propri6tCs physico-chimiques du milieu. 

Partie expbrimentale. - Re’uctijs. (a) Hydroxy-2-mBthoxy-4-chloro-4’-benzoph6none 
(HMCB). (b) Acide sulfuriquc (d == 1,84) e t  acide acktique (d = 1,05), p.u.  MERCK. (c) Solutions 
d’acide borique @.a. MERCK) 1 0 - 3 ~  et ~ O - , M  dans H,SO, conc., conservkes dans des ballons en 
quartz. (d) Eau bidistillee dans du quartz. 

PrLpuration des solutions. Les solutions destinCes aux mesures de fluorescence et d’absorption 
ont B t B  prBpar6es dans des ballons jaugBs de 5 mll), au moyen d’un m6lange acCtico-sulfurique dc 
composition donnde, celles de l’HMCB, par dissolution directe du reactif dans ce mBlange, et celles 
d’acide borique, B partir de ses solutions sulfuriques et d’un melange d’acide acetique glacial et 
d’acide sulfurique conc. 

Des pdcautions spiciales ont B t C  prises lors de la priparation des melanges acCtico-sulfuriques, 
pour Cviter Ies Cchauffements brusques ou prolong&. Au cours de nos essais, nous nous sommes 
efforces de maintenir la temp6rature du melange au-dessous de 30” 

Appareilluge. Spectrofluorim6tre ZEISS (modkle ZFM 4 C) avec une lampe i mercure comme 
source d’excitation. Les mesures d’absorption sont effectuCes au moyen du spectrophotomhtre 
ZEIS PMQ 11, avec des cuves de quartz de 1 cm, thermostatisees B 25”.  L’Btalon fluorescent de la 
Maison ZEIS a permis dc calibrer l’appareil. 

I .  Influence de la composition du milieu sur I’intensit6 de fluorescence. - Nous 
mesurons l’intensith de fluorescence d’une s6rie de solutions 5 . l o - 7 ~  en acide borique 
et 6 . 1 0 - 6 ~  en HMCB dans un m6lange acide acCtique glacial-acide sulfurique conc. 

Tout le materiel en verre-ballons, pipettes, etc. - a 6tB prkalablement traitC, i plusieurs reprises, 
par l’acide sulfurique conc. 
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de composition variable, la fraction rnolaire d’acide sulfurique NHss0, allant de 
0,0953 A 1. Les concentrations d’acide borique et de r6actif ont C t C  choisies de telle 
sorte que les effets internes de filtre soient toujours nkgligeables. 

La mesure de fluorescence se fait 60 f 2 min apr& la prdparation des solutions. 
I1 est, en effet, indispensable de se placer dans des conditions toujours identiques, car 
la vitesse de formation des esp&ces fluorescentes et le temps necessaire A 1’6tablissement 
des divers 6quilibres peuvent d6pendre de la composition du milieu. 

La fluorescence a 6tC mesur6e A 510 nm. On a choisi cette longueur d’onde en 
tenant compte des dCplacements des maximums des bandes de fluorescence qui, pour 
NHzs0, = 0,0953, 0,5506 et 1 se trouvent B A =  528,510 et 490 nm respectivement. 

Les rCsultats sont reprCsent6s par la courbe A (fig. l ) ,  qui est la moyenne de six 
courbes comportant chacune les m&mes 20 points. La dkviation moyenne pour un 
point donne de la courbe A varie entre f 9% et f 5%. 

NH, 

Fig. 1. Influence de la comfiosition du  milieu sur diverses caractBristiques 
(A) Intensite! de fluorescence F B 1 = 510 nm: (B) Viscositi B 15’ d’aprbs [43 et (C) Conductibilite! 

spicifique B 25” d’aprits [5], en fonction de la composition du mklange H,S04-AcOH 

11. Correlations entre la fluorescence et quelques propriktes du milieu. - La 
courbe F = f (NH,so,) (fig. 1) montre que l’intensit6 de fluorescence d6pend dans une 
grande mesure de la composition du milieu. Une variation de celle-ci entraine une 
modification des propriCtCs physicochimiques du syst6me acCtico-sulfurique. Aussi 
avons-nous cherchC une relation entre I’intensitC de fluorescence et certaines de ces 
propriCtCs. 

A) Acidite‘. - a) Etablissernelzt d’une fofictiolz d’acidite‘. Pour Ctudier l’influence de 
I’aciditC sur 1’intensitC de fluorescence, nous avons dCtermin6, pour divers mClanges 
d’H,SO, et d’AcOH, la valeur d’une fonction d’acidit6 Hb, en utilisant comme 
indicateur le r6actif lui-mCme (HMCB). 

Le manque de donnCes bibliographiques, surtout pour le choix d’un indicateur 
primaire, nous a obligCs B borner cette 6tude B des milieux ac6tico-sulfuriques de 
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concentration en H,SO, entre 1,876 M et 12,194 M ( N  = 0,097 et 0,638). Nous sommes 
limit& d’autre part par la r6gion d’ionisation de I’HMCB. 

Nous admettrons que l’ionisation de 1’HMCB se fait par simple protonation suivant 
la rCaction (1) 

Bz + Hf 6 BzHf , (1) 
et nous dCfinissons Hb par: 

oh aH+ est l’activit6 du proton solvat6, fBzH+ et fBz, des coefficients d’activitC, et 
KBzH+ (=fBz [Bz] . aH+/fBzH . [BzH+]), la constante d’ionisation de Bz. 

La valeur de cette fonction peut 6tre dCtermin6e par la mesure spectrophoto- 
m6trique du quotient [BzH+]/[Bz] et par le calcul de pKB,H+ (voir p. 2071). 

”I 

Fig. 2 .  Spectres Zapsorption de I’HMCB en milieu suyurique-ac&pe 
[HMCB] = 1,8. 1 0 - 5 ~  

Mesure d u  quotient d’ionisation [BzH+]/[Bz]. La figure 2 donne les spectres 
d’absorption des formes Bz (courbes (a) et (b)) et BzH+ (courbes (c) et (d)). 11s 
pr6sentent des bandes caractCristiques et distinctes aussi bien par leur intensit6 que 
par les 1 de leurs maximums. Dans ces conditions, les courbes D = f (MH,SO&) (fig. 3), 
trades pour cinq longueurs d’onde, sont du type sigmoide et permettent la mesure du 
quotient d’ionisation & l’aide de la relation 

[BZH+II[BZI = (D - DBJ/(DBzH+ - D) 9 (3) 

oh D, DB,, DBzH+ sont respectivement: D la densit6 optique mesur6e pour une 
concentration donn6e en H,SO,, DB, la densit6 optique relative & la forme Bz et 
DBzH+ la densit6 optique relative & la forme BzH+, ces deux derni6res se dCduisant 
le mieux & partir des courbes relev6es 1 = 405 nm et 1 = 370 nm. Nous avons utilisb, 
pour 1’6valuation du quotient d’ionisation, les valeurs de densit6 optique obtenues A 
ces longueurs d’onde. 



Volumen 50, Fasciculus 7 (1967) - No. 215 2071 

Fig. 3. Courbes D = f ( M H s S O I )  d difftirentes longueurs d’onde 
[HMCB] = 2 .  l o - 5 ~  

Ditetermination de la constante d’ionisation de I’HMCB. Pour dkterminer cette 
constante, il faut : 
- avoir des donnCes valables sur un indicateur C dont le mode d’ionisation est analogue 
5 celui de 1’HMCB ; 
- l’intervalle d’ionisation de cet indicateur doit plus ou moins coincider avec celui 
de 1’HMCB afin que la relation (4) puisse &re utiliske, 

- les courbes d’ionisation (log [BzH+]/[Bz] = f ( ~ , ~ ~ ~ , )  et log [CH+]/[C] = f ( ~ ~ , s O , ) )  

doivent montrer un bon parallClisme afin que l’expression (5) soit satisfaite; dans ces 
conditions, 1’Cquation (4) devient : 

Les courbes log ([BH+]/[B]) = f ( M ~ , ~ ~ , )  (fig. 4) pour l’indicateur C choisi - la 
dichloro-2,4-nitro-6-aniline - et pour 1’HMCB (valeurs obteniies k I = 405 nm) 
montrent que les conditions ci-dessus sont bien satisfaites. Aussi, partant des valeurs 
donnCes dans la 1ittCrature [7] avons-nous calculC pKBzH+ par la relation (6). 

D’autre part, nous avons cru nCcessaire de dCterminer la valeur de pKBzH+ par 
une autre mCthode, permettant de corriger les effets du milieu, qui trks souvent 
affectent les valeurs de D,,, et A,,,, indkpendamment des variations de ces grandeurs 

2) Pour les conditions de validit6 d’une relation telle que (6),  voir p. ex. [6].  
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2 4 6 8 10 12 14 M , , ~ .  

Figure 4. Courbes d’ionisution pour C = Dichloro-2,4-nitro-6-aniline 

Valeurs du log du quotient d’ionisation obtenues par des mcsures dc densit6 optique (a) 2 405 nm 
(b) A 370 nm 

dues A la protonation. Parmi ces mCthodes - celles du point isosbestique [8] de 
STEWART & GRANGER [9] et de DAVIS & GEISSMAN [lo] - nous avons choisi cette 
dernicre qui permet d’obtenir des valeurs de pK suffisamment prkcises, dans notre 
cas oh jlB (max) et ABH+ (max) sont bien skparks. 

Dans les tableaux I et 11, nous donnons les rCsultats de nos mesures et de nos 
calculs. Les valeurs de pK,,,, figurant dans le tableau I1 sont celles des abscisses des 
points d’inflexion des courbes reprCsentCes par la figure 5. 

BZ = HMCB; B = C O U  BZ 
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Tableau I. Log du  quotient d’ionisation, PKB~H+ et fonction d’acidite‘ 

2073 

MH,SO, 1% ( [ B z H f I P z l )  

(a) (b) (4 (4 (4 
PKBZH+ Hb Ho 

A 
-8. % 

y.  -6 .  . fey* 
-2. 

2 4 6 8 10 12 14 %p. - 

1,876 
2,814 
3,752 
4,690 
5,628 
6,566 
7,504 
8,442 
9,380 

10,318 
11,256 
12,194 

- 1,94 
- 1,56 

- 0,94 
- 0,46 
- 0,16 

0,18 
0,40 
0,61 
0,89 
1,25 
1,81 

- 1,08 

- 1,45 
- 1,33 

- 0,60 
- 0,37 
- 0,13 

0,11 
0,34 
0,58 
0,78 
0,92 
1,33 

- 0,83 

- 5,223 - 3,52 - 3,32 
- 5,38 - 3,90 - 3,78 
- 5,36 - 4,38 - 4,24 
- 5,66 - 4 5 2  - 4,70 
- 5,63 - 5,OO - 5,17 

- 5,30 - 5,63 
moyenne - 5,64 - 6.09 
- 5.46 - 5,86 

- 6,07 
- 6,35 
- 6,71 
- 7,27 

(a) et (b) calcules au moyen de la relation (3), (a) valeurs obtenues pour = 405 nm, (b) pour = 
370 nm 

(c) calculBs i l’aide de 1’Bquation (6) B l’aide des valeurs de log([BzH+]/[Bz]) de la colonne (a). 
p K c ~ +  = - 3,67 (C = dichloro-2,4-nitro-6-aniline) e t  log([CH+]/[C]) sont donnes dans la 
litteratwe [7]. 

(d) Valeurs obtenues d’aprks (2) avec PKB~H+ moyen ( -  5,46) 
(e) Valeurs calculBes d’aprks les donnBes bibliographiques [7] 

Tableau 11. De‘termination de ~ K B ~ H +  d’apr2.s la mdthode de DAVIS & GEISSMAN 
( A D  mesurds aux points d’inflexion des courbes de la fig. 5) 

A D  AD, A D ,  A D ,  AD4 moyenne 

PKBZH+ - 5,4 - 5,4 - 5,3 - 5,45 - 5,39 

La fonct ion d’acidite‘ Hb. En prenant comme valeur moyenne des 2 m6thodes 
pK,,,+ = - 5,42, nous avons r66valu6 la fonction H,. La figure 6 repr6sente la 
variation de H, avec la molarit6 d’H,SO,. D’autre part, la figure 7 reprksente la 
fonction log([BzH+]/[Bz]) = f ( H b ) ;  celle-ci est une droite de pente 1. H, est donc 
bien une fonction d6finissant l’acidit6 du milieu. 

b) Effet de l’acidite‘ du milieu. Des changements d’acidit6 provoquent des modifi- 
cations de la forme, de l’intensitk et de l’emplacement des maximums, aussi bien des 
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Fig. 7. Courbe log([BzH+]/[Bz]) = f ( H b )  

bandes de fluorescence, que de celles d'absorption. Pour la fluorescence, les maxi- 
mums se situent & 528, 510 et 490 nm pour M ~ ~ ~ ~ ,  = 1,707, 10,712 et 18,76 respec- 
tivement . 

Pour l'absorption (voir bandes hachur6es de la figure 8), on observe aussi un effet 
hypsochrome, les maximums se situant pour M ~ , ~ ~ ,  = 2,645 et 10,712 A A =  370 et 
357 nm. 

Fig. 8. Spectres d'absorption 
(a) HMCB l o - 5 ~  dans AcOH/H,SO, (H,SO, 2 , 6 4 5 ~ ) ;  (b) i d . ,  mais de plus l o - 4 ~  en BO,H,; 
(c) comme (a), mais H,SO, 1 0 , 7 1 2 ~ ;  (d) comme (b), mais H,SO, 1 0 , 7 1 2 ~ ;  (e) comme (a), mais 

H,SO, 1 7 , 5 2 2 ~ ;  (f) comme (b), mais H,SO, 17,522111 
Courbes spectrales relev6es 75 min aprbs la priparation des solutions (temp6rature ambiante) 
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Pour MH,SO, = 17,522 on remarque encore un ddplacement vers de plus courtes 
longueurs d’onde, mais l’absorption est trop faible et ne permet pas de situer exacte- 
ment le maximum. Quant A 1’intensitC de fluorescence, celle-ci dCpend grandement de 
1’aciditC du milieu. Comme le montre la figure 9, elle augmente, passe par un maximum 
puis diminue, lorsque Hb diminue. 

Fig. 9. Variation de l’intensitt de fluorescence en fonction de H ,  

c) Essai d’interprt%ation. Une comparaison de l’absorption de solutions de HMCB 
dans l’acide acbtique glacial, mesurCe vis-A-vis du solvant pur, et de celle des solutions 
de HMCB contenant de l’acide borique dans le rapport [BO,H,]/[HMCB] = 10, 
mesurCe vis-A-vis de solutions acCtiques d’acide borique de m&me concentration, 
a montrC que, dans l’acide acCtique glacial, le HMCB donne avec BO,H, un ou 
plusieurs complexes absorbants Q. La fluorescence de telles solutions est cependant 
nCgligeable. 

En milieu acCtique l’apport de protons est faible, la valeur du produit ionique du 
solvant Ctant 10-14145 [ll]. 

L’adjonction d’acide sulfurique conduit A une augmentation de la concentration 
du proton solvat6. Si Yon admet que la protonation des complexes Q conduit A des 
especes fluorescentes QHT suivant : 

oh [Q] est la concentration A 1’Cquilibre des complexes non protonCs, [QHT] celle des 
complexes fluorescents et I Q la concentration totale des complexes Q. Le maximum 
de la fluorescence Ctant atteint lorsque pratiquement tous les complexes Q seront 
devenus des complexes fluorescents QH:, on a :  
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oh F (fig. 9) est l’intensitk de fluorescence observke pour une composition donnke du 
milieu, et F,,,, sa valeur maximale. 

La fig. 10 montre que l’expression (8) est bien vkrifike. En effet la fonction - 
Hb =-flog F/(Fmux - F )  est une droite de pente 0,97. 

Fig. 10. Courbe-Hb = f log (FIF,,, - F )  

La relation (8) reprksentant l’influence de l’aciditk (fonction Hb) sur l’intensitk de 
la fluorescence F ,  a une validitk limitke. En effet, F devrait, l’aciditk croissant, 
atteindre son maximum en un palier. Or on voit par la fig. 9 qu’i partir d’une certaine 
valeur de Hb, l’intensitk de fluorescence diminue au lieu de rester constante. Nous 
pensons que cette variation est due principalement & la cinktique de la rkaction 
((BO,H, + HMCBo et d’autre part B un effet d’extinction. En ce qui concerne le 
facteur cinktique, nous avons trouvk que la vitesse de formation d’une ou des esp&ces 
fluorescentes varie avec la composition du mklange acktico-sulfurique. 

A la tempkrature de 25” et pour les concentrations choisies de BOSH, et de HMCB, 
le temps nkcessaire pour atteindre l’kquilibre iBO,H, + iHMCB complexe(s) est, 
pour M ~ , ~ ~ ,  = 1,707 et 10,712, de 35 et 50 min respectivement, tandis qu’en milieu 
sulfurique (d = 1,84) 1’Cquilibre n’est atteint en 35 min qu’& 70”. De plus, en milieu 
sulfurique l’intensitk de fluorescence ne reprksente, aprbs 60 min de rkaction & 25” 
(qui ont k t k  nos conditions de mesures), qu’environ 30% de sa valeur optimum et 
constante obtenue B 70”. 

D’autre part, les modifications observkes quant B l’emplacement des maximums, 
la forme et l’intensitk des bandes d’kmission et d’absorption, indiquent une interaction 
du ou des complexes avec le solvant. Dans le milieu Ctudik oh l’action d’un acide sur 
l’autre peut se reprksenter par: AH + SH AH: + S-, cette interaction 
peut bien &re une association du ou des complexes protonisks QH+ avec les particules 
anioniques du solvant. En particulier, on peut envisager le schkma de mkcanismes 
suivants : 

AHi-S 
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Association Absorption Fluorescence DCsactivation 
non Bmettrice 

(1) (2’) * 
(1’) 

QH++ S----L - QH+- S QHf- S+ hv + QH+- S 

(1) * * (3’) * (4’) 

(1’) 
QA++ S- QH+- S QHf- S --+ QH+- S + hvf QH+- S -----f 

Pour des milieux B relativement basse constante diklectrique (AcOH ou faibles 
proportions d’H,S04 dans AcOH), les associations selon (1) sont plus probables que 
les processus (4) et (4’). Par contre pour des milieux B constante diklectrique Clevke 
(H,SO, ou faibles proportions d’AcOH dans H,SO,) les dissociations (1’) et le pro- 
cessus de dksactivation non kmettrice (4) sont plus probables que (1) et contribueraient 
ainsi B la diminution observCe B I’intensitC de fluorescence. 

B) Viscosite‘ et conductibilite‘. Les courbes (A) et (B) de la figure 1 montrent que 
l’intensitk de fluorescence et la viscositk du milieu varient avec la composition de ce 
dernier de manikre B peu pr6s parallkle; en particulier, la fluorescence et la viscosit6 
atteignent leur maximum pour la m&me composition. On sait d’ailleurs [12] que des 
relations existent entre 1’intensitC de la fluorescence et la viscositk. I1 n’est donc 
pas exclu que la particularitk observCe d’une diminution de la fluorescence aux fortes 
aciditks trouve ici son explication. Quant B la conductibilitC, il ne semble pas qu’on 
puisse la mettre en relation directe avec l’intensitk de fluorescence. On remarquera 
cependant (fig. 1) que pour des milieux dont la conductibilitk est faible et sensible- 
ment invariable entre 0,2 et 0,45) l’intensitk de fluorescence Cvolue rapide- 
ment tandis que pour les compositions du mClange pour lesquelles la conductibilitk 
acquiert rapidement des valeurs Clevkes (NHss0, entre 0,87 et 1) l’intensitt! de fluores- 
cence reste sensiblement la meme. 

Nous remercions le FONDS NATIONAL SUISSE grbce auquel nous avons pu entreprendre ce 
travail. 

SUMMARY 

By analogy with some colour reactions of boric acid, the intensity of fluorescence 
emission of the “boric acid-2-hydroxy-4-methoxy-4’-chloro-benzophenone” complex 
is found to be considerably increased in glacial acetic-concentrated sulfuric acid 
medium. This effect is studied with relation to some properties of the medium, 
especially acidity and viscosity. 

The influence of acidity is studied by establishing values of an Hb acidity function, 
using 2-hydroxy-4-methoxy-4’-chloro-benzophenone as indicator. Determination of 
the pKBH+ value was made by the classical procedure, and verified by the DAVIS- 
GEISSMAN method. 

A mechanism interpreting the dependence of fluorescence emission intensity on 
acidity is proposed, and a quantitative relation, valid for a large domain of acidity, 
is derived. 
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A parallelism is found between fluorescence intensity and viscosity. This can be 
attributed to known general viscosity effects in fluorescence. 

Laboratoires de Chimie min6rale et analytique 
de I’UniversitC de Genhe 
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216. Trypsinhemmstoffe aus Ascaris Zurnbricoides war. suurn 
I .  Herstellung von reinen Trypsininhibitoren 

von P. Portmann und W. Fraefel 
( 3 .  IX. 67) 

1.  Einleitung. - 1903 hat WEINLAND [l] festgestellt, dass Ascaridenextrakte 
Trypsin und Pepsin hemmen, was durch verschiedene Autoren [Z] bestatigt wurde. 
GREEN [3] wies als erster nach, dass die Ascariden ausserdem auch einen Chymotrypsin- 
inhibitor enthalten. Eine partielle Reinigung des Trypsininhibitors beschrieb 1941 
COLLIER [4] ; PEANASKY [5]  und Mitarbeitern gelang dagegen die Reinherstellung des 
Chymotrypsininhibitors der Ascariden. Die Arbeitsgruppe von PUDDLES [6] [7] be- 
schrieb in jiingster Zeit auch die Reinherstellung eines Trypsininhibitors aus Ascari- 
den, Unabhangig von diesen Arbeiten hatten wir seit Beginn 1962 die Reinherstellung 
des Trypsininhibitors aus Ascariden bearbeitet und bereits 1964 ein reines Praparat 
hergestellt. Dieses weicht in wesentlichen Punkten vom Hemmstoff ab, den PUDDLES 
et al. [7] beschreiben. Die seither durchgefuhrte Sequenzanalysel) bestatigt unsere 
ersten Ergebnisse; im folgenden wird die von uns ausgearbeitete Reinherstellung 
eines Trypsininhibitors aus Ascariden beschrieben. 

l) Der eine yon uns (W. F.) hat im Laboratorium von R. ACHER, Paris, die Aminosauresequenz 
des hier beschriebenen Hemmstoffes aufgeklart. R. ACHER & W. FRAEFEL werden in Kiirze 
die Ergebnisse ihrer Untersuchungen veroffentlichen. 


