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4,4’-Diacetoxy-cr-iithyl-~-(2-diathylamino-~thyl)-stilben. Aus 14g 4,4’- 
Dimethoxy-a-athyl-~-(2-diiithylamino-iithyl)-stilben werden nach obiger Methode 8 g 
(= 48,5y0 ) 4,4’-Diacetoxy-cr-athyl-~-(2-diiithylamino-iithyl)-stilben vom Sdp.,,, 204-205O 
erhalten 

C,,H3,0,N Ber. C 73,71 H 7,86 N 3,31y0 
Gef. ,, 73,95 ,, 8 , O l  ,, 3,29% 

Die Analysen wurden in unserem Mikroanalytischen Laboratorium (Leitung Frl. Dr. 
M .  Schaerer) ausgefiihrt. 

Zusammenf assung. 
1. Es wird die Synthese von Derivaten des 1,2-Diaminocyclo- 

2. Als Nachtrag xu unserer 111. Mitteilung wird die Synthese von 
hexans und deren Antihistaminwirksamkeit beschrieben. 

cr-Athyl-~-dialkylaminoathyl-4,4’-diacetoxy-stilbenen beschrieben. 

Pharmazeutisch-wissenschaftliche Laboratorien 
(Leitung: Dr. W. Hentrich) der J .  R. Geigy A.G.,  Ihsel. 

230. Etude et dosage de la tyrosine I1 
par Y. Rusconi, D. Monnier e t  P. E. Wenger. 

(9 VIII 51) 

La presente recherche entre dans le cadre d’une etude generale 
de l’albumine et de ses constituantsl). Nous avons dejh Btabli une 
mdthode de dosage polarographique de la tyrosine prealahlement 
traitiie par l’acide nitrique 4-n. Afin de rendre la methode plus siilec- 
tive, nous avons entrepris une etude systkmatique de la nitration de 
la tyrosine. Dans chaque cas, la liqueur obtenue aprks attaque a 
l’acide nitrique a 8tB traitee par 1’8ther. La phase aqueuse et la phase 
Btherde ont dtd polarographiiies. Ces donnees nous ont permis d’etablir 
les conditions les meilleures d’un dosage de la tyrosine. Nous avons 
iigalement mis au point une methode colorim6trique. 

1. Etude  de la nitration de la tyrosine. 
a) Essais qualitatlfs. Suivant les concentrations d’acide nitrique 

utilisdes pour nitrer la tyrosine, les composes obtenus peuvent &re 
trks differents, ce qui pourra nous permettre d’dtablir des dosages 
selectifs de la tyrosine. Cette nitration selective peut encore d’ailleurs 
&re completee par des extractions Q l’iither, nou8 conduisant Q des 
separations interessantes. 

Nous avons effectuk un certain nombre de nitrations B l’aide d’acide nitrique B 
diverses concentrations, de 0,l-n. B 14,8-n. Les liqueurs obtenues ont 6tB traitees par 1’6ther 
e t  les deux phases, ether-eau, ont 6tB examinees au polarographe. 

l) D. Monnier & Y .  Rusconi, Helv. 34 1297 (1951 ). 



1944 HELVETICA CHIMIGA ACTA. 

I 
:a 
:3 

4 

-5 

Les essais qualitatifs effectues nous ont donne les reactions suivantes : 

0,l 
0,l 
0,l 

0,l 

0,l 
I 

14,s-n. 
7,4-n. 
2-n. 

n. 

0,4-n. 

0,l-n. 

trds jaune 
trds jaune 
jaune 

faiblement 
jaune 
tr&s faible- 
ment jaune 
incolore 

eau 

incolore 
incolore 
faiblement 
jaune 
jaune 

tr&s jaune 

incolore 

Residus apr& Bvaporation 
de 1’Bther 

jaune, liquide 
jaune, liquide 
jaune, liquide 

jaune, liquide 

jaune, sec 

- 

de l’eau 

blanc, see 
blanc, sec 
blanc-jaune, set 

brun, sirupeux 

brun, sirupeux 

brun, sirupeux 

On voit donc que la nitration de la tyrosine peut donner lieu A la formation de diff6- 
rents composbs. 

Pour les concentrations les plus fortes d’acide nitrique, la scission de la molecule de 
tyrosine, d6jB cithe, semble bien se confirmer; il y aurait donc d’une part scission de 
la chafne laterale avec formation d’acide oxalique (phase aqueuse) et  d’autre part 
nitration du noyau aromatique restant (phase BthBrBe). Pour les concentrations les plus 
faibbs d’acide nitrique, les reactions sont tr6s differentes et moins bien dbfinies, pour le 
moment. L’Btude des corps obtenus dans ces conditions fera I’objet d’un prochain travail. 

b) Essais pzcuwtitutifs. I1 nous a paru inthressant d’examiner pola- 
rographiquement les corps obtenus par diverses nitr cz t’ ions. 

Rhctifs utilisis: 
1. Acide nitrique Merck B 65% (D = 1,4); 
2. Tyrosine Merck; 
3. Hydroxyde de potassium puriss. ; 
4. Ether Merck; 
5. Solution tampon pH 5:10,3 om3 Na,HPO, 0,2-m. + 9,7 om3 acide citrique 0,i-m. 

Toutes les solutions sont preparees avec de l’eau bidistillBe. 

Appareilluge: Les essais polarographiques ont 6tB effectues avec l’appareil Sargent 

Temps de gouttes 4,32 secondes. 
Mode opkratoire: Six prises de 0,l g de tyrosine, introduites dans des bechers de 

50 cm3, sont traitees paralldement par 20 em3 d‘acide nitrique A 6 concentrations diff6- 
rentes: 14,8-n., 7,4-n., 2-n., n., 0,4-n. et  0,l-n. Cheque bkher est recouvert d’un verre de 
montre e t  port6 au bain-marie pendant 120 min. Nous diluons avec un &gal volume 
d’eau bidistillee et nous laissons refroidir. Nous effectuons eusuite les extractions B 1’6ther; 
par prise, il faut environ 5 portions de 15 em3 d’6ther pour une separation quantitative. 

Examinons pour commencer la phase BthBrBe: 1’6ther est &vapor6 B sec, B l’air, B la 
temp6rature ordinaire. Les residus obtenus sont repris par un peu d’eau bidistillee (environ 
20 cms) et  neutralis& (papier de tournesol) par une solution concentr6e d‘hydroxyde de 
potassium. Lorsque cette soIution est & peu pres neutre, nous l’introduisons dans un 
ballon jaug6 de 100 om3 et nous completons au trait de jauge avec I’eau bidistillhe. Nous 
introduisons alors 4 cm3 de cette liqueur dans un ballon jaug6 de 20 01113, nous ajoutons 
4 cm3 de solution tampon (pH 5 )  et nous completons B 20 ems avec de l’eau bidistill6e. 
La solution est alors pr6te A &re polarographike. 

rnodhle XXI. 
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Nous avons obtenu alors les resultats suivants: 

Tyrosine 
dl 
092 
092 
0 2  
0 3  
092 
072 

HNO, 

14,8-n. 
i,4-n. 
2-n. 

n. 
0,4-n. 
0,l-n. 

I 

0,61 
0,60 
0,68 
0,66 
0,83 

E’/Z* volt 1 saut 
P A  

19,1 
9,4 
9,3 

20,2 
19,8 

1,14 
1,14 
l,16 
1,14 
1,30 
_. 

I -  - 

3,44 
3,76 
4,lO 
3,04 
1,92 
- 
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0,5 
0 3  
0,5 
0,5 

* Potentiels non rapportha & une electrode de r6ferencc. 

Nous avons examine ensuite de la m6me fapon la phase aqueuse resultant de l’ex- 
traction Bl’ether. Cette liqueur est &vaporbe B sec au b-m., on reprend le rbsidu, brun sirupeux, 
par 100 om3 d’eau. Nous prelevons 10 (3111, de cette liqueur, que nous introduisons dans 
un ballon jaug6 de 20 om3. Nous ajoutons 4 cm3 de solution tampon et nous compl6tons 
B 20 cm3 avec de l’eau bidistill6e. La solution est alors pr&e B Btre polarographi6e. Nous 
avons obtenu les rksultats suivants : 

2-n. 
n. 

0,4-n. 
0,l-n. 

Essais 

4 
6 
6 

Tyrosine HNO, 
g l l  

0,38 
0,38 
0,40 
0,45 
0,58 
0,69 

i (PA)  
saut 1 

0,72 
0,48 
0,80 
0,80 
3,50 

27,40 

Nous remarquons que nous avons deux rbductions; le deuxibme saut correspond 
bien A la reduction de l’acide oxalique. 

2. Dosage polarographique de la tyrosine. 
Dans un article pr6c6dent1), nous avons d6jA donne une m6thode 

de dosage polarographique de la tyrosine, par nitration a l’aide d’acide 
nitrique 4-n. et polarographie de la solution BthBrBe. 

Aprhs notre 6tude sur la nitration, il nous a paru plus avantageux de nitrer avec 
I’acide le plus dilue possible. Nous avons choisi l’acide 0,6-n. pour la nitration et nous 
avons Btabli une courbe d’ktalonnage pour la tyrosine nitrbe dans ces conditions et ex- 
traite dans I’bther. 

Les polarogrammes ont 6tk ex6cutes au pH 5,2. 

Etublissemnt de la courbe d’ktalonnage. 

Essais . . . . I  ------- 1 1  2 1 3  1 4  1 5  1 6  1 7  1 8  

Tyrosine p/1 . 0,025 0,05 0,0625 0,075 0,125 0,187 0,3125 0,6 I Sauts . . I 3,l I 5,3 I 6,7 1 8,1 I 13,2 I 19,2 I 31,4 54,9 I 
l) Loc. cit. 
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E n  ce qui concerne les rksidus aqueux, non solubles dans l’kther, nous avons exa- 
mini: ceux obtenus par nitration B l’acide nitrique 0,6-n. Les resultats polarographiques 
obtenus sont irr6guliers e t  ne nous permettent pas d’etablir une courbe d’ktalonnage: 

I Tyrosine g/i . . . 
Saut, 1 pA . . . L- Raut 2 FA . . . 

0,5625 0,6250 1,1250 I 

3’4 3,60 ] 2,8 

1,36 2,33 

5,0 

Essais . . . . . 1 2 3 

Tyrosine g/l . . . 1 0,125 1 0,250 1 0,375 I 
Ce mode de nitration peut &tre inthressant, il fera I’objet d’un prochain travail. 
Dans ce cas particulier (HKO, 0,l-n.), l’extraction B l’kther n’est pas nkcessaire. 

E n  effet, si nous traitons une solution de tyrosine par l’acide nitrique 0,l-n. e t  si nous 
effectuons une extraction 8. l’kther, aucun composi. reductible, dans nos conditions ex- 
pkrimentales, ne passe dans I’kther. 

NOUS avons done adopt6 le mode operatoire suivant: 
1. Attaque de la tyrosine par 20 em3 d‘HNO, 0,l-n. au bain-marie. 
2.  Evaporation jusqu’h l’obtention d’un rksidu brun sirupeux. Le rksidu obtenu est 

a1on;i repris par l’eau, additionnk de la solution tampon et  polarographik. 

3. Essnis colorimbriques. 
I1 nous a paru intBressant d’envisager la possibilith de mettre au 

point une mBthode de dosage colorimBtrique de la tyrosine, aprbs 
nitration. En effet, les solutions pr6p;trBes pour nos essais polaro- 
graphiques sont d’un jaune intense, ce qui pourrait servir Bventuelle- 
ment B un dosage trbs sensible. 

Nous avons d’abord ktabli rapidement une courbe de l’intensitk de coloration de 
notre (( nitrotyrosinen en fonction de la conccntration d’acide nitrique utilisk pour la ni- 
tration (de 0,6-n. B 14,s-n.). Nousavons au prkalablefait l’extraction i l’kther e t  les essais 
ont 6tP effectues sur la liqueur 6thkrBe. D’aprBs les rksultats obtenus, c’est la tyrosine 
nitrise avec l’acide 0,6-n. qui donne I’intensitk de coloration maximum. 

Pour nos determinations colorimktriques, nous avons utilisk un spectrophotom&tre 
Spekker Hilger. 

Toutes les mesures ont k tk  faites a l’aide d’un filtre bleu-violet e t  au moyen de la 
cuve de 1 em. 

Mode opiratoire. La nitration de la tyrosine (HNO, 0,6-n.) e t  l’extraction par l’6ther 
s’eff‘ectuent de fapon identique aux opkrations de nos essais polarographiques. 

La liqueur ethkrke renfermant la nitrotyrosine est kvaporke A see, A l’air, B la tem- 
pkrature ordinaire. Le rksidu jaune cristallin est repris par 10cm3 d’alcool absolu et  
diluk ensuite ti 100 cm3 avec de l’eau bidistillke. 

Nous prklevons n em3 de cette solution que nous introduisons dans un ballon jaugk 
de 20 cm3. Kous ajoutons B cette liqueur 4 em3 de solution tampon pH 5,2 et  nous complk- 
tons le volume avec de l’eau (le pH de 5,2 a k tk  choisi pour nos essais polarographiques; 
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il est probable qu’un pH plus 61evk nous donnerait des rAsultats colorimktriques encore 
plus sensibles). La solution est prhte a 6tre colorim6tr6e. 

Par ce prockdk, nous avons obtenu les rksultats suivants: 
- 
4 

LogI,/I. . . . . 0,455 1 0,89 1,18 1,37 

cornme nous pouvons le voir en comparant nos rkspltats obtenus au polarographe, 
et au colorimAtre, les deux mkthodes sont tr&s sensibles. 

Pre’eision, sensibilite’ et spdcifite’. La methode polarographique pro- 
posBe permet de doser la tyrosine h des concentrations comprises entre 
0,025 et 0,3 g/1 avec une prkcision de 0,0005 pour une sensibilite dc 
l’appareil de 0 , l  pA/mm. En augmentant cette dernihre on peut en- 
core doser 0,005 g/1 de tyrosine (50 7/10 cm3). La mkthode colorim6- 
trique est un peu plus sensible peut-&re, mais elle est moins sp6cifique. 
Elle est en outre ghde  par les troubles les plus t h u s ,  frequents dans 
les dosages biologiques, qui causent parfois de graves erreurs sans que 
l’analyste s’en aperpoive. 

Comme il a 6th dit, la mdthode polarographique prdsente une 
bonne sp6cifit6, car les conditions de nitration sont trhs moddrees et 
le saut se produit a un E& au debut du polarogramme. Nous n’avons 
pas encore fait de recherche systdmatique des substances ghantes. 
Nous savons pourtant que la tyrosine ne peut &re dosee en presence 
de tryptophane. En effet, ce composk se nitre aussi et donne un saut 
au polarographe non loin de celui de la tyrosine nitrde. I1 y a done 
interfkrence. Peut-&re que, par une nitration encore moins Bnergique, 
il sera possibIe de trouver une solution B ce pyoblbme. Des travaux 
sont en cours. 

RI~SUMI~ .  

Nous avons effectuh une etude de la nitration de la tyrosine au 
polarographe sur la phase aqueuse et sur la partie soluble dans 1’6ther. 
Des rdsultats obtenus, nous avons Btabli une mbthode polarogra- 
phique et colorimdtrique de dosage de la tyrosine, pour des concen- 
trations comprises entre 0,005 et 0,3 g/l. La precision est de 3 a 5%. 
La mdthode polarographique presente une bonne spBcificitt5 ; toutefois, 
elle est gb8e  par le tryptophane. 

Laboratoire de Chimie analytique et de Microchimie 
de l’Universit8 de Genbve. 




