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: Nicotinamide adénine dinucléotide
: Nicotinamide adénine dinucléotide

Electrode normale a hydrogéne
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. Temps de goutte
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: Potentiel de demi-vague
. Potentiel de pic

: Courant de diffusion

: Courant limite

. Temperature

phosphate

(mole/1)
(mg/s)
(s)

(cmzfs)

I=
S

TN, N N
= =
=
"



-9
N

mlin

II. l
B




CHAPITRE UN

INTRODUCTION

Les hétérocycles polyconjugués azotés jouent un rdle essen-
tiel dans les processus biochimiques. La comparaison de leurs fonc-
tions usuelles dans les systémes vivants permet de les classer en
deux catégorieé.'Certains systémes hétérocycliques jouent essentielle-
ment un role de transporteurs d'électrons; a cette catégorie appartien-
nent les coenzymes pyridiniques (NAD+, NADP+), flaviniques (FMN, FAD)
et les différentes porphyrines. D'autres n'interviendraient sans doute
pas in vivo du fait de leurs propriétés d'oxydo-réduction; parmi ceux-

ci se trouvent surtout les bases pyrimidiques et puriques des matériaux
polynucléotidiques.

Les propriétés d'échange électronique de tous ces matériaux
ont unrole essentiel en bio]ogie.'Ceci est évident pour la premiére
catégorie de composés Les hyhothéses de SZENT-GYORGYI (1 g 4)4 rela-
tives d@ 1'intervention de transferts d'électrons entre et dans les mo-
lecules conjuguées, conférent neéanmoins une importance particuliére aux
propriétés d'oxydo-réduction des matériaux de la deuxiéme catégorie.

De nombreuses études théoriques, menées surtout par B. et A.
PULLMAN et coll. (5 a 7) ont cherché i justifier, par une approche
quantique, la capacité de toutes ces molécules conjuquées a fixer ou
ceder des électrons. Les résultats obtenus sont en général représenta-
tifs des propriétés électrochimiques observées. Cependant, en pratique,
une telle approche quantique ne permet pas d'appréhender 1'importance
de certains termes tels que ceux l1és a la solvatation. De méme, lors-
que des dériveés, tels que des composés diméres avec des états de pro-
tonation divers, sont susceptibles d'intervenir dans les processus de
teansformation, la chimie quantique ne permet que difficilement de
penser a priori a de tels dértvés. Or dans le cas du NAD” par exemple,

outre la transition habituelle



NAD" + 2e=+ H' —3» NADH
des transitions telles que
NAD+ + e —3» NAD’

ou 2 NAD™ + 2 @ e RAR=RAL
ont été introduites a partir de bases expérimentales. Seules les

études électrochimiques permettent donc d'avoir rapidement une vue
d'ensemble des propriétés de transfert d'électrons de ces matériaux.

Parmi les systémes hétérocycliques azotés les plus impor-
tants du point de vue biologique, mais correspondant néanmoins a des
structures simples, le NAD" est particuliérement représentatif des
composés transporteurs d'électrons et les dérivés pyrimidiques le
sont des composés nucléiques. Toutefois afin d'éviter les difficulteés
tant expérimentales qu'interprétatives liées a la présence de substi-
tuants ribosyl (ou désoxyribosyl) et ribosylphosphate (ou désoxyribo-
sylphosphate), nous avons choisi d'examiner, plutdt que les composeés
biologiques eux-mémes, des modéles de ceux-ci. Cette position est
justifiée par le fait que les études expérimentales antérieures ont
déja fait apparaitre, ainsi que nous le verrons, que les propriétés
électroniques de 1'hétérocycle ne sont que peu dépendantes de la na-
ture des substituants attachés. En conclusion, nous avons donc centré
notre étude sur les cas:’

- de la nicotinamide non substituée sur 1'azote pyridinique,
- du N, méthyl nicotinamide, cdmposé modéle du NAD+, \

1
- de la pyrimidine non substituee.

Un second point essentiel qui doit étre abordé pour préciser
notre travail concerne le choix des méthodes électrochimiques. Le
principe directeur de ce choix a été notre détermination d'utiliser
des techniques susceptibles de délivrer des informations directement
liées aux propriétés qui interviennent en biologie. C'est ainsi que



<

des relevés électrochimiques sont, de ce point de vue, préférables
aux techniques telles que la résonance magnétique nucléaire et d'au-

tres spectroscopies.

Par ailleurs, entre les méthodes électrochimiques
- titrimétriques d'une part, qui permettent de suivre 1‘avancement
d'une réaction chimique redox par une mesure électrochimique,
- voltamétriques de 1'autre, dans lesquelles 1'échange d'électrons
du réactif accompagne un transfert d'électrons a une micro-élec-

trode,
nous avons choi1si d'utiliser essentiellement les secondes.

Nous verkons que ces derniéres donnent une vue a la fois
plus détaillée et plus compléte des propriétés et mécanismes rencon-
tres. Plus précisément, nous examinerons dans le chapitre 2, relatif
aux techniques expérimentales, pour quelles raisons nous avons déve-
loppé 1'essentiel de notre travail d& 1'aide de 1a polarographie a
stillation commandée. Nous avons di, en effet, faire un compromis
entre 1'accessibilité de la méthode et la qualité des informations
qu'elle délivre, et tenir compte des caractéristiques propres des
réactifs etudiés (potentiels de réduction trés négatifs).

Enfin ainsi que certains expéfimentateurs l1'ont fait, nous
aurions pu envisager de relever les propriétés électrochimiques de
ces matériaux dans des milieux non aqueux. Cependant, nous avons te-
nu & ne pas exclure le role dominant de 1'eau qui existe toujours en
quantité importante dans les milieux biologiques, méme au sein des ul-
trastructures les plus organophiles. En conséduence, tout otre tra-
vail a été développé avec des solutions aqueuses des composes étudiés.

Dans ce qui suit, et compte tenu du fait que les différences
entre les propriétés des trois matériaux 1'emportent sur leurs analo-
gies, nous présenterons successivement 1'étude électrochimique



- d'un composé modéle du NAD" s 10 N1 méthyl nicotinamide,
- de la nicotinamide,

- de la pyrimidine.

Les techniques expérimentales utilisées étant identiques

pour ces trois composés, nous présenterons préalablement celles-ci
dans un chapitre séparé.

Dans la conclusion générale, nous décrirons la situation
i laquelle nous sommes parvenus a la fin de notre travail. Puis nous
ferons le point des résultats d'interét biologique qui peuvent étre
tirés d'une étude électrochimique telle que la nOtre.



CHAPITRE DEUX

TECHNIQUES EXPERIMENTALES

1 - Choix de la méthode électrochimique et de Ta technique expérimentale.

Le probléme essentiel que NOUS avons gardé présent a 1'esprit
au cours du choix des méthodes et des techniques électrochimiques
consiste a é€liminer, autant que possible,les artéfacts 1iés a la tech-
nique expérimentale. Pour qu'un caractére significatif, vis-a-vis des
questions d'ordre biologique, subsiste dans les résultats obtenus, il
est indispensable que ceux-ci soient le plus possible indépendants des
circonstances de mesure. Pour cette raison ainsi que par souci de sim-
plicite, nous avons généralement préeféré les méthodes électrochimiques
stationnaires ou pseudo-stationnaires,dérivées de -1a polarographie,aux
méthodes transitoires. Nous avons donc relevé des courbes intensité-
potentiel obtenues dans des conditions stationnaires de diffusion de

réactif vers une micro-électrode, puis analysé ces courbes.

Pour le choix de cette technique voltamétrique stationnaire,
nous avons étée amenés a abandonner la polarographie a stillation 11i-
bre dans laquelle le temps de goutte varie avec le potentiel de 1'é-
lectrode et la nature de la solution. Dans cette technique certaines
conditions expérimentales, -par le fait qu'elles se trouvent liées a 1la
foils au produit étudié et aux propriétés électro-capillaires du mercu-
re, nous ont en effet semblé insuffisamment définies. Il eut donc été
normal, 4 ce stade, que nous nous adressions & une technique voltamé-
trique basée sur l'utilisation d'électrodes solides tournantes. Malheu-
reusement les produits dont nous avons choisi d'étudier la réduction
eélectrochimique dans 1'eau ont des potentiels de réduction trés néga-
tifs. Les domaines de potentiel correspondant ne peuvent étre facile-
ment atteints qUe sur mercure. Différents types d'électrodes de mer-
cure faisant intervenir des conditions stationnaires et bien définies

de transport ont été envisagées :



- la goutte tombante de mercure,
- le jet de mercure,
- la nappe de mercure placée dans une solution réguliérement agitée,

- 1'électrode tournante d'amalgame.

Une etude préliminaire de ces différents types d'électrodes de mer-
cure nous a montré que 1'électrode a amalgame ne permet pas d'attein-
dre des potentiels aussi negatifs (Fig. 2.1) et que la nappe ou le
jet de mercure sont d'un emploi assez délicat. Enfin, 1'introduction
d'une commande mécanique du temps de goutte en polarographie & stil-
lation suffit a eéliminer la plupart des difficultés rencontrées avec
la stillation libre. C'est donc cette derniére technique que nous
avons retenue le plus généralement et dont nous présenterons en dé-

tail les caractéristiques au § 2.3.

Toutefois, au cours d'une étude préliminaire de 1'étendue du
domaine d'électroactivité pratique de 1'eau sur différentes électro-
des, une partie des comportements électrochimiques des matériaux étu-

dies, localisée aux potentiels les moins négatifs, s'est révélée ob-

servable sur électrode a disque de carbone vitreux. Nous avons donc
utilisé cette électrode pour examiner:dans quelle mesure les résultats
obtenus pouvaient étre considérés comme indépendants du matériau d'é-

lectrode.
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Fig. 2.1 - Domaine d'électroactivite pratique de ['2au SUr Lles élec

trodes & gouttes de mercure ( + ) et d disques tournants de platine

( 0), or ( O ), or amalgamé ( © ), carbone vitreur ( ® ) et

de cadmium ( A& ) . Les potentiels d'oxudation et de réduc-
tion qui limitent ce domaine correspondent d des valeurs de courant,
provenant du solvant ou de l'électrode, égales aux courants limites
de la premiére vague de réduction de 1'ozygéne, 4 saturation de l'air
dans L'eau, sur cette méme éZectrbde.zgggpotentieZs tndiaiés dans ce
diagramme proviennent essentiellement d'études personneclles. Nous
avons cependant fait également figurer les notentiels publiés par

ADAMS ( 183 ) relevés sur électrode de platine et d'or.



- la goutte tombante de mercure,
- le jet de mercure,
- la nappe de mercure placée dans une solution réguliérement agitée,

- 1'électrode tournante d'amalgame.

Une etude préliminaire de ces différents types d'électrodes de mer-
cure nous a montré que 1'électrode a amalgame ne permet pas d'attein-
dre des potentiels aussi negatifs (Fig. 2.1) et que la nappe ou le
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servable sur électrode a disque de carbone vitreux. Nous avons donc
utilisé cette électrode pour examiner'dans quelle mesure les résultats
obtenus pouvaient étre considérés comme indépendants du matériau d'é-

lectrode.



Fig. 2.1 - Domaine d'électroactivite pratique de l'eau sur les élec
trodes @ gouttes de mercure ( + ) et d disques tournants de platine
( 0 ), or ( O ), or amalgamé ( & ), carbone vitreuxz ( ® ) et

de cadmium ( A ) . Les potentiels d'oxydation et de réduc-
tion qui limitent ce domaine correspondent d des valeurs de courant,
provenant du solvant ou de l'électrode, égales aux courants limites
de la premiére vague de réduction de 1l'ozygéne, a saturation de l'air
dans 1'eau, sur cette méme électrode. Les notentiels tndiqués dans ce
dragramme proviennent essentiellement d'études personnelles. Nous
avons cependant fairt égalemenf,figurer les potentiels publiés par

ADAMS ( 193 ) relevés sur électrode de vlatine et d'or.



- la goutte tombante de mercure,
- le Jjet de mercure,
- la nappe de mercure placée dans une solution réquliérement agitée,

- 1'électrode tournante d'amalgame.

Une etude préliminaire de ces différents types d'électrodes de mer-
cure nous a montrée que 1'électrode a amalgame ne permet pas d'attein-
dre des potentiels aussi negatifs (Fig. 2.1) et que la nappe ou le
jet de mercure sont d'un emploi assez délicat. Enfin, 1'introduction
d'une commande mécanique du temps de goutte en polarographie & stil-
lation suffit a éliminer la plupart des difficultés rencontrées avec
la stillation libre. C'est donc cette derniére technique que nous
avons retenue le plus généralement et dont nous présenterons en dé-

tail les caractéristiques au § 253

Toutefois, au cours d'une étude préliminaire de 1'étendue du
domaine d'électroactivité pratique de 1'eau sur différentes électro-
des, une partie des comportements électrochimiques des matériaux étu-
dies, localisée aux potentiels les moins négatifs, s'est révélée ob-
servable sur électrode a disque de carbone vitreux. NousS avons donc
utilise cette électrode pour examiner:dans quelle mesure les résultats
obtenus pouvaient étre considérés comme indépendants du matériau d'é-
lectrode.



Fig. 2.1 - Domaine d'électroactivité pratique de l'eau sur les élee-
trodes a gouttes de mercure ( + ) et a disques tournants de platine
( 0), or ( O ), or amalgamé ( & ), carbone vVitreux ( ® ) et

de cadmium ( A ) . Les potentiels d'oxnudation et de réduc-
tton qui limitent ce domaine correspondent a des valeurs de courant,
provenant du solvant ou de l'électrode, égales aux courants Limi tes
de la premiére vague de réduction de 1'oxygéne, a saturation de l'air
dans 1'eau, sur cette méme électrode. Les potentiels indiqués dans ce
diagramme proviennent essentiellement d'études personneclles. Nous
avons cependant fait également figurer les potentiels publiés par
ADAMS ( 193 ) relevés sur électrode de vlatine et d'or



2.2 - Appareillage.
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Nous avons, a 1'aide d'un ensemble de mesures &lectrochimiques

TACUSSEL & trois électrodes, tracé des courbes intensité-potentiel en
imposant un potentiel et en détectant le courant continu correspon-

dant. L'ensemble utilisé comprend :

- un potentiostat PRT 500 LC imposant un potentiel défini entre une

électrode de référence et une électrode indicatrice,

- un millivoltmétre électronique S6RZ a grande impédance d'entrée dont

le signal, de sortie est envoyé & la partie tension (X ) d'un enre-
7istreur XY, | | |

- un pilote de tension SERVOVIT 9B permettant le balayage linéaire
en fonction du temps du potentiel imposé par Te potentiostat

(vitesse réglable continiment entre 0,1 et 1100 mv.mn-lL

- un marteau électrique MPO commandé par un générateur de commande
de marteau & répétition GCMR qui fixe le temps de goutte contini-
ment entre 0,01 et 100 s ,(Fig.2.4).

L'enregistreur bigalvanométrique utilisé est un LUXYTRACE

TR VAC SEFRAM branché pour sa partie courant ( Y ) sur le circuit
de 1'électrode auxiliaire.

La figure 2.2 donne le schéma du montage électronique uti-
lisé. Cet ensemble expérimental permet le relevé direct de caurbes
intensité-potentiel avec une précision de mesure du courant de 1%
et du potentiel de % 2 mv. -

- Voltamétrie cyclique sur goutte de mercure & stillation commandée

------------------------------------------------------- F_“----

- . . . e WS . S e — - . . S . s . S S P e e S S S e . e S S S e e S

L'ensemble de mesures utilisé pour la voltamétrie cyclique
comprend essentiellement des appareils TACUSSEL et un oscilloscope
TEKTRONIX. Il est composée de :

- un potentiostat a réponse rapide PRT 20-2X,
- un pilote de tension GSTP permettant un balayage aller et retour,



Potentiostat Ref?renc? 7
ORT 500 LC Indicatrice

Auxiliaire

Pilote
SERVOVIT

Marteau
M PO

Millivoltmétre S6RZ

7

Commande de marteau.
GCMR

Enregistreur
X Y

LUXYTRACE

i, S0 - Loaéma du montage électronique utilisé pour la polarogra-

phie d stillation commandée.



Référence

Potentiostat _ _
ORT 20-2Y Indicatri

Millivoltmétre
S6RZ

Commande de

marteau e
GCMR
Déclenchement du

balayage

Ampli ADTP —Nd

10.

ce

* Auxiliaire

Marteau l
MPO |

Fig. 2.3 = Schéma du montage
é€lectronique utilisé pour la
voltamétrie cyclique sur goutte
de mercure en stillation com-

mardée et sur disque de car-

bone vitreux.



1%.

linéaire en fonction du temps, du potentiel imposé par le poten-

tiostat,
- un marteau MPO commandé par un générateur de commande de marteau

a répetition GCMR qui fixe le temps de goutte continiment entre
0,01 et 100 s et qui peut déclencher le balayage aller et retour
du potentiel a un moment quelconque de la durée de vie de 1a

qoutte (Fig.2.4),

- un millivoltmétre électronique S6RZ qui permet de mesurer avec
précision le potentiel initial et 1'amplitude du balayage,

- deux amplificateurs différentiels ADTP qui permettent de relier
les voies X et Y de 1'oscilloscope & la cellule sans modifier les
potentiels et courants a mesurer.

L'enregistreur XY utilisé est un oscilloscope a mémoire
TEKTRONIX R 564 B muni de deux tiroirs amplificateurs.

Le marteau et son générateur de commande sont évidemment dé-
connectés lors de 1'utilisation d'une électrode a disque de carbone
vitreux. Le balayage des potentiels est alors déclenché manuellement

pour un ou plusieurs allers et retours.

La figure 2.3 donne le schéma de montage électronique utilisé.
Cet ensemble expérimental permet le relevé direct de courbes intensi-

té-potentiel avec une précision de mesure du courant de 5% et du

potentiel de 210 mv.

Fig. 2.4 - Détarl du
montage utilisé pbur
réguler le temps de

goutte par le marteau
TACUSSEL type M.P.O.
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Les cellules utilisées pour les études polarographiques et
voltamétriques sont de type classique & trois électrodes(Fig. 2.5). Elles
ont suivant les modeles des volumes de travail de 50, 25 et 5 ml.

Une double paroi permet, grdce a une circulation d'eau, de mainte-
nir constante la température de la cellule. L'oxygéne dissous dans
les solutions est éliminé au moyen d'un barbotage d'azote de qua-

11té R utilisé sans purification supplémentaire. Aprés une quinzai-
ne de minutes de barbotage, un courant d'azote est maintenu au-dessus

de la solution pendant toute la durée des expériences.

Les électrodes indicatrices sont constituées suivant la

nature de 1'étude :

- so1t d'un capillaire a goutte de mercure, de temps de goutte 1i-
bre compris entre 4 et 15 § et pour lequel on fixe mécaniquement
le temps de goutte & une valeur inférieure, généralement 0,50 s.
Cette regulation mécanique élimine les variations et irrégu]érités
du temps de goutte a potentiel trés négatif. Le tableau 2.1 donne
les caractéristiques de ces capillaires, temps de goutte libre et
débit pour les hauteurs de mercure utilisées.

- s0it d'un disque de carbone vitreux de 1,2 mm de diamétre.

Bien que des électrodes de référence Ag/AgCl, KC1 saturé

(TACUSSEL type AgCl1 10) aient étée généralement utilisées,tous les
potentiels cités sont rapportés a l1'électrode normale @ hydrogéne a
25,0 = 0,2°C. Le potentiel fourni par les électrodes de référence

est periodiquement contrdolé avec des. électrodes témoins: ce poten-
tiel est connu avec une incertitude inférieure a 1 mV . Pour limiter
la diffusion d'ions génants a 1'interieur de 1'électrode de référence

celle-ci a ete séparéee de la solution par un compartiment fritteé
rempli d'une solution saturée en chlorure de potassium.

L'électrode auxiliaire est constituée d'un fil de platine
également séparé de la solution par un compartiment fritté.
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Fig. 2.5 - Ensemble utilisé pour la polarographie & stillation com-

lique sur goutte de mercure 4 stillation

rie cye

mandée et la voltamét

commandée.
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Tableau 2.I - Caractéristiques des capillaires utilisés pour la po-
larographie d stillation commandée et-pour la voltamétrie cyclique

sur goutte de mercure.

S——

rieure du capillaire.

N° Longueur| Hauteur deI Temps de goutte . Débit de mercure (+)
( cm ) | mercure(®) ' libre 3 25°C(+) (s) | ‘mg /s)
{cm) |
i
I 20 30 B, 15 & '4,34 2:16
' 55 2.1 &°2;7 '
]! 20 30 4,50 a 4,60 2,50
2 | 30 25 17,25 0.50
35 L3 & 1255 0,68
40 10,50 0,83
50 7s76 0,99
60 6,48 b o 20
| 70 5,50 1,40
13 30 3 045
| 70 et
| 4 30 35 By6 a2 950
| 5l 30 35 13,03 £3,3 0,65
6 20 35 J1,. 881159 0,60
7 10 35 3,923 4,25 1,77
| 8 10 35 L,obh A 4,48 1,83 a 1,90
45 3,50 2,54
! >3 2,80 3,04
65 2,40 3,61
73 2,10 4,07
9 10 35 4,45 2.01
65 2. 26 3,83
10 20 25 12,008 12,8 0,63
35 8,5 a 10,0 0,92
45 6,60 &8 7,4 1,18
H 55 5,4 4 6.0 1,45
4 65 4,8 '3 4,9 1872
1295 4516 1392
|
i — —_— - —
# Hauteurs de mercure,non corrigées, au—dessus de 1l'extrémité infé-

Temps de goutte libre et débits de mercure ont &té mesurés en cir-

cuit ouvert, le capillaire étant plongé dams de 1l'eau permutée.
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Pour chaque pH étudié un stock de solution tampon est pré-
pare (Tableau 2.11) a partir de réactifs de pureté analytique. Une
quéntité connue (50, 25 ou 5 ml suivant le type de cellule) de cet-
te solution est placée dans la cellule électrochimique. Un premier
tracé polarographique ou voltamétrique est effectué dans cette solu-
tion plus ou moins saturée d'air suivi d'un deuxiéme tracé, effectué

aprés avoir chassé 1'oxygéne en faisant barboter de 1'azote pendant

une quinzaine de minutes. Les solutions de réactif étudié sont obte-
nues en ajoutant dans ce volume de solution tampon des volumes connus
de solutions aqueuses concentrées de réactif (0,50 et 0,050 M). Cette
addition est généralement réalisée a 1'aide d'une microburette & pis-
ton MANOSTAT DIGI-PET. Le pH de 1a solution est mesuré avec une
é@lectrode de verre combinée (TACUSSEL type TCBC 101) et un pH-métre
électronique (TACUSSEL type TS 70) avant et aprés cette addition et
les opérations de barbotage d'azote ; ceci permet de vérifier que

la variation du pH au cours des ménipu1ations reste inférieure a
-quelques centiémes d'unité de pH.

En polarographie les courants limites de vague ont été re-
levés sur les tracés intensité-potentiel suivant les méthodes oropo-
sées par ZUMAN ( g ) soit individuellement pour chaque vaaue, soi1t
additivement. Lorsque cela représente une correction notable, c'est-
a-dire pour les concentrations les plus faibles en réactif, le courant
de fond obtenu en presence de solution tampon seule est soustrait du
courant obtenu en‘présence de reactif.
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Inbieau 2.I1 - Composition des solutions utilisées pour assurer

AL

le transport du courant et fixer le pH.

n ] pH Acides Bases | Ions neutres
nature conc. nature conc. | nature | conc|
)RR i o I s et ON
1|0,36%0,02 |HC1 11,0 |
2 10,58%0,02 [HC 0,50
3| 1,60%0,05 |H0,CCOH 0,10 ?Hozccoz‘ 0,10 | kK 10,10
41 1,86%0,02 [H,PO, 0,50 | H,P0,- 0,50 | k¥ |0,50]
51 2,4170,05 "HoNCH,COH | 0,50 | *H,NCH,C0,” | 0,50 | €17 | 0,50
6 2,80f0,05'1ac.c1trique I0,65 mono citrate | 0,41 KT 0,41
7 | 3,00%0,02 |" (0,02 | " 0,02 | Na* |0,08
| c1- | 0,06
8 | 3,5670,02 [ HCOH 0,50 | HCO,,” 0,50 | K 0,50
9 | 3,62%0,05 CH,CO,H 0,09 | CH,CO,, 0ol dup’ 0,01
10 | 3,70%0,05 |" 10,90 | 0,10 | K 0,10
11 | 3,72%0,05 |H0,CCO,, 0,20 | 70,0, 0,18 |- K 0,56
12 | 4,0070,02 |mono citrate |0,04 |di citrate | 0,01 | Na* |0,11
wk | CY7iulu0.08
4,6220,02 CH, CO,H 0,10 | CH,CO," 0,10 | ¥ 10,10
4,70%0,02 | " 0,20 | " 0,20 | K 0,20
4,80%0,02 |" 0,50 | " 0,50 | K~ 10,50
5,0020,02 [di citrate 0,09 | Nat | 0,18
5,0110,02 mono phtalate | 0,15 ld1' phtalate 0,20 K+ 0,55
5,20%0,02 CH,CO,H | 1,97 | CH,C0,," 1,97 | k¥ 1,97
5,7820,02 |di citrate 0,50 | tri citrate | 0,50 | K 2,50
6,000,02 |" 0,02 | 0,06 | Na¥ | 0,16
6,62-0,02 | H,P0," 0,25 HPO, 0,25 | K |o0,75]
6,68%0,05 | " 0,50 | " 0,50 | K 1,50
7,20%0,05 | imidazole-H" | 0,50 | imidazole | 0,50 | C1~- | 0,50
8,25-0,05 | tris-H" 0,50 | tris 0,50 | €1~ | 0,50 |
9,0 a 9,5 | NH," 0,50 | NH, 10,430,5/ €17 | 0,50
9,57-0,02 | H,BO, 0,50 | H,BO,~ 0,50 | K | 0,50
9,82%0,02 HCO 5~ | 0,50 | €05~ 0,50 | K 1,50
?TQS%Q,Oﬁ_L%HéﬂCﬂZEEg—.;9:?9_‘H2NCH2002- 0,50 | K" 0,50
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3 - Etude des caractéristiques de la polarographie a stillation
commandee.

La polarographie, c'est-a-dire la voltamétrie sur gqouttes
de mercure en stillation libre, est depuis cinquante ans 1a métho- .
de la plus simple et la plus couramment utilisée pour étudier la ré-
duction éelectrochimique de matériaux peu oxydants ( 9 g 17 ).
L'électrode a gouttes tombantes de mercure présente sur les électro-
des solides tournantes et les électrodes i nappe ou a goutte pendan-
te de mercure |'avantage certain d'un renouvellement trés fréquent
de sa surface. Pour que les résultats soient reproductibles, il n'est
donc pas nécessaire de lui faire subir un traitement mécanique ou

électrochimique préalable: seul un nettoyage fréquent du mercure et du
capillaire sont indispensables ( 18 ).

Cependant 1a tension superficielle a la surface de sépara-
tion du mercure et de la solution, et par conséquent le temps de gout-
te libre, dépendent du potentiel du mercure et de 1a composition de la
solution. C'est d'ailleurs a partir de recherches sur cette tension
interfaciale qu'HEYROVSKY développa 1a polarographie. Cette variation
du temps de goutte ainsi que les mouvements de la solution et du
mercure au voisinage de la surface de 1'électrode. entrainent des
déformations des courbes intensité-potentiel qui peuvent étre sen-
siblement diminuées ou méme annulées par régulation mécanique du
temps de goutte. La polarographie a stillation commandée permet par
conséquent d'obtenir des courbes intensité-potentiel d'allure trés
voisine de celles tracées sur électrode solide tournante et dont
1'analyse thermodynamique se trouve simplifiée.

Primitivement uti]iéée, vers 1950, pour synchroniser la
chute de gouttes de deux capillaires,notamment en polarographie dif-

férentielle ride aaslilis, la régulation mécanique du temps de
goutte a eté developpée avec les capillaires vibrants. Dans ce cas

le capillaire vibre avec une amplitude de 0,5 mm et une fréquence
de 50 & 100 Hz de sorte que les gauttes formées sont trés petites
et s'écoulent trés rapidement. Ceci élimine les oscillations du cou-
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rant dans le temps et présente un autre avantage, celui de rendre
possible une agitation 1égére de la solution sans modification du
courant ( 22, 23 ). Plus récemment, depuis 1953, de nombreux au-
teurs ont préconisé 1'emploi d'un marteau dans tous les cas ou 1l
est nécessaire de fixer le temps de goutte a une valeur précise

( 24 , 25 ) ou de le faire varier indépendamment du débit de mer-
cure ( 26 a 32 ) . . I1s ont montré, en par-
ticulier en observant la variation du courant pendant la durée de
vie d'une goutte de mercure, que cette régulation mécanique ne per-

turbe pas le processus électrochimique étudié.

Nous avons utilisé successivement deux types d'appareil-
lage pour détacher les gouttes de mercure. Dans le premier modéle
de conception trés simple, les chocs sont provoqués par les déplace-
ments d'un barreau de téflon dans un plan perpendiculaire au capil-
laire : ce barreau est écarté du capillaire par une came entrainée
par un moteur a vitesse variable, puis rappelé contre le capillaire
par un léger ressort en spirale. Avec le deuxiéme modéle de marteau
le bras d'un électro-aimant vient frapper latéralement le capillaire
et les caractéristiques'des chocs sont améliorées puisque 1'impulsion

a une durée de 5 ms environ quelle que soit la fréquence des chocs.

Ce marteau pour polarographie TACUSSEL type M.P.0. est
alimenté par un générateur d'impulsions de fréquence réglapnle en-

tre 10“2 et 102 Hz et d'intensité réglable, TACUSSEL type G.C.M.R.

(Figs2. ek, 2°5).

2.3.2 - Etude de la méthode.

Avant d'utiliser la polarographie a stillation commandée
pour etudier la réduction eélectrochimique des hétérocycles polycon-
jugués azotés, nous avons procédé a la détermination précise des
caractéristiques de notre ensemble expérimental. En suivant 1'exem-
ple d'expériences menées par WOLF et coll. ( 27 , 29 ) sur un appa-
rei]]age semblable (stand polarographique METROHM E 354), nous avons
releve 1'influence sur les potentiels et hauteurs de vague des fac-

teurs expérimentaux suivants :
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- temps de goutte imposé, la nauteur de mercure donc le débit de mer-
cure étant maintenus constants,
- debit de mercure, le temps de goutte étant maintenu constant.

Pour que les resultats obtenus présentent un caractére
général et puissent éetre utilisés comme éléments de référence,nous
avons utilisé dans cette étude préalable des solutions aqueuses de
17 et Cd¥ . Ces cations sont en effet fréquemment utilisés lors-
que 1'on désire une réduction électrochimique qui soit rapide méme
sur mercure, et une hauteur de vaque qui soit limitée par la diffu-
sion de réactif vers 1'electrode.

------------------------ 1/2°

En accord avec ies prévisions théoriques, nous avons ob-
servé, dans ces cas de reéduction électrochimique rapide, que les po-
tentiels de demi-vague ne dépendent ni du temps ue qoutte imposé
(Fig. 2.6), ni du débit de mercure (Fig.2.8).

L IR - @ s - — L D N e DR T LT . I

La hauteur des vagues correspondant a une réaction élec-
trochimique rapide, dépend exponentiellement du temps de goutte
impose lorsque la hauteur de la colonne de mercure, donc le débit
de mercure, sont maintenus constants.

D'aprés ILKOVIC, en utilisant 1'approximation d'une dif-
fusion plane, la hauteur de vague est reliée au temps de goutte par:

A]OQ(-'iHm)/ Alog v = 1/6
En tenant compte de la diffusion sphérique du modéle de KOUTECKY, on
d; .

A]Og(-'i]im)/ A]og r = 16 %57 m"1/3‘ - 1/6‘01/2

Ce qui donne comme valeurs limites 0,184 et 0,192
lorsque pour un débit de mercure m =1 mg/s

et un coefficient de diffusion D= 2,000,310
T1+( 34 )), on fait varier le temps de goutte r entre 0,1 et 1 s.

: cm2/s (cas de
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01 1,0 10
temps de goutte imposé [s]

F1g.2.6 et 2.7 - Influence de la fréquence de chute des gouttes de
mercure sur la réduction de solution 10_4:£'en 11" et cd'? par po-
Larographte d stillation commandée : 717 dans une solution d'acide
chlorhydrique 0,02 M(0O) et cd”™ dans wne solution d'acide nitrique
0,01 M (O). La hauteur de mercure est maintenue constante (35 cm)

au—dessus du eapillaire n°10.

Fig. 2.6 - Relation entre les potentiels de demi—-vague et le loga-

rithme du temps de goutte imposé.

Fig. 2.7 - Relation entre le logarithme des hauteurs de vague et

le logarithme du temps de goutte imposé.
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Pour déterminer expérimentalement !(a reiation entre cou-
rant limite et temps de goutte imposé&, ncus avons utilisé un grand
nombre de conditions expérimentales difvérentes (capillaires de lon-
gueur comprise entre 10 et 30 cm, hauteurs de mercure comprises en-
tre 35 et 72,5 cm), et pour chaque ensembie de conditions fait varier
le temps de goutte impusé entre 0,1 et 11 s. Nous avors ensuite por-

té comme dans la figure 2.7 log(-1,. ) en fonction de log 7 . Les

diagrammes obtenus présentent les l;?actéristiques communes suivan-

tes

- avec 1'enregistreur bigalvanométrique utilisé, seul le courant ca-
thodique correspondant au maximum des oscillations est proportion-
nel a une puissance constante du temps de goutte impose,

- pour une meme solution, un méme c¢apillaire et une méme hauteur de
mercure, les points correspondant a des valeurs du courant limite
obtenues en stillation libre sont alignés avec ceux oltenus en stil-
lation commandée,

- les pentes de variation de log(-1,. ) en fonction log 7 sont,

suivant les conditions expériment;}gs, comprises entre 0,19 et
0,36. Dans le tableau 2.III nous avons fait figurer les valeurs nu-
meriques de ces pentes A 109(-—1”m)/ A lTog 7 . Elles sont tou-
jours superieures aux valeurs theoriques rappelées précédemment et
diminuent lorsque la concentration de réactif passe de 10 " 3

5.10"%

tats & ceux obtenus précédemment avec des solutions environ 10
ot
en Cd. = K28 ;20 1),

‘M. Cette derniére observation permet de rattacher nos résul-
n

Finalement nous pouvons considérer que,pour une vague cor-
respondant d un transfert électronique rapide, 111m est proportion-

——

nel a [,‘,._-]O,.ZS'-t 0,06, lorsque. it ssvariegentre 0, let, 1l s.

- — L R aal - - e —— - —n L=t L] — el - - - T - - . - - . —
o

La hauteur des vagues correspondant a une réaction élec-
trochimique rapide, dépend exponentiellement du débit de mercure ou
de 1a hauteur corrigee de la colonne de mercure . lorsque le temps de
goutte est maintenu constant. Le débit et la hauteur de mercure sont
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015

0,1
05 07 10 15 2

débit de mercure (mgs™)

Fig. 2.8 et 2.9 - Influence du débit de mercure sur la réduction de
solutions 10 2+ M en T1* et cd'’ par polarographie d stillation com-
mandée : TL® dans une solution d’acide chlorhydrigue 0,02 M (O )
et ¢d'? dans ume solution d'acide nitrique 0,01 M ( O ). La hauteur

de mercure varie entre 25 et 72,5 cm au-dessus du capillaire n°10,le
temps de goutte étant fixé a4 0, 50 s.

Fig. 2.8 - Relation entre les potentiels de demi—vague et le lo-
garithme du débit de ﬁeraure :

Fig. 2.9 — Relation entre le logarithme des hauteurs de vague et

le logarithme du débit de mercure.



Tableau 2.1II - Polarographie a4 stillation commandée :

du temps de goutte imposé sur le courant de diffusion;

Influence

£3.

e i B

| ) } s ST o N
Réactif Cap.iraire | Variation de i, avec 7 a3 m et h
E § constants
iconc. | milieu n°| longd T m h A log(id)max |
My | M) - (cm) (s)  (mg/s) (cm) W |
SSENSE J S SR —Lh R 2 4 - - !
¥ 110™ {wuc1 0,02| 10 | 20 lo,1 a 9,3 0,84 35 |0,32 20,01 |
| > | 30 lo.1 a11.3 0,68 35 | 0,36 0,02 |
11 {5.10 *| HC1 0,1 8 | 10 |0,2 a 4,6/ 1,90 35 0,23 < 0,02
| 10 | 20 fo,1 a2 [1,90 72,5( 0,19 = 0,02
] | 0,1 a2 |1,42 55 | 0,21 ¥ 0,03
' 0,1 a2 |0,85 35 |0,24 = 0,03
cd lO-MHN03O,01 10 | 20 [o,1 & 9,3|0,85 35 .| 0,28 0,01
2 | 30 lo,1 a11,3}0,68 35 .| 0,30.~0,01
cd 1,6.10-7 LiC10,Q99 0,183 5,5/ 10,aL1,| 60 t 0’1476#.)
HC10, QO] 0,18a 5,0} 13 a13,| 70 | 0,167
| 0,182 4,5| 15,36, | 80 [ 0,182
| 0,18 4 | 17,318, 90 | 0,193
cd’ env, | KCL 0,5 11 0,753 3,9 0,19 ¥ 0,04 *¥
10™

( %) Référence 29

( % % ) Référence 20
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proportionnels~si 1'on soustrait & 1a hauteur réelle de mercure un

terme de contre pression :

A h etant exprimé en cm
my le débit de mercure, en mg/s

ri le temps de goutte, en s.

D'apreés ILKGVIC, la hauteur de vague est reliée au débit
de mercure m par 1'expression :

A log(—i-._im)/ Alogm= 2/3

En tenant compte de Ta diffusion sphérique du modéle de KOUTECKY, on

& s
Alog(-iy, )/ Alog m = 2/3- 11,3.m"1/3. y 2 alf L

ce qui donne les valeurs limites 0,61O et 0,631 lorsque pour un temps
0,5 s et un coefficient de diffusion

i

de goutte 1mpose T
D = 2,00.10_5cm2/s (cas de T1+), on fait varier le débit entre 0,5 et

2,0 mg/s.

Pour déterminer expérimentalement la relation entre hau-
teur de vague et débit de mercure nous avons maintenu le temps de
goutte a 0,5 § et fait varier la hauteur de mercure entre 35 et
72,5 cm pour ditterents capillaires. Nous avons ensuite porté,comme
dans la figure 2-95109(-1]im) en fonction de Tog m. Les diagrammes
obtenus montrent que la hauteur de vague est, pour ce temps de gout-
te imposé de 0,5 s, proportionnel a une puissance constante du débit
de mercure ou de la hauteur corrigée de mercure. Cette puissance,éga-

lea A 109(-1'”m)/ Alogm et a A1og(-i]-1.m)/ A log hc- ., est
comprise entre 0,80 et 0,90 pour tous les capillaires utilisés (Ta-

bleau 2.IV) et est donc bien supérieure aux valeurs théortques rap-

pelees precédemment.

Nous pouvons finalement considérer que,pour une vague cor-

respondant a un transfert electronique rapide . i]. est proportion-
. 0,85 * 0,05 PR
nel a m - lorsque,pour un temps de goutte imposé de 0,5 s,

le debit m de mercure varie entre 0,5 et 2,0 mg/s.



Tableau 2.1V - Polarographie & stillation commandée :

25,

Influence suy

le courant de diffuston du débit de mercure d temps de goutte constant.

(¢) Référence 20

o “tat P

Réactif Capil- | Variation de i, avec m ou
' La%Ne k¥  p . constant
| corrigé imposé
l . o
| conc miliev n°F.0ng | Timp = {Bdlog ld B a:log td
(cm | A log m log h
(™) (M) ;( ) (s) | i A log A 1og A,
“1*L :‘-a . +—t .. '*“L““‘“""“if '
T1 10 ' lcl o0,02[10{ 20| 0,5 | 0,65 a 1,9 0,88 = 0,02
v 2 30| 0,5 | 0,50 31,5 0,8 = 0,02
| - h k. - -
| T1% [ 5.107* Juc1 0,1 |10l 20| 0,5 | 0,9 a 2,0 0,85 = 0,03
TS wd; ; | =S
| cd 107" O, 10| 20| 0,5 | 0,65 a 1,9] 0,90 -~ 0,01
0] l 2! 30| 0,5 | 0,50 a 1,5|. 0,80 < 0,03
: | ' ]
cd lenv. [KCl O,5 1 0,71 £ 0,01'®
1073 |
B AT St I B
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Pour déterminer les conditions optimales d'utilisation de'
la polarographie a stillation commandée nous avons étudié 1 influen-

ce de quelques paramétres secondaires intervenant dans la méthode.

L'augmentation de la hauteur de mercure, pour un capillai-
re donné, fait diminuer la période de stillation en circuit ouvert;
si 1'on désire controler effectivement cette stillation avec le mar-

teau, 11 faut avoir une période en circuit ouvert beaucoup plus

longue que celle imposeée.

D'autre part, la reproductibilité des courbes intensité-
potentiel semble moins bonne lorsque la période imposée devient in-
ferieure a environ 0,05 s. Ces deux facteurs intervenant simultané-
ment pour déterminer la qualité de tracé du polarogramme, nous avons
obtenu des résultats trés satisfaisants en fixant la période de stil-
lation libre & une valeur comprise entre 3 et 12,5 s suivant les ca-
pillaires et en fixant générd]ement la période du marteau a 0,50 s.

Du fait de 1a trés courte durée de vie des gouttes de
mercure, la polarographie a stillation commandée permet des vites-
ses de balayage de potentiel relativement importantes sans altéra-
tion de la forme, n1 de la hauteur des vagues de réduction : c'est
ainsi que cette méthode est parfois appelée polarographie rapide
( 26 ). Avec 1'enregistreur galvanométrique utilisé nous avons ob-
servé des tracés superposables a 2 mV prés,avec des vitesses de ba-
layage comprises entre 5 et 500 mV.mn'l. Par suite tous nos tracés

ont été effectués a 250 mV.mnnl.

Dans les conditions du tracé de nos polarogrammes,c'est-
a-dire avec 1'enregistreur bigalvanométrique et le temps de goutte
TMpoSé 3 UaS S¥s 1'écart entre courant maximum et minimum, & un po-
tentiel donné, reste généralement inférieur a environ 5%. Il n'est
donc pas necessaire, lors de la mesure des hauteurs de vague, de
faire la distinction entre les valeurs obtenues en utilisant le ma-

ximum ou le minimum des oscillations du courant.

Afin d'obtenir des conditions de stillation reproductibles
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les capillaires ont été nettoyés avant chaque série de mesures.( 18).

Le nettovage de 1'intérieur du capillaire comprend
- une aspiration par trompe a eau d'acide nitrique concentré pendant

environ une heure,

- une aspiration d'eau distillée pendant quinze minutes,

- une aspiration d'air pendant quinze minutes.
Le nettoyage de 1'exterieur du capillaire est effectué successivement

pour chaque extremité et comprend
- un passage d'azote a travers le capillaire,

une immersion de son extremite dans du mélange sulfochromique (HZSO4
concentrée et K,.Cr 0, a saturation) pendant quinze minutes,

R
un lavage et une immersion dans 1'eau distillée pendant quinze minu-

tes,
un séchage a 1'air.

Afin de fournir des éléments permettant de comparer quanti-

tativement nos resgultats polarographiques & ceux qui ont été aupara-
vant publiés, nous présentons dans le tableau 2.1 les caractéristiques

des capillaires que nous avons utilisés.



28.

2.4 - Reactifs.

Nous avons employé pour préparer les solutions tampons
des reactifs de pureté analytique. Les concentraticns des espéces
tamponnant le pH sont au moins cinquante fois plus élevées que cel-
le du reactif étudiée : le plus souvent.les concentrations des for-
mes acides et basiques sont prises toutes deux égales a 0,5 M. La
liste et composition des tampons utilisés est fournie dans le ta-

Dleau 2.11.

L'iodure de N1 méthyl nicotinamide (SIGMA et K. and K.),
la nicotinamide (FLUKA et MERCK) et la pyrimidine (FLUKA, MANN,
ALDRICH et SCHUCHARDT) etaient tous de pureté analytique. Leur com-
portement polarographique n'a indiqué la présence d'aucune trace

d'impureté électroactive.

Le mercure utilisé comme matériau d'électrode indicatrice
est nettoye trés soigneusement peu de temps avant son emploi. Ce net-
toyage comprend : '

- une filtration sur papier filtre,

- un degraissage en continu par le benzéne ou 1'éther de pétrole et
rincage a 1'alcool et 1'eau,

- un lavage en continu a HNO3 5 a 10% et rincage & 1'eau distillée,

- une premiére distillation sous vide,

- une deuxieme distillation sous vide plus poussé (pompe a diffusion
de mercure). |

Le mercure est enfin conservé sous azote dans 1'appareillage et net-

toye a nouveau dés 1'apparition de traces d'impuretés a sa surface.
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CHAPITRE TROIS

ELECTROCHIMIE du NICOTINAMIDE - ADENINE - DINUCLEOTIDE
et de COMPOSES MODELES

- Analyse critique des données antérieures

Les coenzymes pyridiniques c'est-a-dire le nico-
tinamide - mononucléotide (NMN+), le nicotinamide~adénine - di-
nucléotide (NAD+) et le nicotinamide - adénine - dinucléotide
phosphate (NADP+) (Fig. 3.1) ainsi que plusieurs autres dériveés
pyridiniques,jouent un role primordial dans les reactions d'oxy-
do-réduction biolbgiques. Pour cette raison de nombreuses

d 3
I NHo
6 N2 pyridine C""O )IN
: |

CHa-0~P-0-P-0-CHg, 0.
0 ¥ H‘”}W T ey

CHy-0-P-OH Tl H

/ P0=k-0 Al OH OH

H }---1'H (N.AD)
OH OH ML
nicotinamide leotide O 2
mi mononucieotl = N/\ N
|

(N.MN) OMC\N o >
g Q)3 5,0

N A
0, CHg~0-P-0-P-0-CHp. o

A H\ OH OH H H
S HN ;/H’

i 6T
_OHOH _ Ly
nicotinamide adénine dinucleotide phosphate OH-—-I-'I’--O
(N.A.D.P) OH

Fig. 3.1 - Formules de8 nucléotides pyridiniques.

e

29,

EHiet Hy OH nlcotmamude adénine-dinucléotide
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données relatives aux propriétés chimiques et électrochimiques

des pyridines en solution agueuse ont déja eté réunies. Dans
l'etude critique,des donnees disponibles relatives a ces matériaux
d'interét biologique, que nous deéveloppons Cc1-3pres, nous

prendrons soin de préciser en premier lieu comment les propriétés
electrochimiques de ces materiaux se situent parmi celles de 1'en-
semble des pyridines. Dans une deuxiéme éetape nous examinerons plus
en détail les proprietés des pyridines biologiques qui jouent un
role essentiel dans les reactions d'oxydo-réduction.

3.1.1 - Propriegés electrochimiques comparées des pyridines substi-

o T — e s B e S — e RS S e e i i — o W, = T T W TR SIS A A e = S o W .
—

tuées.

T - i A -

Les pyridines substituées pour lesquelles on dispose
du plus grand nombre de données électrochimiques font intervenir
les substituants :

- CH3, - COZH, - COCH3, - CONHZ, - CHO, - CN et NOZ'

Fixés sur un cycle pyridinique en position 1, 2, 3 ou 4 ces subs-
tituants donnent des derivés non oxydables mais susceptibles par
contre d'étre réduits sur électrodes de mercure. Le tableau 3.I

présente 1'etendue du domaine d'acidité pour lequel des valeurs

de potentiel de réduction sont disponibles ( 35 a 79 ) . Les
propriétés d'échange de protons jouant un rdle essentiel dans les
mécanismes de réduction de ces dérivés pyridiniques, ce tableau

mentionne également les pH de transition acide-base des formes non
reduites (O) ( 48 , 80 a 84 ). |

L'influence de la nature et de 1a positinn des substi-
tuants sur la réduction des pyridines est 1llustrée par le ta-
bleau 3.II, dans lequel sont portées les valeurs obtenues a pH
5,0, 7,0 et 9,0 des potentiels de demi-vaqgue relevés Ppar pola-
rographie classique sur goutte de mercure tombante (O) et des
potentiels de demi-pic relevés par voltamétrie sur goutte de
mercure pendante (<). Tous les substituants notés ont pour effet
de rendre moins négatif le potentiel de réduction de la pyridine.

B
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4
527 N3
Pyridines X2
1
0 4 B 12 pH
r_—-—F———-T——-———-ﬁ

pyridine o
N-' CH3 { s
N1 CoHs -
2.COoH ac. picolinique o e Yo —
N1CH3,2.COoH homarine g ! i -
3.CO2H ac. nicotinique e
NyCH3,3.CO2H trigonelline
4.CO2H ac. isonicotinique o o
Nq{CH3,4.COoH
2.COCH3 '
3.COCH3 W PR
N1{CH3,3COCHj; Sl
4.COCH3j e e———
2.CONH2 " T W= —SNe -
4. CONHo Moty (b2 o
3.CONH, nicotinamide.r__ol__ RESE ) S
Ny{CH3,3.CO NH» Pl gy il e —
N1C2H5,3CO NH2 | o -
NynC3H7,3CO NH» e == [l
Ni1nC4Hg,3CO NH»
N1 benzyl,3CONH> | L o
N.M.NT -
N.A.D. T L T
N.A.D.P.+ —
2.CHO O
3.CHO :t o
4.CHO PRI B Y. o
3.CN R 25
N{CH3.3CN | —d L
2.NO> = S B
3.NO» o 1-_____1-—

- Tableau 3.I - Domaine d'acidité pour lequel des valeurs de

-

potentiel de réduction sont disponibles ( ) ou bien ont été

notées comme impossible 4 obtenir (====). Domaine d'acidiis

o’

pour lequel des valeurs de potentiel d'oxydation ont été nciles

comme impossible & obtenir (2===x). Valeurs des pKQ de nes comraasd

en solution aqueuse d la température ambiante ().



Celui-ci est mal défini, voisin du mur de réduction des protons
( 61 4 66 ) . L'ordre d'influence décroissante des
substituants correspond a la suite :

- NO,, > - CHO > - COCHy > - CONH, > - CN > - CO,H.
En général les positions occupees par les substituants ont un
effet qui diminue dans 1'ordre :

position 4 » position 2 > position 3.

Une augmentation importante des potentiels de réduction est
également provoquée par 1la quaternisation de 1'azote pyridinique
par un groupement alkyl ( - CH3, - CgHS"') ou ribose -
phosphate - nucléotide (NAD+ et NADP ). La nature de 1a chaine
fixée sur N1 n'a qu'une influence modérée sur le potentiel de
demi-vague de réduction de 1'hétérocycle correspondant : les
derives de la nicotinamide quaternisés par des chaines alipha-
tiques simples, aulieu du groupe ribose - pyrophosphate -
adénosine,constituent donc de bons modéles de NMNT, NADT et NADPT.
Le role joue par 1'adénine dans le NAD® et le NADP' est analyse
par ailleurs (chapitre quatre{) en liaison avec 1'électrochimie

des pyrimidines et purines.

P —— - D G S GED B B TR G BN S B e A e S DR e — e S N S . S S . e S - L] - O e e e S O S R S T E S T W R TR S e e

Un grand nombre de travaux ont eté effectues, surtout

depuis 1955, sur la réduction électrochimique des nucleotides
pyridiniques =t de leurs composes modéles ; ils ont porte essentiel-

lement sur le NAD' et les sels de Ny méthyl pyridinium. Ainsi que
1'11lustre le tableau 3.I1I, les potentiels de réductions sont assez
negatifs et le plus souvent situes en dessous du potentiel de réduc-
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tion theorique de 1'eau {es etudes ont, par consequent, eté effectuées
sur electrode de mercure, soit par polarographie classique sur goutte

de mercure tombante, soi1t par voltamétrie sur goutte de mercure
pendante. Les valeurs de potentiels de réduction ont été réper-

toriées et rassemplées (@ ,<¢) dans la figure 3.2 pour le NAD”

( 35 G 44, 57 @ 60 ) et le NADPT ¢ 35, n44 ‘a1 51, 60 ).

Les reférences concernant le comportement electrochimique du

4 . ) I v
NMN  sont rares ( 35 ) « ce composé n'est donc pas mentionné

dans cette fiqure. Elle preésente par contre les rniombreux reésul-

tats acquis pour les iodures et chlorures de N1 méthyl nicoti-
namide ( 40, 44, 48, 52 a &4, 60 ).

Un constate que le NAD+, le NADP+ et les sels de N1 méthyl
nicotinamide se comportent de facon semblable lors de la

reduction sur électrode de mercure. Dans tout le domaine de pH

etudié, il apparait une premiére vaque de potentiel E1/2 indépen-

dant du pH. En milieu neutre ou légérement basique,il existe,

pour les sels de N1 methyl nicotinamide, une deuxiéme vaque dont
le potentiel diminue linéairement lorsque le pH augmente.
Les potentiels obtenus avec le NAD+ et le NADP+ ne différent 3

un meéme pH que de quelques mV, alors que ceux obtenus avec 1'io-
dure de N1 méthyl nicotinamide, voisins des préecédents, sont géne-

ralement situes entre 100 et 150 mV au dessus des potentiels

obtenus avec le chlorure de N1 méthyl nicotinamide

Il faut cependant remarquer que les valeurs de E1/2 ont

6té le plus souvent relevées par des auteurs différents pour
1*iodure ¢ 40, 56.)et le.chlorure de N1 méthyl nicotinamide ( 44,
52 ). Par contre,un méme auteur a étudié les troiS halogénures
de N1 méthyl nicotinamide et a constaté que ies valeurs relevées
des potentiels de demi-vague ne différent pas de plus de 5 mV
( 55 ). Si le substituant méthyl fixé sur 1'azote de 1|'hété-
rocycle est remplacé par les substituants ethyl, n propyl, n
butyl ou benzyl, les potentiels,d un méme pH,varient de moins

de 50 mV (40, 41, 44, 48 ). L'etude spectrophotométrique et



34.

, 5 27 \3
Pyridines g -
pH 5.0 pH 7.0 i e PH 9.0
L=t 0 0Egp 10 o ' 40 54/2 1.5 " -0.5 +0.5 €1_/2
( B W/ ENH. [ TV ENHK. T
pyridine i
CH3
CaHg =
CO,H —— 28 | -
2 4
cwy RS |
COCH3 (Sl AR ORI
chg T e
conry —j1%8 |
CONHY =3t g8 |
Mk 1
E?Hh:,“z} =1 l
N.M.NY =
T e —
CHO ———-—p-——-g-—g-u—-ﬂ— -
ew 234 N i
) — r
N2 =1 3‘]?

- Tableau 3.II - Potentiels électrochimiques des dérivés de
la pyridine en solution aqueuse d la température ambiante :
effet de la nature et &eﬁla position des substituants les plus
simples @ pH 5,0, 7,0 et”950.

Potentiels de réduction relevés par polarographie
classique (0O) et par voltamétrie sur goutte de mercure
pendante (o). Potentiels de réoxydation des composés réduits
relevés par polarographie classique (M) et par voltaméirie
cyclique sur goutte de mercure pendante (@) et sur disaue de
platine (ﬂe).'PofentieZs d'oxydo-réduction d courant nul
d'une électrode de platine plongée dans des mélanges, en
quantité équivalente, des formes oxydante et réducirice
(1,4 dihydro) d'un méme dérivé ().
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1'analyse chimique des produits de réactions d'électrolyse a
potentiel contrdolé donnent pour tous les composés précéedents

des resultats cohérents.

En milieu légérement acide, neutre ou basique, la
réduction electrochimique se fait donc en deux étapes. Durant
la premiére étape un transfert simple d'un électron fournirait

un radical qui ensuite se dimériserait selon :

H ;
CONH2 - CONH21
N
| |
R R
N42+ ou composé modele dimere 4 — 4'

R = CHS ou Rib. P.Pi_ Ado

Malgre la divergence de quelqgues résultats ( 39, 471 ),
on constate en fait bien dans les travaux les plus récents sur les
NAD+, NADP+ et leurs composés modéles.que 1'analyse mathématique
de la forme de cette premiére vague de réduction et que les cou-
lométries au potentiel de celle-ci conduisent en définitive a un
méme echange global d'un électron par molécule de réactif ( 3¢,
42, 51, 62, 84"}, Le dimére 4,4' a pu étre préparé par réduc-
tion électrochimique a potentiel contrdlé sur le palier de
diffusion de la premiére vague, puis isolé et analysé. La vitesse
de dimérisation a été determinée par variation du potentiel de
demi~-pic avec la vitesse de balayage en voltamétrie sur goutte
de mercure pendante (44) et par étude de la cinétique de capture
par le NAD* (ou un Eomposé modéle) d'électrons hydratés pro-
duits par radiolyse pulsée (85). Les valeurs obtenues par ces
deux méthodes sont du méme ordre de grandeur pour le NAD+, res-

pectivement 8,5.10° et 5,6.10” 1.mole l.s™1. alors que celles
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Fig. 3.2 - Potentiels électrochimiques des Zodure et chlorure
de N] méthyl nicotinamide, du NADT ot NaDP® d différents pH

en solution aqueuse tamponnée. Potentiels de réducticn relevés
par polarographie classique (0O), et par volteméirie sur
Joutte de mercure pendante (). Potentiels de rsoxydation des
cofnposés rédutts relevés par polarographie classique (m) et
par voltamétrie cyclique sur goutte de mercure pendante (@ ).
Potentiels d'oxydo-réduction d courant nul d'une électrode

de platine plongée dans des mélanges en quantité équivalente

des formes oxydante et réauctrice (1,4 dihydro) d'un méme dérivé

&~ ¥
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obtenues pour le N1 méthyl nicotinamide sont trés différentes
entre elles, respectivement 215,2.10“2 et 699,15#7 1,m01e-1.s-1,

La deuxiéme vague observée dans la réduction électro-
chimique ferait intervenir simultanément deux réactions : 1la
reduction a un électron et un proton du radical formé pendant
la premiére etape et une lente réduction a deux électrons et

deux protons du dimére :

R = CH, ou Rib. P.P. Ado NADH ou composé modeéle

On constate en fait par cou10métrié_au potentiel de
cette deuxiéme vague que la reduction électrochimique des
NADT et NADPY conduit a@ un échange global de moins de deux
electrons par molecule de reactif ( 51 ) , alors que celle
du chlorure de-N1 méthyl nicotinamide conduit @ un échange global
d'exactement deux électrons par molécule de réactif ( 62 ).

Les rendements en 1'isomére dihydro biologiquement

actif, le 1,4 dihydro, formé par électrolyse au potentiel de 1a
deuxiéme vague, dépendent fortement de la nature de 1'électrode,

du pH de la solution et méme de la nature du tampon fixant ce pH.
Par exemple, pour des électrolyses de 87 a 100 % d'une quantité
initiale de NAD+,i] ne se forme que 3 a 80 % de NADH (45). Les
rendements en NADH augmentent, pour les électrodes, dans 1'ordre :



38.

Hg, Pd, Ni, Ag { Pt { Pb ( 87 )

et pour les tampons :

polyphosphate pyrophosphate
tris ¢ < ( 46, 86 )

orthophosphate tripolyphosphate
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