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ETUDE POLAROGRAPHIQUE DE LA REDUCTION DE
L’ACIDE DEHYDROASCORBIQUE PAR LES THIOLS

C. REGNAULT ROGER
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RESUME

L'étude de la réduction de I'acide déhydroaseorbique par les thiols est menée par polarographie
classique et différentielle. Le comportement électrochimique des différents réactifs : acide ascorbique et
acide déhydroascorbique, glutathion, cystéine et dimercapto-2,3 propanol -1, est examiné ainsi que les
avantages que présente I'utilisation de la polarographie dans I'étude de cette réaction,
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Les méthodes électrochimiques apparaissent bicn adaptées 4 la détection et au dosage de nom-
breux composés organiques, vitaminiques ou hormonaux dans des substances complexes, et 4 I'analy-
se des réactions d'oxydo-réduction & caraclére biologique dans lesquelles ils interviennent.

Les propriétés oxydo-réductrices de I'acide ascorbique (AA), notamment, indiquent qu'il devrait
étre possible d*étudier par polarographie les réactions dans lesquelles ce composé est impliqué.

Mous nous proposons d’étudier la réduction de 'acide dehydroascorbique (ADA) par les thiols.

Si “in vitro”, de nombreux thiols, en particulier la glutathion (GSH), la cysteine (C5H) et le
dimercapto-2,3 propanol -1 (ou BAL : British Anti Lewisite), peuvent réduire I'ADA, seul "in vivo”
le glutathion tissulaire manifeste de fagon significative cette propriété (1,2).

Nous nous sommes donc attaché 4 suivre plus particuliérement cette derniére réaction tout en
recourant 4 I'utilisation d'autres thiols (CSH, BAL) lorsque I'analogie et la comparaison de leurs réac-
tivités permettaient de préciser les comportements particuliers des réactifs en présence.

La steechiométrie de cette réaction différe selon la nature du thiol. Elle est de deux molécules
GSH ou de CSH pour une molécule d’ADA et une molécule de BAL pour une molécule d'ADA (fig. 1).

Le présent travail se propose de détailler le comportement polarographique des difiérents com-
posés mis en ceuvre au cours de la réaction étudiée et de dégager I'intérét que présente I'utilisation de la
polarographic pour ce type de réaction.

MATERIEL ET METHODES

Appareillage :

Les courbes voltampérométriques sont obtenues avec un polarographe TACUSSEL PRGS
couplé 4 un enregistreur SEFRAM X - Y de type TRP.

Réactifs :

Les produits chimiques sont utilisés sans purification préalable (ppa) : acide ascorbique, gluta-
thion, cysteine, dimercaptopropanol -1 (Prolabo, France), acide dehydroascorbique (FluKa, Suisse).
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DIFFERENTES REDUCTIONS DE LACIDE DEHYDROASCORBIQUE
PAR LES THIOLS

1. Reduction par le glutathion
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Protocole opératoire :

Les réactifs sont dissous dans un tampon phosphate de SﬂRENSEN {concentration M/15) de
pH 6,8 préalablement privé d'oxygéne et conservé sous gaz inerte. Le tampon sert d'électro-support et
les réactions sont réalisées dans une cellule thermostatée contenant 25 ml d’électrolyte support.

Les courbes polarographiques sont obtenues avec une électrode 3 goutte de mercure dont le
temps de goutte (1 s) est fixé par stillation forcée. La référence est I'électrode au calomel saturé (ECS).
Les polarogrammes par impulsions sont obtenus avec des impulsions surimposées de 10 mV.

RESULTATS
1. Comportement électrochimique des réactifs

Le comportement polarographique des différents composés impliqués dans la réaction est ecxa-
minée dans les conditions opératoires mises en @uvre.

acides dehydroascorbique et ascorbique :

Dans les tampons de Mac Ilvaine et & des pH acides compris entre 2,2 et 5,04, 'ADA présente
une vague de réduction de mature cinétique dont le potentiel de demi-vague varie de -0,35V 4 -0,48V,
et dont le courant limite serait contrdlé par la vitesse de déshydratation de 'ADA (3). Cette vague
n'atteint que le milliéme de la hautcur d'une vague de diffusion normale et ne se manifeste que pour
des concentrations supérieures a 10 “*M. Dans le milieu expérimental utilisé et aux concentrations mises
en ceuvre, 'ADA ne présente donc aucune vague polarographique.

L'AA présente une ou deux vagues polarographiques, la deuxiéme n’apparaissant qu'a des pH supé-

rieurs 4 8 (4). A pH 6,8, dans le tampon de SﬂiRENSEN. I'AA présente une vague anodique de diffu-

sion de potentiel de demi-vague de -0,04V. Cette vague cst uccompagnée d'un maximum qui disparait
sous influence de tensio-actifs (notamment les thiols o faible concentration).

Les thiols :

Le comportement électrochimique des thiols dépend fortement de la concentration et du pH (5).
Cystéine et cystine : le polarogramme de la Cy‘ﬁli;il:‘lt‘ est comparable 4 celui obtenu dans le tampon Clarck
et Lubs ; aux concentrations de 'ordre de 10 M, la cystéine ne présente qu'une seule vague de diffu-
sion (E 1/2 = - 0,47V) tandis qu’a des concentrations plus élevées (de I'ordre de 1.5 10 * M) deux vagues
bien définies apparaissent : une prévague d’adsorption due 4 la formation d’un composé disulfure ac-
compagne la vague de diffusion. La polarographie différentielle confirme ces résultats et le phénoméne
d'adsorption mentionné donne un pic caractéristique.

L’allure des courbes intensités-potentiels de la cystine varie de maniére significative avec le temps. Frai-
chement dissoute, la cystine présente deux vagues de réduction : une prévague d'adsorption (E1/2 =
- 0,48Y) qui ne se manifeste qu'd des pH compris entre 6,8 et 9,5 et une vague de diffusion (E1/2 =
60,85V). Selon certains auteurs (5), cette prévague résulterait d'un phénoméne d’adsorption ct la 2°™*
vague serait caractéristique d'une réduction irréversible du groupe disulfure.

Glutathion : Les polarogrammes expérimentaux du GSH sont en accord avec la littérature (3). Pour des
concentrations supéricures 4 8 10° M. le GSH présente 3 vagues polarographiques : une vague catho-
dique (E1/2 = ~0,49V) indépendante de la concentration pour des valeurs supérieures 2 10~ M, une
vague anodique (E1/2 = - 0,35V) qui présente un maximum important aux hautes concentrations, et
une troisiéme ((E1/2 = <+ 0,13V) qui serait un maximum de second ordre. Aux plus faibles concentra-
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tions (10 * M) une seule vague de diffusion apparait. La polarographie unpulxmnnelle confirme ces
résultats : un seul pic existc 4 des concentrations égales ou inférieures & 10 * M tandis qu'un pic de
potentiel Ep = — 0,36V est observé & de plus fortes concentrations, accompagné d’un épaulement in-
sensible & 'augmentation de la concentration. Le glutathion oxydé (GSSG), formé durant la réduction
de I'ADA, présente une vague (ou un pic) de diffusion situde 4 un potentiel trés négatif. Le systéme GSH/
GS8G est lent.

Dimercapto-2,3 propanol -1 : 4 une concentration de & 10" M, le BAL présente une double vague d’oxy-
dation semblable 4 celle du GSH : une prévague d’adsorption (E1/2 = - 0,60V) et une vague de diffusion
(E1/2 = -0,50V). Aux concentrations supérieures, les phénoménes d'adsorption deviennent plus impor-
tants et provoquent des déformations des vagues. Les valeurs de potentiels en tampon phosphate de pH
6,8 ne présentent pas de différence notable avec celles obtenues dans d’autres tampons (6) (respective-
ment — 0,46V et —0,64V). Aprés oxydation, le BAL présente deux vagues polarographiques de réduction
une prévague ((E1/2 = -0,62V) et une vague de diffusion (E1/2 = - 0,80V). Le couple BAL réduit [ oxy-
dé se présente comme un systéme rapide.

4

2. Etude polarographique de la réaction :

Les différentes réactions sont réulisées en proportions steechiomélriques ou avee un excés d’ADA
4 des concentrations comprises entre 10°° M ¢t 10 Mo ade trop fortes concentrations de thiols d'im-
portants phénoménes d’adsorption sont constatés, A ces concentrations, il est possible de suivre I"évolu-
tion de la réduction de 'ADA par mesure de 'intensité limite de diffusion de la vague ou du pic du thiol
réduit, du thiol oxydé ou de I'AA.

Les mesures analytiques ont été réalisées 4 un potentiel constant de - 0,20V (glutathion) et de
- 0,35V (cystéine).

Plusieurs arguments ont motivé ce choix :

- La vague de diffusion du thiol oxydé est située 4 des valeurs de potenticls trés négatifs et quelques
composés trés électro-négatifs (notamment des vitamines ou des flavonoides) peuvent interférer avec
elle tandis qu'il existe peu d'interférence avec la formule réduite. Un étalonnage interne peut étre réalisé.

- bien que la plupart des composés vitaminigues soient déterminés simultanément dans des substances
complexes (7,8), il a toutefois été noté des interférences entre I'AA et la thiamine (9,10).

- La vague d'oxydation de 'AA est influencée par la concentration en GSH : une déformation du
polarogramme apparait et le courant limite diminue tandis que la concentration du GSH augmente.
Cette diminution résulterait de I'adsorption du GSH 4 la surface de la goutte de mercure (11). De sur-
croit, la 3*™ vague anodique du GSH interfére avec la vague d'oxydation de I'AA et ne permet pas de
déterminer avec précision les intensités limites des courants de diffusion. Le méme phénoméne est ob-
servé avec la cystéine (figure 2 et 3).

En revanche, I'AA atténue les maximums d udsorption de la vague de diffusiondu GSH mais n'en modifie
pas la hauteur quelle que soit la quantité d'AA ajoutée.

Dans ces conditions, il est possible d*étalonner cette vague de diffusion en régime pseudo-station-
naire ou le pic correspondant en polarographie impulsionnelle (tableau 1).

Lex courbes d’étalonnage, réalisées pour des concentrations de GSH comprises entre 4 IlJ "M
etd 10 "M, ont les équations suivantes :
polarographie classique : Ip =-01& 0,109) + 0,9 ¢ 0,037) [N
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I 08 0.4 1,36
2 1.7 0.6 2,64
2,5 2,1 0.8 3.6
3 2,65 | 4,32
2 8
3,25 2.85 3 14.2
3.5 3 4 18,8
5 224
4 3.5 6 26,1
TABLEAU :1: ETALONNAGE DU GLUTATHION REDUIT PAR POLAROGRAPHIE

HYDRODYNAMIQUE ET DIFFERENTIELLE

- polarographie impulsionnelle : Ip = - 0,13 ¢ 0,84) + 4,49 ¢ 0,26) 10* C
(les limites de confiance sont calculées pour une probabilité de 95%).

Par conséquent, les polarogrammes de la réduction de 'ADA par le GSH ou la CHS, qui sont
des réactions lentes, présentent simultanément les trois vagues polarographiques des réactifs en présen-
sence. L'évolution de ces réactions peut étre suivie par la mesure de I'intensité de la vague de diffusion

ou de pic du thiol réduit (figure 4a et b).

Les perturbations de polarogrammes de I'AA par le GSH (ou CSH) n’apparaissent cependant
pas au cours de la réduction de 'ADA par le BAL. Cette réaction, en effet, est rapide et totale. Aussi,
4 la fin de la réaction, seuls apparaissent les vagues polarographiques de réduction du BAL oxydé et
d'oxydation de I'AA : les groupements SH sont transformés en disulfures et ne perturbent plus la vague



30

Ilrll [

Eiviia

Figers §
FYOLYTION 93 POLUSSRAOTS D0 B.4.L, (6 W Ueel 1770 e Lx
TAMFON FROSFEATE OE FE £, 8 FONDANT L4 REDUCTION DE LYACIE
CENIRASCONIGNE ¢ 6 10°° med 171
{90 T oOma (2} Te Tumm .
o0, 5% on”! plaspa gestts 1ha

i?l.u

Figars &
EOOLETION EES FOLARDOMANGD. B4 SLUTATHICE (& 107 Mes) 1'.‘: Eai

LT PiSION FEGASHATE (54l §,8) PENDANT Li AESTCREON DN LAMSIDE
EENT IR SR LT o w17

i) Pelaragraghle slassiqeenesd,d pi u".h!_f l"l.li Edattast
El:lhhumr !-u-lhliﬂ-l!.l.:il-ﬂ..t PA e pred aW :H“ql- "
[aad AL TRETEE S T e

(v itetmay {3iTedtmng (3iTebdmny (bliTulbinsg

d'oxydation de I'AA. Aussi est-il possible de suivre I'évolution de cette réaction par la mesure de la
diminution de la vague de diffusion du thiol mais aussi par I'apparition de la vague d'oxydation de 'AA
(figure 5).

DISCUSSION ET CONCLUSION

Les potentiels d'oxydoréduction des systémws en présence et les constantes d’équilibre corres-
pondantes (respectivement 0™ pour le GSH et 10" pour le CSH) impliquent une compléte réduc-
tion de I'’ADA par les thiols. Mais la quantité de I'AA flormé est différente de celle qu'on pouvait initia-
lement prévoir : dans nos conditions expérimentales les pourcentages de I'AA formé n'ont pas excédé
57%, pour le GSH et 35%, pour le CSH.

Plusieurs phénoménes peuvent étre considérés :

- Lacomplexité des systémes ADA/AA et surtout RSH/RSSR, soulignée par les difficultés rencontrées
pour établir la valeur de leurs potenticls d’oxydo-réduction (12).

« L'instabilité des réactifs : importante pour les thiols en milieu alcalin et pour 'AA en présence d’oxy-
géne (13,14), 'oxydation de ces composés est négligeable dans nos conditions expérimentales. Elle reste
cependant importante pour 'ADA, comme ce fut souligné (14,15) dans la littérature. Cette instabilité
peut étre également observée par voltampérométrie : I'ADA, en solution wvieillissante, est réduit en pro-
portions steechiométriques par le BAL. Une partic de I'ADA est oxydé de fagon irréversible en acide
dicétogulonique. Les paramétres cinétiques de la réaction ont été établis (16).
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Aussi, la seule réaction parmi celles qui ont été étudiées dont les données cinétiques et thermody-
namiques coincident, est la réduction de I'ADA par le BAL qui est une réaction rapide. En moins de
7 mn, 98% de 'ADA est réduit en AA. Ce résultat justifie I'utilisation du dimercapto-2,3 propanol-1
comme stabilisateur de la vitamine C dans les aliments (17).

Sur le plan analytique, la détermination des thiols et de la vitamine C dans des milieux variés
(chimiques, biologiques, alimentaires) st maintenant réalisée par des méthodes chromatographiques

ou électrochimiques trés performantes.

La polarographie se révéle également une méthode de choix pour suivre des réactions d'oxydo-
réduction A caractére biologique comme la réduction de I'acide déhydroascorbigue par les thiols. Sa
mise en ceuvre présente plusieurs avantages sur les méthodes d’absorptiométrie classiques (notamment
la méthode de TILLMANS (18) longtemps employée) : un large domaine de concentration (avec une
limite expérimentale d’environ 10 *M). un dispositif expérimental qui diminue les risques de dégrada-
tion des réactifs instables, pas d'interférence colorimétrique et la possibilité de suivre simultanément
tous les constituants de la réaction.
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