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Ozet: Tiyokromun ekstraksiyonu icin kullanilan muhtelif ¢éziiciiler, ti-
yokrom ekstraktlarimn bulanikhklaria tesir eden faktorler, kullamilmsg ti-
yokrom ¢oziiciilerinin yeni tayinier igin tekrar kazaniimasi, tiyokromun sulu
kalevide ve izobutanoldeki stabiliteleri, potasium ferisiyaniir miktarmn
tiyokromun bozunmasina tesiri, potasium ferisiyaniiriin oksidasyon kabi-
liyetinin kalevi konsantrasyonu ve igikla olan munasebet]en {izerinde a-
ragtirmalar yapilmigtir,

Izobutanol yerine daha yiiksek alkoller kullanilabilecegi g1b1 yerli
mahsullerimizden fuzel yagi da tiyokromun cekilmesi icin ¢ok elverigli
bir ¢oziliciidiir. Kullamlmg tiyokrom coziiciileri 9% 40-50 kalevi ile yikanip
destillendikten sonra yeni tayinler icin: tekrar kazamilmig olurlar. Tiyo-
krom sulu kalevi ¢bzeltide kararsizdir. 'Bu, kalevi konsantrasyonu ve 1s13a
maruz kalma miiddeti ile artar. Tiyokrom nétral izobutanolde ve karanhk-
ta ¢ok sebathdir, fakat kalevi reaksiyon gosteren izobutanolde ve hl]hasm
151k inzimam ederse g¢abuk bozunur.

Ly

Le présent travail est un essai d’examen des solvants ‘pour
Pextraction du thiochrome et d’étude des facteurs qui influent
sur I'opacité des solutions alcooliques, la formation et la stabilité
du thiochrome en utilisant le spectrophotométre universel Cole-
man pour mesurer les fluorescences.

1—L’extraction du thiochrome, d’une solution acqueuse al-
caline, s’effectue en général i I'aide d’isobutanol [6]. Une étude
sur la possibilité d’employer autres moyens d’extraction a é&té
annoncéef[2] sans devenir accessible. Le chloroform [4], I’éthonol

[9]. le n-butanol [11] et Palcool isoamylique ont été également
utilisés,
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Les résultats d’un essai d’emploi de différents solvants sont
donnés dans le tableau suivant :

TABLEAU [
Différents solvants pour le thiochrome

12,5 Y de thiamine dans 0,25 ml de solution sont traités avec 40
mi de NaOH 2 2% contenant 80 Y de ferricyanure de potassium. 5 ml
sont extraits avec 15 ml du solvant. 10 ml de cette ‘solution, clarifiés
‘avec 1 ml d’sthanol absolu, sont mesurés dans le fluorophotométre ajusté
a 80 graduation d’échelle avec une solution de sulfate de quinine de 300 v /L.

Solvant utilisé Fiuorescence en pourcentage dans Je solvant
pour extraction distillé, lavé avec

du thiochrome distill¢ NaOH a5 09, et redistillé
Isobutanol 96,5 96,5
n-Butanol 90,6 98,8
Alcool isoamyl. 94,1 96.5
Alcool amyl.n- 61,9 86,6
Alcool amyl. 95,7 : 100"
Huile de fusel 532 " 100
n~Octanol 81,2 80,1
Méthyléthyl-

cétone 23,5 . 30,7
Dioxanne 71,8 112,5 N

Pour le dioxanne on a pris I’alcali de 20 % au lieu de 2 %.

‘L’examen des résultats portés dans le tableau I montre que
I'alcool amylique et en particulier Ihuile de fusel, un des pro-
duits secondaires de notre industrie de sucre, constituent des
solvants par excellence pour l'extraction du thiochrome. Il est
4 remarquer également, qu'un lavement préalable avec l'alcali
~ fort contribue trés efficacement 4 Pamélioration de la fluores-
cence et que la distillation seule est insuffisante pour la purifica-
tion des solvants. La manipulation avec les alcools propylique
et isopropylique qui sont en eux-mémes des solvants de trés
bonne qualité, présente une difficulté, 3 savoir la formation d’u- -
ne opacité au contact de l'air par le gaz carbonique, dans la so-
lution qui reste claire aprés le traitement tant que le flacon-
de réaction est tenu fermé.
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2 — La régénération des solvants utilisés pour I'extraction
du thiochrome: Le traitement avec le noir animal [10] n’a pas
été trouvé efficace dans le precédé de régénération des solutions
isobutanoliques, parce que premiérement Vadsorption du thio-
chrome par le noir animal n’est pas compléte et deuxiémement
le noir animal peut céder i la solution alcoolique des matiéres
fluorescentes étrangeéres.

Le procédé suivant qui fournit des résultats trés satisfai-
sants est proposé pour la régénération des solvants:

Le solvant est purifié par une premiére distillation, puis
traité avec l'alcali de 40-50%, laissé dans un endroit de préfé-
rence ensoleillé et distillé de nouveau. Cet ordre de traitement
a pour but : ‘

a) de détruire le thiochrome avec l'alcali sous linfluence
de la lumiére, '

b) d’empécher la coloration du solvant qui a lieu souvent 2
la suite du traitement avec I’alcali, dérangeant ainsi la fluores-
cence. : .

~¢) de réduire au minimum la fluorescence étrangére qui
n’est pas & supprimer par la simple distillation. De cette facon
on arrive en général 3 abaisser les valeurs pour les témoins.

d) d’éliminer les composés acides contenus dans le solvant
‘qui masqueraient la fluorescen¢e du thiochrome (Comparer les
deux derniéres colonnes du tableau I).

En effet le thiochrome ne montre pas de fluorescence dans
-un milieu acide. Si on acidifie la solution isobutanolique de thio-
chrome soit en Pagitant avec une solution d’acide chlorhydri-
que, soit en y ajoutant de 1’éthanol saturé de gaz HCI, la fluo-
rescence s’évanouit. Elle réapparait par traitement de la solu-
tion isobutanolique ainsi acidifiée avec une solution de NaOIH.

3 — Sur l'opacité des solutions alcéoliques :

Quand on agite I’alcool destiné a extraire le thiochrome a-
vec une solution de NaOH, la phase alcoolique, aussitot apreés la
séparation, ne montre pas une opacité proprement dite. Celle - ci
apparait progressivement pour atteindre une valeur maximum.
Les observations suivantes ont été faites sur I'intensité et la té-
nacité de ce phénoméne. ‘ '

a) Elles diminuent avec la concentration de NaOH.
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b) L’augmentation de la concentration des sels neutres en-
traine le mémeé . effet.

¢) Elles augmentent avec le poids moléculaire de Ialcool u-
tilisé. Ainsi I'alcool isopropylique reSte pratiquement clair,
tandis que P'alcool octylique est trés difficilement clarifié par
une centrifugation prolongée. .

d) La clarification par la centrifugation s effectue plus ra-
pidement avec les alcools traités préalablement par 'alcali fort
et redistillés. D’aprés E. C. Grob [5] lopacité des solutions:iso-
butanoliques provient du carbonate de soude qui y est dispersé
trés finement et formé par le gaz carbonique de l'air. Mais le
fait que l'isocbutanol agité avec une solution d’acide chlorhydri-
que montre aussi une opacité qui disparait a addition d’éthanol
ou de sulfate de sodium anhydre, donne -4 penser que le carbo- k
nate de soude n'en est pas la cause excluswe

4 — La stabilité du thiochrome :

Le thiochroine'est stable en solution neutre et acide envers
la lumiére qui le détruit en solution alcaline de pH=9 [8]. On
- sait d’autre part qu'il est trés rapidement détruit par les rayons .
u.v.

Le degré de 'action simultanée de la lumiére et de l’alcali-
nité ne parait pas, selon une communication récente [3], avoir
encore été étudié. Les renseignements gue ’on trouve dans la lit-
térature sur cette étape importante de la méthode de thiochro-
me sont plutdt contradictoires [1]. Les résultats obtenus au su-
jet de Vinfluence de la lumiére diffuse et de I'alcalinité sur Vin- .
tensité de la fluorescence permettent de conclure que la stabili-
té du thiochrome en milieu alcalin décroit rapidement a) avec
la. concentration de NaOH, b) avec la durée de V'exposition & la -
lumidre diffuse. L’influence de ces deux facteurs est moins pro-
noncée en solution isobutanolique qu’en solution acqueuse

Il est intéressant de comparer dans la figure . 1. les résul- ‘
tats d’essais avec des alcalis & des concentrations différentes
et dans Vobscurité et dans la lumiére diffuse.

Les figures 2 et 3 donnent ces relations dans 'obscurité
seule. On y voit que la courbe I (fig. 3) passe par un
maximum et la chute de la courbe II -devient de
.plus. en  plus . prononcée vers les. grandes - concentra -
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tions. Cette allure des courbes ressemble 3 celle de la
figure 6. Le maximum de la fluorescence coincide i peu prés

Comparaison des
degrés de destruction de
thiochrome, causée 3 la
lumigdre diffuse et a1 ob-
scurité par les alcalis de
différentes concentrati-
ons: Les solutions de thio-
chrome alcalines acqueu-
ses sont préparées en oxy-
dant 25 Y de thiamine dans
0.5 ml de .solution avec
2,5 mg de K3 Fe (CN),
contenus - dans 50 ml de
NaOH. Les fluorescen-
ces correspondent 3 1,25
Y de thiamine et sont ex-
primées en. pourcentage
du maximum. La plus inc-
linée de chaque paire de
courbes donne la'décrois-
sance i la lumigre diffuse.

Fluorescence

Fig. 1

avec la concentration de I'alcali indiquée par Watson [12] et
non avec celle de Otto et Rhiimekorb [5] qui ont utilisé une
concentration trop forte en ferricyanure de -potassium.

La figure 4 montre la décroissance des fluorescences cau-
sée par la lumiére diffuse des solutions isobutanoliques de thio-

8 5 paysel

Piverescence {dcheile tog)
R

-1

Heures

Influence de la con-
centration de NaOH sur
la destruction du thio-
chrome protégé contre
la lumiére en milieu
acqueux :

Le thiochrome est’
préparé comme indiqué
précédemment.Les flu-
orescences sont expri-

" mées enéchelle logarit-

hmique comme pour-
centage du  maximum,
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Influence de la con-
centration de NaOH sur
la destruction du thioch-
rome protégé contrela
lumi&re en milieu acqueux.

Les solutions de thi-
ochrome alcalines acqueu=
ses sont préparées en ox~
ydant 6 y de thiamine
dans 0,12 m] de solution

~avec 40 vy de KgFe (CN)s

. contenus dans 20ml d’une

TERT solution de NaOH. Les

fluorescences sont les va-
leurs mesurées sur le flu-
orophotométre. La courbe

Il exprime les valeurs aprés 18 heures de séjour dans V'obscurité,

chrome obtenues par traitement avec NaOH de différentes con-

centrations.

L’action seule de

I’alcalinité,

étudiée en pro-

tégeant les solutions contre la lumiére, est illustrée par la re- .
présentation graphique de la figure 5.

thioch-

rome par la lumiére, en milieu

Destruction du

isobutanolique, en fonction

de l’alcalinité :

Les fluorescences corres-
pondant 2 1.5 ¥ de thiamine
sont exprimées sur échelle
logarithmique en pourcentagej
La courbe I est 1'isobutanol
lavé 3 l’eau jusqu’a la réac-
tion neutre, la courbell ’iso-
butanol agitéZavec de 1’alcali
3 10 o et la courbe III I’iso~
butanol agité avec 1’alcali &

20 9.

Fluorescence (échelle log)
. N =

3

Heures

20

N

3 I8

Fig. 4

Dans une solution d’isobutanol neutre obtenue par

lavement 3 leau jusqu'a

la disparition de la réaction al-

caline, le thiochrome est trés stable pourvu qu'il soit gardé dans

I'obscurité.
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Fig. 5

Destruction du thiochrome en milieu isobutanolique, protégé contre la
lumiére, en fonction de 1’alcalinité: _ '

Les fluorescences corraspondent 4 1,5 ¥ de thiamine.

Les concentrations de I’alcali ulilisé pour la conversion de la thia-
mine en thiochrome sont respectivement 10 % (I1), 209, (III), 409, (IV) et
60 9 (V), La courbe Iest I'isobutanol}lavé & Peau jusqu’a la réaction neutre,

I faut bien souligner que I'utilisation des flacons bruns ra-
lentit I'effet de la lumiére sans pouvoir I'empécher comme le :
montre le tableau suivant : '

TABLEAU II

La diminution de la fluorescence suivant les conditions de séjour des
solutions isobutanoliques de thiochrome : :

15 ¥ de - thiamine dans 0,3 ml de solution ont &t& convertis par 50
ml de 'NaOH contenant 2,5 mg de ferricyanure de potassium. On extrait
5 ml avec 20) ml d’isobutanol. On ajoute 1 ml d’éthanol 3 10 ml d’extrajt
et on mesure la fluorescence.

A: S¢jour dans un flacon incolore sur la table de laboratoire.

B: Séjour dans un flacon brun sur la table de laboratoire.

C: Séjour dans 1’obscurité.

Conditions Fluorescence résiduaire en pourcentage
d’illiumination Jours en fonction de concentration de NaOH
10 % 30 o,
A 7 5.8 2,1
B 9 55,8 50,6
C 20 95,0 88.0

La conséquence pratique est que les solutions de thiochro-
me dans I'isobutanol peuvent étre gardées assez longtemps 3 I'a-
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“bri de la lumiére sans que liniensité de la ﬂuorescence soit at-
teinte pourvu que la concentration de Valcali employé ne s01t
pas tres forte.

5 —"La destructmn du u.hlochrome par le ferncya.nure de
potassium :
' L’influence de la quantlte de ferricyanure de potassium .a
été discutée en considérant les rendements en thiochrome qui -
doivent dépendre [6] ou non [7] de la quantité de ferricyanure
de potassium utilisé. Les deux séries d’expériences exécutées
avec de grandes et de petites quantités de ferricyanure de kpro-
tassium par rapport i la thiamine ont attesté la validité de ces
constatations apparemment contradictoires. Les résultats de la
premiére série, résumés dans le tableau III, montrent nettement
‘Taction destructive du ferricyanure de potassium: ’

. TABLEAU III

Influence de grandes quantités de ferncyanure de potassium sur la
destruction du thiochrome,

Fluorescence correspondant 30,83 Y

Proportion des quantités de thiamine en pourcentage de max-
) imam
¥y thia- mg K3 Fe (CNjg mesurée im- mesurée. aprés un

mine dans 2 9/, NaOH médiatement sejour de 4h 1/2
: dans l’obscqrité

l 0,4 100 76,3
3 S 80 88 62,2
20,0 80 40,4

30,0 ; 48 4,5

La figure 6 veprésente graphiquement les résultats des ex-
périences de la deuxiéme série. La courbe I montre les fluo-
rescences mesurées immédiatement, la courbe II les fluorescen-
ces des mémes solutions aprés 50 heures de séjour dans I'obs-
curité. On voit bien que 'augmentation progressive de la quan-
tité du ferricyanure de potassium apporte une chute de plus en
plus considérable de la fluorescence (courbe II) bien que le
rendement en thiochrome (courbe I), aprés avoir passé par un
maximum, reste pratiquement constant.
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Fig. 6

Influence de la quantité de ferrlcyanure de potassmm sur la destruc=
tion du thiochrome:

Les solutions. de thiochrome sont préparées en traitant 7,5 Y de thia-
mine dans 0,15 ml de solution avec 20 ml de NaOH a 2%, contenant du
ferricyanure de potassium. Les fluorescences correspondent 3 1,25 ¥ de
thiamine et expriment les valeurs mesurées sur le fluorophotométre ajusté
480 graduation d’échelle avec une solution de sulfate de quinine de 300 Y/L.

6 — Stablllte des solutions alcalines de fermcyanure de
potassium :

Les solutions alcalines de ferricyanure de potassium con-
servent leur efficacité 4 'abri de la lumiére diffuse si la concen-
tration en NaOH n’est pas trés grande. La lumiére diffuse ané-
antit’ assez vite V'activité de ferricyanure de potassium. Mais
dans les conditions des déterminations fluorimétriques cette ac-
tion de la lumiére n’est pas & craindre, parce qu'une période as-
sez longue est nécessaire pour qu’elle soit sensible.

Le tableau IV donne une idée sur la persistance de 'action
du ferricyanure de potassium, dépendant ainsi de la concentra-
tion de l'alcali et de la quantité de la lumiére diffuse.
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TEBLEAU 1V i

Action de la Jumidre d!ﬂuse sur Deffet oxydent du ferricyanure de
potassium (5 mg/100) en milieu alcalin acqueux:

Les fluorescences sont obtenues en traitant 5 ml de soluhon alcaline
de K3 Fe (CN); avec 5 ml d’une solution qui contient 1,5 y de thiamine et
en extrayant avec 20 ml d’isobutanol dont 10 ml sont ensuite dxlues avec
1 m] d’éthanol pour Ja mesure fluor:metnque

- Fluorescence comme pourcentage de maximum
NaOH a 10 %. NaOH 4 30 % |
Lumiére Lumiére
Heures diffuse Obscurité diffuse Obscurité
0 ‘ 100 100 , »
6 - 100 100 100 100
9 | 76 | 100 0 100-
74 0 100 | 0 42
240 100 0 5
CONCLUSION

' L’emploi et la régénération des moyens d’extraction pour
le thiochrome autre que l'isobutanol, Popacité des solutions al- '
cooliques, la stabilité du thiochrome en milieu alcalin et l'effet
destructif du ferricyanure de potassium sont discutés. L’huile
de fusel constitue un solvant excellent pour le ‘thiochrome. Le |
traitement des solvants avec de l'alcali fort (40-50%) avant la -
distillation contribue beaucoup a I'amélioration du procédé fluo- .
rimétrique. La stabilité du thiochrome en solution acqueuse dé-
croit rapidement avec Valcalinité et 'exposition & la lumiére.
Ces deux facteurs exercent leur influence d’'une maniére analo-
gue mais beaucoup moins prononcée en solution isobutanolique.
L’augmentation de la quantité de ferricyanure de potassium,
bien qu’elle n’ait pas d’influence sensible sur le rendement en -
thiochrome, posséde tout de méme un effet destructif. La per-
sistance de I'action oxydante du ferricyanure de potassium dimi-
nue avec la concentration de V'alcali et la duree de l’exposmon a
la lumiére diffuse.

Je tiens A manifester ma vive reconnaissance a M.'le Prof REHM
qui m’a aidé & mettre au point cette communication.
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