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I - INTRODUCTION

Le but de notre travail est la mise au point du dosage du
Bismuth et du Cobalt par polarographie impulsionnelle avec redissolution
anodique dans 1'eau et les milieux biologiques. Ce travail se place dans
le cadre des recherches effectuges au laboratoire de Chimie des Facultés
de médecine de Nancy et commence par le dosage de ces &léments dans 1'eau.
C'est donc dans ce milieu que seront recherchées les conditions optimales
de dosage et que sera testée dans un premier temps la méthode. Dans un
deuxiéme temps, nous appliquerons les résultats 3 des milieux plus com-
plexes comme le sang, les urines dans le cas du Bismuth et du Cobalt,
dans les os dans le cas du Bismuth.

Nous rappellerons trés briévement la place du Bismuth et
du Cobalt dans le domaine biologique afin de mieux apprécier la nécessité
d'une bonne connaissance de leur concentration.

On connait depuis longtemps les effets secondaires 1iés a
1'absorption de sels de Bismuth et touchant plusieurs systémes, entre
autres digestif et urinaire. Les complications osseuses des sels injecta-
bles de Bismuth, utilisés dans le traitement de la syphilis sont connues
également de longue date : troubles de la croissance squelettique chez
T'enfant (1 - 2), ostéoses décalcifiantes mixtes chez 1'adulte (3-4-5).

Si le Bismuth a &té progressivement abandonné dans sa
forme injectable, ses sels dits insolubles (sous nitrates, carbonates etc.
ont été trés largement utilisés par voie orale jusqu'da ces toutes derniére
années en pathologie digestive.

Les sous-nitrates de Bismuth sont responsables d'accidents
respiratoires par transformatiors intraintestinales des nitrates en nitri-
tes et formation de composés méthémoglobinémiques. Depuis quelques années,
de nombreux cas d'encéphalopathies myocloniques ont pu &tre enregistrés
en Australie et en France (6-7-8-9-10-11-12-13-14) aprés absorption de
sels insolubles de Bismuth au cours desquelles des arthropathies des
épaules ont été décrites (15). Les relations entre ces arthropathies
et 1'intoxication au Bismuth semblent certaines mais d'une nature non
élucidée non plus que la stricte sélectivité des atteintes des épaules.



Les propriétés pharmacologiques du sous nitrate de Bismuth
plus particuliérement responsable de 1'encéphalopathie (avec son proche
voisin le sous gallate de Bismuth) seraient d'absorber 1'eau (raison
de leur utilisation en cas de diarrhées) de retarder la fermentation et
la putréfaction, et d'exercer un pouvoir bactéricide sur un certain nombre
de coques et de colibacilles.

Les symptdmes de ces encéphalopathies sont généralement :
1'asthénie, le ralentissement psychique, Ta confusion mentale, des trou-
bles de la statique et de la marche. L'é&volution de ces encéphalopathies
aigués s'avére constamment régressive apreés 1'arrét de 1'ingestion du
bismuth et son &limination intestinale avec guérison sans séquelles.

On peut observer des rechutes par poussées successives lors de la reprise
du médicament.

Les dosages sanguins et urinaires du Bismuth s'accordent
pour confirmer une &lévation considérable des taux de Bismuth dans le sang
et les urines lors de 1'intoxication.

La biochimie du Cobalt est dominée par celle de la vitamine
B 12 et il n'est pas certain que le métal joue un réle biologique en
dehors de la cobalamine (16). Les animaux, comme les végétaux, sont
incapables de synthétiser la vitamine B12, seuls les microorganismes
ont ce pouvoir. La vitamine B12 est absorbée au niveau de 1'estomac et
dans la partie toute supérieure de 1'intestin. Elle doit donc étre pré-
sente dans le bol alimentaire des portions supérieures du tube digestif.

Chez les animaux carnivores, et chez 1'homme non strictement
végétarien, 1a nourriture contient des taux suffisants de cobalamine,
dont un microgramme par jour suffit si 1'absorption est correcte.

Malgré quelques recherches effectuées a 1'aide du Cobalt
ordinaire ou du 60 Co radioactif, le métabolisme du métal est encore
mal connu.

L'absorption dépend probablement de 1a dose, une dose
faible (moins de 10 ug) est absorbée et éliminée dans 1'urine chez
1'homme, une dose plus forte n'est que partiellement absorbée et la
plus grande part se retrouve dans les féces.



La toxicité du Cobalt est faible. L'homme supporte une
dose de 150 mg par jour, mais non de 500 mg.

La manifestation de 1'effet du Cobalt aux doses modérées
est la polyglobulie (17) dont le mécanisme semble encore incertain.
I1 ne passe pas par la vitamine B12, qui ne la provoque pas. On a invo-
qué la formation de complexes de coordination avec les groupements thiols
interférant avec la respiration cellulaire et activant 1'hématopoTése
par anoxie (18). ‘

L'effet hématopoietique du Cobalt a &té utilisé dans
diverses anémies mais n'apparait pas convaincant sur le plan thérapeutique.

Le Cobalt aurait également un effet indirect sur le meta-
bolisme de 1'iode (19-17) et pourrait donc avoir un rdle dans le dévelop-
pement ou la prévention du goitre.

Le Cobalt a &té &tabli comme étant un agent éthiologique
dans une série d'accidents cardiaques graves chez des personnes consom-
mant de grandes quantités de biére, cette biére ayant été traitée par
des sels de Cobalt afin de stabiliser la mousse (17).

Enfin, le Cobalt 60, un des isotopes radio-actifs du
Cobalt, posséde une durée de vie de 5 ans et des radiations gamma trés
pénétrantes. Employé en radiothérapie, il permet d'atteindre des tumeurs
trés profondes. La mise au point de la bombe a Cobalt a &€té un énorme
progrés dans la lutte menée contre le cancer.

Du point de vue analytique, le Bismuth a fait 1'objet
d'un trés grand nombre de travaux utilisant essentiellement quatre
grandes techniques : la colorimétrie (20), la spectroscopie d'absorption
atomique (21-22-23-24-), la fluorescence atomique (25) et la polarogra-
phie (26 & 36).

La colorimétrie, par suite de son manque de sensibilité
n'est utilisable que dans des cas bien particuliers d'intoxication aigue.

L'absorption atomique, d'aprés les utilisateurs, manque
de reproductibilité et de spécificiteé.



Quant & la fluorescence atomique, c'est une technique trés
peu utilisée sur laquelle i1 est difficile de porter un jugement de valeur.

Si nous considérons les techniques polarographiques utili-
sées jusqu'a présent, elles sont loin de donner toute satisfaction par
suite d'un manque de spécificité et de sensibilité. Néanmoins, la Titté-
rature fait état de techniques polarographiques variées.

Le manque de sensibilité est 1ié essentiellement a 1'utili-
sation la plus courante de 1'électrode & goutte pendante de mercure.
Quant au manque de spécificité, il est 1i& a 1'interférence du cuivre

et d'autres éléments.

I1 nous paraissait donc intéressant dans le cadre du
dosage du Bismuth, de mettre au point un dosage qui permette d'atteindre
des sensibilités de 1'ordre de 10'9 ion g/1 avec une trés bonne
‘reproductibilité et sélectivité par &limination des interférences.

Le dosage du Cobalt est basé essentiellement sur trois
techniques, l1a colorimétrie (20-37), la spectroscopie d'absorption
atomique (38-39-40-), les méthodes électrochimiques (41 & 63)

Par colorimétrie, NGUYEN HAC HUONG (37) a déterminé 1la
cobaltémie moyenne chez les vietnamiens et a trouvé 794 pg de Cobalt
par litre de sérum.

Par absorption atomique ,MUZZARELLI (39) et DELVES (38)
trouvent des chiffres beaucoup moins importants de 1'ordre de 6 & 8 ug
par litre de sérum.

Nous observons donc au niveau du Cobalt, un manque sérieux
de connaissance des concentrations.

IT nous paraissait intéressant de mettre au point dans notre
spécialité, donc par polarographie, un dosage du Cobalt qui nous permette
d'approcher plus sérieusement 1e§ concentrations dans les milieux biolo-
giques tels que le sang et les urines. |



IT - THEORIE

IT.1. Polarographie classique

Découverte par HEYROVSKY en 1922, la polarographie classique
est basée sur 1'application des courbes intensité-potentiel (64). L'élec-
trode indicatrice ou électrode de travail a été pendant trés longtemps
1'électrode & goutte de mercure tombante. L'utilisation d'électrodes
solides (graphite, carbone vitreux, métaux divers) est beaucoup plus
récente et augmente le champ d'application de 1la méthode polarographique.
Toutefois, les performances de cette technique restent trés limitées
puisqu'il est trés difficile de détecter des concentrations inférieures
31073 - 1074
est 1iée a 1'existence d'un courant capacitif résiduel trés important

M en éléments électroactifs. Cette 1imite de sensibilité

qui masque pratiquement le courant faradaique d'électrolyse lorsque
la concentration devient faible (10_3-10'4M).

Quant a la sélectivité de cette méthode, elle est liée
a la séparation des vagues polarographiques qui ne peuvent &tre identifiées
que si 1'écart des potentiels de demi-vague est supérieur a 150 ou 200 mV.
Cette sélectivité est encore affaiblie lorsque les concentrations des
différentes substances présentes sont trés différentes les unes des autres.

On a pu constater expérimentalement que le rapport de
concentration tolérable entre deux @léments ne pouvait guére dépasser
10. La précision de cette technique est trés satisfaisante (2 a 3 %
d'erreur relative) lorsque 1'on travaille dans des conditions normales
d'utilisation.

Depuis une vingtaine d'années, on utilise en polarographie
classique et en polarographie plus évoluée le montage a trois électrodes :

- électrode de travail ou électrode indicatrice

- électrode de référence ‘

- &lectrode auxiliaire qui est généralement une électrode de platine
de grande surface.



On applique une différence de potentiel entre 1'électrode de
travail et 1'électrode de référence et on mesure le courant qui traverse
1'électrode de travail et 1'&lectrode auxiliaire. 11 est bien évident
que ce courant doit étre limité par les phénoménes électrochimiques
qUi se produisent & 1'électrode indicatrice et non & 1'électrode auxi-
liaire. Cette technique évite & 1'électrode de référence d‘étrevtraver-
sée par un courant qui aurait pour conséquence de modifier son potentiel
propre qui doit &tre le plus constant possible.

I1.2. Evolution de la_polarographie : polarographie impulsionnelle

Depuis la derniére guerre, On a cherché a améliorer la
polarographie tant dans le domaine de la sélectivité que dans celui de
la sensibilité. C'est ainsi que 1'on est passé par la polarographie
sinusoTdale, la polarographie & tension carrée (65), la polarographie
oscillographique (66), pour aboutir a la polarographie impulsionnelle
différentielle ou intégrale.

I1.2.a. Polarographie impulsionnelle différentielle.

Nous ne traiterons que ce type de polarographie impul-
sionnelle puisqu'il correspond a ce1ui'que nous avons constamment utilise
dans nos recherches. D'une maniére générale, 1'intérét de la polarographie
impulsionnelle est d'augmenter la sensibilité de 1a méthode en éliminant
de la mesure le courant résiduel capacitif et d'augmenter parallélement
la sélectivite.

Cette technique décrite par BARKER et GARDNER (67) en
1958 est basée sur la surimposition a la tension continue d'impulsions
synchronisées. L'amplitude, la fréquence et la durée de ces impulsions
constituent trois paramétres qui, sur des polarographes perfectionnés,
peuvent &tre réglés pour obtenir les meilleurs résultats.

Toutefois, sur des appareils moyens du type de celui que
nous avons utilisé dans notre recherche (PR G5 TACUSSEL), seules
1'amplitude et la fréquence des impulsions sont réglables. La durée



de 1'impulsion est une constante qui vaut environ 50 ms.

Nous reviendrons par la suite dans les conditions expérimentales
sur les valeurs utilisées pour 1'amplitude et la fréquence des impulsions.

Le courant total qui traverse 1'électrode indicatrice ou
électrode de travail, est la résultante de 3 composantes principales :

- une composante 1iée a 1'application d'une tension continue,
composante déja rencontrée en polarographie classique
- deux composantes 1iées & 1'existence de 1'impulsion
. une composante capacitive qui provient de la charge et
de 1a décharge de la double couche lors de 1'impulsion.
. une composante faradaique

En polarographie impulsionnelle différentielle, on
élimine deux des trois composantes ; la composante 1iée & 1'existence
de 1a tension continue et 1a composante capacitive impulsionnelle.
Pour celd, le courant enregistré représente la différence entre le
courant existant d 1'instant méme qui précéde 1'impulsion et le courant
existant dans la seconde moitié de 1'impulsion, c'est-a-dire a un moment
ol le courant capacitif impulsionnel est devenu négligeable. Le courant
avant 1'impulsion représente le courant continu, le courant en fin
d'impulsion représente le courant continu augmenté de la composante
impulsionnelle faradaTque; 1la différence représente donc bien la compo-
sante impulsionnelle faradaique.

Le courant dii & la réduction du composé sous 1'effet
des impulsions produit son effet maximum au voisinage du potentiel de
demi-vague (E = E %—- 4%;, AE étant 1'amplitude de 1'impulsion). Son
effet minimum correspond au début et a 1a fin de Ta vague normale. On
trace donc la courbe dérivée qui se présente sous la forme d'un pic
dont le maximum est proportionnel & la concentration de 1'élément.
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Une telle technique permet d'atteindre aisément des concen-
trations de 107/ - 1078
de sensibilité de 1000 voire 10000 par rapport & la polarographie classi-

M, ce qui représente trés facilement un gain

que. L'allure des polarogrammes permet d'augmenter la sélectivité ; la
séparation de deux pics ne nécessitant qu'un écart de 50 mV. De méme,
1'effet du a Ta différence de concentrationsde plusieurs substances
actives présentes est considérablement affaibli.

I1.2.b. Utilisation de la technique par redissolution
anodique en polarographie classique et en polaro-
graphie impulsionnelle : voltamétrie ou voltampé-
ronétrie. |

En polarographie classique comme en polarographie plus évo-
Tuée, on est toujours 1imité & un moment donné par la concentration en
substance électroactive dans la solution. La technique par redissolution
qui est généralement anodique mais qui peut'étre éventuellement cathodique,
permet de concentrer la substance &lectroactive sur 1'é@lectrode de travail
en effectuant une préélectrolyse préalablement. Cette technique s'applique

tout particuliérement au dosage des métaux a 1'état de traces.

Préélectrolyse

Lorsqu'une solution contient un ion métallique électroactif,
il est possible en appliquant & 1'@lectrode indicatrice un potentiel
suffisamment bas appelé potentiel de préélectrolyse Ve, d'obtenir la
réduction de ces ions métalliques en métal. Ce métal se dépose donc
sur 1'électrode indicatrice. Pour augmenter la quantité de dépdt, i1 est
possible d'agiter 1a solution de 1a maniére l1a plus constante possible.

L'agitation augmente considérablement Ta vitesse d'arrivée
des ions réductibles & 1'@lectrode. La prééléctrolyse est effectuée
pendant une durée convenable d'autant plus longue que la solution est plus
diluée. Toutefois, pour des concentrations particuliérement faibles, on
ne peut pas augmenter indéfiniment le temps de dépdt, car il faut veiller
& ne pas trop appauvrir la solution en ions actifs, de maniére & pouvoir
considérer Ta concentration comme une constante. I1 est bien &vident que
la quantité de dépdt a 1'électrode est proportionnelle & la concentration
en ions actifs et au temps de préélectrolyse. La constante de proportion-
nalité dépend essentiellement de la nature de 1'électrode indicatrice
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et de celle de 1'ion,de la vitesse d'agitation.

Redissolution

Une fois la préélectrolyse terminée, on laisse reposer la
solution quelques instants en arrétant 1'agitation puis on redissout le
dépot métallique en se plagant dans les conditions convenables & la réoxy-
dation. Ainsi, on balayera les potentiels théoriquement depuis le potentiel
Ve vers les potentiels positifs. L'@lectrode indicatrice fonctionne
donc alors en anode. Le courant i correspondant & la réoxydation de 1'élé-
ment métallique est enregistré. On constate dans ce cas que la courbe
i = f(V) qui se raméne & la courbe courant fonction du temps de balayage
des potentiels a la forme d'un pic. Dans la plupart des cas, lorsque les
pics ne sont pas trop larges, 1'intensité du courant au maximum du pic
est proportionnelle & la quantité de substance reoxydée (proportionnelle
a la quantité de depot).

- Relations entre la hauteur maximum du pic de redissolution, la concen-
tration et le temps.

Lors de la préélectrolyse, la quantité de métal déposé sur
1'électrode est exprimée par la relation
qg=kct

t représente le temps de préélectrolyse évalué en secondes

c }1a concentration en ions électroactifs

k le coefficient de'proportionnalité qui dépend & la fois de la
nature de 1'électrode, de la vitesse d'agitation et de 1la
nature de 1'ion électroactif.

Nous remarquons tout de suite que pour obtenir un dépdt
q donné, on peut jouer soit sur 1'importance de la concentration, soit sur
la valeur du temps de dépdt. En consé&quence, Torsque la concentration
augmente, on diminue le temps t en le ramenant a .une valeur minimale de
15 @ 30 secondes. Si la concentration diminue, on augmente le temps t
Jusqu'a une valeur d'environ 5 minufes pour des concentrations approchant
1077 .

Nous voyons tout de suite la possibilité de jouer sur le
paramétre temps lorsqu'on nous impose la concentration dans les conditions
de dosage. '
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Au niveau de la réoxydation, le pic est d'autant plus élevé que
le dépdt q est plus important, ceci jusqu'a une limite qui correspond
a des dépdts trés épais. Dans ce cas précis, on ne réoxyde dans le temps
At de balayage des potentiels que la partie superficielle du dépdt,
auquel cas la hauteur du pic maximum n'est plus proportionnelle & la quan-
tité q du dépdt, mais 1'est & une guantité q' réoxydée,avec q' inférieure
a g

Si nous restons dans le domaine de validité, nous avons donc
Im=k'q = k'kct = Kct
Im étant Ta hauteur maximum du pic.

Nous voyons donc que la hauteur maximum du pic de redisso-
Tution est proportionnelle & la concentration et au temps de préélectro-
lyse. La constante K dépend & la fois des unités utilisées, de la nature
de 1'ion étudié, de 1'agitation de la solution pendant la préélectrolyse
et de Ta nature de 1'électrode de travail utilisée. Cette relation est
de la plus grande importance et conditionne le fonctionnement d'un
dosage.

Dans la mise au point du dosage et des conditions de sa

validité, il sera fait couramment usage de cette relation a savoir :

Im proportionnel & Ta concentration pour un temps donné
Im proportionnel au temps de dépdt pour une concentration donnée.
Enfin, pour déterminer le potentiel de préélectrolyse Ve,
nous nous fixerons une concentration moyenne donnée, un temps t donné et
nous ferons varier le potentiel de préélectrolyse V.

A partir d'une certaine valeur de V, on s'apercoit que la
hauteur du pic reste constante si ce potentiel vient encore & diminuer.
La courbe Im = f(V) présente donc un palier et Ve représente une valeur
moyenne de ce palier.

- Gain de sensibilité
Nous allons montrer par un calcul trés simple que 1'utili-

sation de la redissolution anodique permet de gagner facilement un facteur
1000 dans le domaine de la sensibilité, ce qui signifie que dans le cas
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de 1a polarographie classique on atteindra 10'7M en concentration et
que dans le cas de la polarographie impulsionnelle différentielle on

atteindra des concentrations égaies a 10-10 - 10-'11 M.

Calcul approché.

Raisonnons sur 1'utilisation de la redissolution anodique
en polarographie classique et mettons en évidence le gain de sensibilité
de 1000.

Au niveau de Ta prééléctrolyse, 1'agitation permet de
réduire environ cinquante fois plus de matiére qu'en absence d'agitation,
c'est-a-dire en présence uniquement de diffusion. Cela signifie que le
courant de réduction est cinquante fois plus grand avec agitation que
sans agitation.

Soit: I a= 501Id
avec I a : courant avec agitation
I d : courant obtenu en présence uniquement de diffusion

Pendant le temps t de préélectrolyse, la quantité d'électri-
cité mise en jeu Q est égale au courant maximum obtenu avec agitation Ia
multiplié par le temps t. Or, le dépdt q de métal pendant la période
correspondante est proportionnel a la quantité Q.

Au niveau de la réoxydation, la méme quantité d'électricité
est nécessaire pour réoxyder la quantité q de dépdt. Or cette réoxydation
du dépdt va se faire dans un tempsAt beaucoup plus court que t d'ol
la relation :

Q=Iaxt=1Irxat

Ir courant de redissolution

Ia x t _ 50 Id x t

donc Ir = At At

Si nous prenons comme exemple t = 2 minutes et At = 4 secondes, nous
voyons que
Ir = 50 x 30 Id = 1500 1Id
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Cette relation n'est que tout & fait approximative car
elle suppose que 1'on considére le courant de redissolution Ir comme
constant au cours de la réoxydation .. C'est-a-dire que la courbe
obtenue a la forme d'un rectangle trés fin, ce qui n'est valable qu'en
toute premiére approximation.

Nous voyons donc apparaitre un gain de sensibilité de
1500 : valeur donnée a titre d'exemple.

- Allure de la courbe de redissolution

Nous avons déja parlé de 1'allure de la courbe correspondant
d la réoxydation du dépdt qui est un pic. Nous allons, en prenant comme
exempde un dépdt obtenu sur une électrode de carbone vitreux, expliquer
pourgquoi on obtient un tel pic de redissolution. |

Considérons un dépdt q sur cette électrode de carbone
vitreux obtenu aprés une électrolyse & un potentiel Ve donné. Si nous
balayons progressivement les potentiels vers des valeurs plus positives,
on atteint a un certain moment un potentiel tel que la réoxydation du
métal commence & se produire. A partir de ce moment, si nous continu-
ons a balayer les potentiels vers des valeurs plus positives, la vitesse
de réoxydation va augmenter d'une fagon exponentielle. Le dépét métalli-
que qui est un dépdt polycouche va diminuer rapidement d'importance pour
atteindre la monocouche. A partir de cet état monocouche, par suite de
la réoxydation qui se poursuit, la surface recouverte devient inférieure
a la surface totale de 1'électrode.

En conséquence, a partir de la monocouche, le courant
rediminue. Le courant maximum correspond donc & 1'état de monocouche.
Le courant i diminue jusqu'a la valeur zéro lorsqu'il n'y a plus de
dépdt sur 1'électrode. Lors de 1'utilisation d'une électrode de mercure
(goutte pendante), la courbe de redissolution se présente &galement
sous la forme de pic. Les courbes courant-potentiel obtenues présentent
un maximum lorsque 1'arrivée de métal par diffusion au sein de la goutte
de mercure ne peut plus compenser sa perte par la réaction d'oxydation
d la surface de 1'électrode (68).
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Remarque

La théorie suppose une réoxydation totale de tout le dépot ;
Or, nous avons constaté expérimentalement qu'aprés chaque mesure, un
résidu représentant quelques pour cent de la quantité q déposée demeure
sur 1'€lectrode indicatrice. Si ce résidu est éliminé aprés chaque mesure
en effectuant une purge (que nous décrirons par b suite puisqu'elle peut
s'effectuer de différentes maniéres selon les cas), la proportionnalité
a la concentration et au temps de préélectrolyse est respectée, condition
indispensable pour 1'application analytique. Si on n'effectuait pas de
purge au cours des différentes manipulations, le résidu serait de plus
en plus important, ce qui aurait pour conséquence de fausser les résultats.
La non observation de ce phénoméne chez les différents auteurs qui s'inté-
ressent & la redissolution anodique explique trés largement leurs conclu-
sions qui peuvent paraitre un peu hatives, a savoir :

- nécessiter de changer la goutte de mercure aprés chaque
manipulation (avant chaque ajout)
- manque de reproductibilité des électrndes solides

Nature des électrodes indicatrices ou électrodes de travaii.

L'électrode indicatrice 1a plus couramment utilisée est
1'€lectrode & goutte pendante de mercure qui est soit 1'électrode de
KEMULA (69) soit 1'@lectrode mise au point au laboratoire (70).

Cette électrode est trés intéressante dans le cas de
dosagé des métaux qui donnent des amalgames. Toutefois, son utilisation
est limitée par suite de 1'existence du mur de réoxydation du mercure
en ions métalliques. Ce mur correspond & peu prés au potentiel zéro
par rapport a 1'électrode au Calomel saturé en présence d'ions chlorures.
Nous sommes donc limités vers les potentiels positifs.

Dans le cas des métaux qui se réoxydent & un potentiel
1égérement inférieur & ce mur, la sélectivité et la sensibilité seront
donc trés limitées (exemp]es>: cuivre, bismuth etc...) Enfin, i1 n'est
pas possible de doser des métaux ayant un potentiel de réoxydation supé-
rieur a ce mur.
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L'existence d'autres électrodes indicatrices dites solides
par opposition au mercure qui est a 1'@tat liquide, a augmenté le champ
d'utilisation de la redissolution anodique, puisqu'elles permettent de
retarder considérablement le mur de 1'@lectrode indicatrice et de
travailler dans des domaines de potentiels plus positifs. Citons parmi
ces électrodes : 1'électrode de graphite, de carbone vitreux, de carbure
de bore, de platine, d'or; les électrodes de carbone vitreux, de platine
recouvertes d'une fine pellicule de mercure ou d'or, etc...

Le choix d'une telle électrode, en dehors de 1'exigence
du point de vue domaine de potentiel, se fait de facon purement empirique
car en dehors du rdle de support conducteur pour le dépdt électrolytique,
1'€lectrode joue un rdle de catalyseur dans la formation de ce dépdt.
Ce pouvoir catalytique est boujours trés difficile & prévoir aussi est-ce
1'expérience qui impose 1'électrode par souci d'obtenir Tes meilleurs
résultats. Ainsi, comme nous le verrons par la suite dans le cas du
Bismuth, une électrode de carbone vitreux recouverte d'un dépét électro-
lytique d'or, s'est présentée comme 1'électrode la plus favorable parmi
toutes celles utilisées.
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ITI - APPAREILLAGE

L'ensemble du matériel polarographique utilisé est du
matériel TACUSSEL.

Le polarographe est un polarographe impulsionnel type
PRG5 associé a
- un enregistreur potentiométrique type EPL 2B équipé d'un
tiroir préamplificateur type TV 11 GD. Les enregistrements
sont effectués sur papier millimétré.

- une cellule de mesure thermostatable type CPR 3B ;sa cage
de Faraday la protége contre les perturbations électro-
statiques ou électromagnétiques d'origine extérieure

La cellule est surmontée d'un couvercle & rodage plan
portant 5 tubulures rodées permettant de fixer les 3 &lectrodes :

- une électrode indicatrice qui peut étre
. soit une électrode stationnaire a goutte pendante
de mercure (70)
. soit une électrode tournante E.D.I. avec embout
cylindrique de carbone vitreux de 3 mm de diamétre
- une électrode de référence au calomel saturé (E.C.S.)
- une électrode auxiliaire de platine

L'agitation de la solution est assurée soit

par 1'électrode a disque tournante

par un systéme d'agitation indépendant constitué d'une
hélice en verre surmontée d'un moteur type ATVV utilisé
en présence d'une électrode a goutte de mercure pendante.

Le réglage précis de la vitesse de rotation est assuré par
un amplificateur électronique d'asservissement indépendant type CONTROVIT.
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Le‘polissage est effectué avec une polisseuse MECAPOL 2B
(PRESI). L'ébauche et le polissage final de 1'embout de carbone vitreux
sont faits avec des suspensions diamantées MECAPREX référence 1 et 3 D E
sur des tissus de polissage RAM et NT gris.

L'étalonnage est fait par la méthode des ajouts effectués
grace & des micropipettes EPPENDORFF de 10 pl, 50 p1 et 500 pl.

Pour une hauteur de pic H proportionnelle i 1a concentra-
tion C inconnue de 1'ion & doser, une concentration AC connue du méme
jon Ta fait varier d'une valeur AH.

Nous avons donc C = f%%lﬂ, le temps de dépdt, 1'agitation,
les conditions de sensibilité d'appareillage, le potentiel Ve d'électrolyse
et le milieu étant identiques dans les deux cas.

Pour obtenir une plus grande précision dans la détermina-
tion d'une concentration, il est conseillé de faire trois ou quatre ajouts.

IT est inutile dans le cas d'électrodes solides de
thermostater la cellule, si les variations de température de 1'environne-
ment, au cours d'une mesure, sont faibles. Pour supprimer 1'oxygéne
dissous génant, on dégaze les solutions par un courant d'azote pendant
5 3 10 minutes. Puis la solution est maintenue sous atmosphére d'azote.

Toute la verrerie nécessaire au dosage doit étre lavée
a l'acide nitrique concentré et soigneusement rincée & 1'eau mono
puis bi-distillée.
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IV- MISE AU POINT DU DOSAGE DU BISMUTH

Dans ce travail nous allons donc chercher 3 mettre au
point un dosage du Bismuth qui satisfasse a nos exigences déja énoncées,
a savoir : amélioration de la sensibilité, reproductibilité, sélectivité
et commodité. Etant donnée 1'existence d'un nombre non négligeable de
travaux portant sur la polarographie avec redissolution anodique du
Bismuth, nous allons nous appuyer sur Teurs conclusions pour commencer

l1a recherche.

Du point de vue milieu, tous les auteurs s'accordent &
utiliser un milieu acide contenant des chlorures, qui ont le pouvoir
de complexer les ions Bi3+, complexation qui est toujours favorable a la
redissolution anodique.

Quant au choix de 1'électrode indicatrice, nous reprendrons
différentes électrodes utilisées jusqu'a présent :
- électrode & goutte pendante de mercure
- électrode de carbone vitreux
- électrode d'or

- électrode de platine
afin de déterminer leurs avantages et leurs inconvénients. En fonction

de notre choix de 1'électrode de travail, nous préciserons la nature
du milieu utilisé.

F;’ capillaire en verre

fil d'argent.

goutte de mercure

Fig.2 Electrode & goutte pendante de mercure
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Cette électrode est constituée par un fil d'argent sur
Ta section duquel on dépose une couche de mercure amalgamé de fagon a
pouvoir y faire adhérer une goutte de mercure pendante. L'amalgame
est préparé par électrolyse de 10 minutes environ & un potentiel de
-1,1 V/ECS d'une solution contenant des ions mercuriques (environ M/10).
Cette couche de mercure est suffisamment adhérante pour pouvoir résister
pendant plusieurs jours aux attaques corrosives du milieu, ce qui nous
évite de répéter réguliérement cette opération. I1 est trés aisé de
fixer une goutte de mercure (bidistillé), calibrée & 1'aide d'une seringue
micrométrique OUTFIT. Si 1'on désire changer Ta goutte au cour d'un méme
dosage, la calibration doit &tre la plus parfaite possible, compte tenu
de 1'influence de la grosseur des gouttes (surfacé) sur la reproductibili-
té. I1 est possible de conserver une méme goutte pendant tout un dosage
a condition d'éliminer aprés chaque manipulation les résidus métalliques
amalgamés, par une purge adéquate.

Cette purge est effectuée par une dizaine de défilements
successifs des potentiels & grande vitesse (400 mV par seconde) tout en
agitant la solution, vers des potentiels suffisamment positifs(balayage
entre - 0,15 V et + 0,85 V). A cette vitesse la goutte de mercure ne
subit pas de modification importante due & la réoxydation du mercure.

Il est facile de vérifier 1'absence de Bismuth dans la goutte de mercure
aprés la purge, par un enregistrement immédiat du courant i = f(Va),
avec Va potentiel de réoxydation anodique. On constate alors 1'absence
totale de pic de redissolution.

2°) Choix du milieu.

Nous avons utilisé comme support une solution chlorhydrique
0,1 M de qualité suprapur MERCK.

Cet &lectrolyte est celui préconisé par COHEN (27) pour le
dosage du Bismuth par polarographie avec redissolution anodigue =n présence
d'une électrode de mercure stationnaire.

3°) Potentiel de préélectrolyse

Comme nous 1'avons rappelé dans la théorie, le potentiel
de préélectrolyse Ve est déterminé en tragant les courbes Im = f(V) ou
V représente différents potentiels de préélectrolyse et Im la hauteur
du pic maximum de redissolution anodique (fig. 3)
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Nous constatons 1'existence d'un large palier de potentiel
pour lequel le courant Im est constant. Ce trés long palier s'explique
par le fait

- que les ions Bis+ sont trés électroactifs a 1'électrode

de mercure

- que la surtension de 1'hydrogéne sur une telle électrode

est importante, ce qui a pour conséquence de retarder 1la
formation de bulles d'hydrogéne. Ces bulles d'hydrogéne,
en se fixant sur une é&lectrode, ont tendance & faire di-
minuer la surface active de 1'électrode, ce qui entraine
une décroissance du courant Im, décroissance qui est

rarement reproductible.

En se fixant un potentiel de préélectrolyse Ve égal a - 0,5 V /ECS,
nous sommes dans des conditions tout & fait convenables d'utilisation,
a savoir : _
- absence de dégagement d'hydrogéne
- potentiel suffisamment négatif pour réduire les ions Bi3+
quelles que soient Tes petites modifications du tracé des courbes i =f(V)

dues aux changements de concentration.

4°) Vérification de la relation Im = Kct
a) proportionnalité au temps.

Le courant maximum Im a été enregistré pour des temps

de dépot variant entre quinze secondes et dix minutes. On arréte 1'agi-
tation et au bout de trente secondes (temps nécessaire a 1'établissement
d'un équilibre au sein de la goutte de mercure et de 1a solution) on
déclenche le défilement des potentiels de - 0,15 V jusqu'au mur du mer-
cure.

- Nous constatons que le courant Im est proportionnel au
temps de préélectrolyse dans le domaine 0 - 10 minutes, dans le cas

7

d'une solution contenant 107 M d'ijons Bi3+. Nous rappellerons briéve-

ment la valeur des différents paramétres utilisés.
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- support : HC1 0,1 M

- calibre de la goutte : 3 divisions (30 ul)

- potentiel de préélectrolyse : - 0,5 V/ ECS

- temps de repos : 30 s

- vitesse de défilement des potentiels : 2 mV/s
- vitesse d'agitation : 250 tours/mn

- fréquence des impulsions : 0,5 s

- Amplitude des impulsions : 20 mV

- Sensibilité : 1,25 pA

Les pics de redissolution présentent un maximum @ un
potentiel trés voisin de OV/ESC, c'est-a-dire dans le voisinage immédiat
du mur du mercure.

I1 a été vérifié pour une concentration en Bismuth de
10_6 M que la proportionnalité au temps était respectée pour des durées
de préélectrolyse variant entre 0 et 9 minutes. Les paramétres utilisés
sont les mémes que précédemment mie a part la sensibilité qui est de
12,5 pA (fig.4)

I1 est & remarquer que la vitesse d'agitation n'est
réglable que dans un domaine trés restreint, car seules peuvent étre
retenues les vitesses d'agitation n'entrainant pas la chute de la
goutte de mercure.

b) Proportionnalité & la concentration

En maintenant constant le tenps de préélectrolyse pour
un domaine de concentration donné, nous avons vérifié la proportionnalité
du courant maximum Im d'oxydation en fonction des variations de concen-
tration, c'est-a-dire :

Im = f(c) & temps constant

Nous avons constaté qu'avec un choix judicieux des
paramétres que nous préciserons ci-dessous, le courant Im était
proportionnel & la concentration dansle domaine 107 ’- 10° M et dans

le domaine 1078- 107° M (fig. 5)
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- support : HC1 0,1 M

- calibre de la goutte : 3 divisions (30 ul)

- potentiel de préélectrolyse : - 0,5 V/ ECS

- temps de préélectrolyse : 1 mn

- temps de repos : 30 s

- vitesse de défilement des potentiels : 2 mV/s

- vitesse d'agitation : 250 tours/m

- fréquence des impulsions : 0,5 s

- Amplitude des impulsions : 20 mV

- Sensibilité : 1,25 pA (1077 - 107
: 12,5 pA (1078 - 10

6
5

M)
M)

Nous avons pu constater également qu'en diminuant la
vitesse de défilement des potentiels (2 mV/s) lors de la réoxydation,
on avancait trés légérement la réoxydation du Bismuth, ce qui améliorait
partiellement la détermination du pic dans le mur du mercure.

Néanmoins, i1 semble trés difficile de définir quantitative-
ment des pics de redissolution pour des concentration en Bismuth trés
inférieures a 10_7M. (fig.6), ceci méme en augmentant le temps de préélec-
trolyse t.

Compte tenu qu'a la méthode devant &tre utilisée pour le
dosage du Bismuth dans les milieux biologiques, il est exigé une
sensibilité suffisante pour déterminer quantitativement des concentrations
approchant 10'9M, nous nous rendons compte trés rapidement que 1'utilisa-
tion d'une telle électrode est peu recommandée.

La faible sensibilité de 1'électrode & goutte pendante de
mercure nous a conduit d utiliser une électrode tournante E.D.I. pré-
sentant un embout cylindrique soit de carbone vitreux, soit d'or, soit
de platine.
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Polarogramme du Bismuth
Domaine 10°° - 5 1078 m
Electrode & goutte pendante de mercure

Temps de préelectrolyse : 2 mn
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1°) Electrode de carbone vitreux

a) description

|
o s > % 4

Fig. 7 : Embout d'électrode & disque tournant de carbonevitreux.

Dans le cas de 1'électrode de carbone vitreux, 1a surface
active est de 7 mm2. Pour éviter sa dégradation au cours de manipulations
répétées, nous régénérons cette surface par un polissage effectué avec
un matériel que nous avons déja décrit précédemment.

Par précaution, nous avons poli cet embout tous les
jours pendant quelques minutes sur chaque disque imbibé de suspensions
1 et 3DE. Il est & signaler qu'en absence de matiéres organiques,
1'état de 1'électrode reste satisfaisant pendant plusieurs jours.

b) Résultats

Nous conservons le méme milieu & savoir un milieu chlorhy-
drique 0,1 & 0,5 M. Les purges de 1'électrode sont effectuées par défi-
lement des potentiels de 0 & + 1 V/ECS & raison de 400 mV/s en présence
d'agitation de la solution.

- potentiel de préelectrolyse (Fig. 8)

En tragant 1a courbe Im = f(V) préélectrolyse, on constate
1'absence totale de palier. Ceci s'explique trés facilement par le fait

3+

que les ions Bi°" sont réduits en Bismuth métallique 3 un potentiel

beaucoup plus négatif que dans le cas de 1'électrode & goutte pendante
de mercure. Ce potentiel de dépot se rapproche considérablement du poten-
tiel de réduction des ions hydrogéne sur cet électrode. Nous sommes donc

amenés a choisir un potentiel Ve de préélectrolyse de - 1,2 V qui corres-
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Fig. 8 Choix du potentiel de préélectrolyse
Electrode de carbone vitreux.
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pond au maximum de la courbe Im = f(V) Nous avons pu

préélectrolyse’
constater que ce maximum se déplagait trés 1égérement dans 1'échelle des

potentiels en fonction de 1'état de surface de 1'électrode.

Dans de telles conditions, la relation Im = Kct est véri-
et 107°° M. En deca de
cette valeur, nous constatons que pour un temps t donné (1 minute), la

fiée pour des concentrations comprises entre 10~

courbe Im fonction de la concentration a la forme parabolique. Ce résultat
cemble tout & fait comparable & celui obtenu par BILLAUD (71 ) dans le cas
du dosage du mercure. Malheureusement, contrairement au cas du mercure,
nous n'avons pas trouvé de solution susceptible d'améliorer 1'allure de

la courbe. L'étectrode de carbone vitreux ne convient donc pas au cas
précis de dosage qui nous intéresse.

2°) Electrodes d'or et de platine

L'utilisation d'une électrode d'or ou de platine, nous a
conduit & aucun résultat reproductible que nous n'expliciterons donc pas.

3°) Electrode de carbone vitreux recouverte d'un dépdt d'or

Certains. auteurs (29-30-31-72- ) ont constété que
Ta sensibilité et la sélectivité des électrodes solides (platine et
carbone vitreux) étaient nettement améliorées en effectuant un dépdt
simultané de mercure et de Bismuth sur 1'électrode. Néanmoins, la sensi-
bilité reste limitée par le pic de redissolution du mercure qui se situe
dans les parages immédiats de celui du Bismuth. IT nous a donc paru
intéressant de remplacer ce dépdt de mercure par un dépdt d'or qui se
réoxyde a un potentiel nettement plus positif que le mercure. Nous effec-
tuons un dépdt simultané d'or et de Bismuth par préélectrolyse 3 un
potentiel Ve que nous déterminerons ultérieurement ; nous allons voir que
cette solution est tout & fait satisfaisante pour résoudre notre probléme.

Remarque. ,&e résultat positif n'est pas incompatible avec le mauvais
fonctionnement de 1'&lectrode d'or polie ; en effet, un dépdt d'or obtenu
par é]ectré]yse est trés divisé, c'est-a-dire que Ta surface réelle est
trés nettement supérieure & la surface apparente (surface de 1'électrode
polie). Or, comme nous 1'avons signalé dans la théorie, 1'électrode joue
un rdle catalytique dans la formation du dépdot métallique, nous sommes
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donc en présence d'une catalyse hétérogéne trés influencée parla surface
réelle du catalyseur.

Les solutions d'or sont préparées a partir de sel mixte
d'or et de sodium contenant un minimum de 50 % d'or (Chlorure de sodium
et or (III) Prolabo). Nous avons remarqué trés rapidement que 1'importance
du dépdt d'or influencait Ta détermination des pics obtenus et qu'il
semblait souhaitable de garder approximativement un dépdt constant.

Cela signifie que lorsque la concentration en Bismuth
augmente, le temps de préélectrolyse diminuant, i1 est indispensable
d'augmenter Ta quantité de sel d'or. Au contraire, quand la concentra-
tion en Bismuth diminue, le temps de préélectrolyse augmentant, on peut
alors diminuer la concentration en or.

Nous avons constaté expérimentalement qu'un dép6t minimum
d'or est indispensable pour obtenir un bon fonctionnement de 1'électrode
indicatrice et qu'en particulier, une dizaine de fois plus d'or que de
Bismuth en concentration dans la solution, semble correspondre & un
minimum.

Cette concentration minimale d'or semble nécessaire pour
obtenir, pratiquement dés le début de la préélectrolyse un dépot de
Bismuth sur or. Les concentrations optimales en or ont été définies
expérimentalement en faisant varier ces concentrations et en suivant

la fonction Im = f(c)or‘

Ainsi, pour des concentrations en Bismuth supérieures ou

8

égales & 10 °M, le temps de préélectrolyse utilisé &tant voisin de une

O

minute, la concentration optimale en or se situe aux environs de 5.10

Lorsqu'on atteint des concentrations trés importantes en
Bismuth, de Tordre de 107°
concentration double en or par rapport @ la valeur précédente, a savoir :
2 fois 5.107° M soit 107 .

M, on obtient les meilleurs résultats avec une

De gros dépdts d'or ne devraient pas géner en principe le
dépot de Bismuth car on atteint plus rapidement les conditions optimales
de fonctionnement de 1'é@lectrode indicatrice. Néanmoins, compte tenu que
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1'or déposé simultanément au Bismuth se réoxyde également & un potentiel
plus positif que le Bismuth, la ligne de base au niveau du potentiel de
réoxydation du Bismuth se trouve modifiée par rapport & celle obtenue

sans or. Cette modification qui s'accentue au fur et & mesure que la
quantité d'or déposé augmente, entraine une diminution de la qualité des
pics de redissolution du Bismuth. Ainsi, dans de telles conditions et pour
des concentrations en Bismuth relativement faibles, la détermination pre-
cise de la valeur Im devient-elle trés délicate. C'est la raison poug
M,

M, le temps

laquelle nous travaillons avec des concentrations en sel d'or de 107
Torsque les concentrations en Bismuth sont inférieures & 10_8

de préélectrolyse étant de 1'ordre de 5 minutes.

Avec une telle &lectrode, on constate que la grandeur du
pic de redissolution du Bismuth, Im, atteint une valeur parfaitement
stable (erreur de reproductibilité inférieure & 2 %) au bout du deuxiéme
ou troisiéme dépdt d'or. Toutefois, il faut signaler que dés le premier
dépdt d'or, 1'électrode a atteint un état de fonctionnement pratiquement
satisfaisant.

La répétition de ces deux ou trois dépdts initiaux pour
obtenir une bonne reproductibilité s'explique trés facilement par le fait
que 1'8lectrode doit "se faire", c'est-d-dire transformer les sites
passifs en sites actifs qui se recouvrent plus facilement d'or selon 1la
théorie énoncée par BILLAUD (71) dans le cadre du mercure.

C) Choix du milieu et du_potentiel de_préelectrolyse

La recherche du potentiel de préélectrolyse s'est effectuée
(

comme précédemment en tracant la courbe Im = f(V) Cette courbe

électrolyse’
a été réalisée pour différentes concentrations en acide chlorhydrique pour
tenir compte de la remarque de COHEN (27) relative & 1'influence de 1'aci-
dité sur le potentiel de préélectrolyse. Enfin, ayant remarqué au labo-

ratoire que les courbes Im = f(V) étaient fonctionsde la

électrolyse
concentration en ions actifs, nous avons &galement tracé les courbes pour
di fférents domaines de concentration en Bismuth.

Ainsi, les différentes courbes suivantes ont été tracées :
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Im en fonction du potentiel de préélectrolyse

. pour une concentration en Bismuth égale a 10~
tration en acide chlorhydrique égale &

0,1 M
0,2 M
0,3 M (Fig. 9)
0,4 M
0,5 M

. pour une concentration en Bismuth égale & 2.10°

7
M avec une concen-

8M, avec une

concentration en acide chlorhydrique égale a

- 0,1 M
- 0,2M (Fig. 10)

. pour une concentration en Bismuth égale

-9

2.10 © M avec une

QO

concentration en acide chlorhydrique égale a

- 0,05 M
- 0,1 M (Fig. 11)
- 0,2 M

Les conditions opératoires générales sont les suivantes :

Volume de 1a solution
Concentration en sel d'or

HC1 suprapur

Potentiel de repos : Vr (entre la
préélectrolyse et le défilement des
potentiels pour la réoxydation

Temps d'électrolyse

Temps de repos
vitesse d'agitation de 1a solution

5.10°

50 cm3
%% 5 107°M selon le domaine
de concentration & étudier

0,065 Ma0,5M

- 0,15 V JECS

1 @ 5 minutes selon le domaine
de concentration en Bismuth

30 secondes
500 tours par minute
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Concentration en Bismuth: 2 10-9 M ,
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Vitesse de défilement des potentiels 20-mV par seconde

Balayage des potentiels - 0,15 v a+ 0,8 VvV / ECS
Amplitude des impulsions 50 mV

Fréquence des impulsions 0,2 secondes

Sensibilité 1,25 ou 2,5 pA selon le cas

(pour 25 cm de papier)

Nous signalons tout de suite que Ta position du maximum
du pic, Im, est trés légérement fonction de la concentration en Bismuth
dans la solution, mais dépend surtout de Ta valeur de 1'acidité (le
potentiel du pic pouvant varier de + 0,15 & 0,30 Volts) |

Conclusions.

Des différentes courbes obtenues, nous déduisons les
conclusions suivantes :

- Le domaine d'acidité le plus favorable correspond & une
concentration en acide chlorhydrique égale & 0,2 - 0,3 M.

- Avec une telle acidité, Te meilleur potentiel de préélec-
trolyse qui reste valable quelle que soit la concentration en Eismuth
a déterminer, se situe aux environs de - 0,15. - 0,30 V/ ECS. Pour plus
de sécurité, c'est donc un potentiel de - 0,30 V/ECS qui sera dorénavant
utilisé dans toutes les €tudes et nous pouvons affirmer dés a présent
qu'il s'est révélé tout a fait satisfaisant dans tous Tles cas envisagés.

Vérification de la relation Im proportionnelle a la
concentration pour un temps de préélectrolyse constant et Im proportionnelie
au temps pour une concentration constante.

Les paramétres utilisés sont les suivants :
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- potentiel de préélectrolyse : - 0,3 V

- Etectrolyte support : HC1 0,2 M

- vitesse d'agitation : 500 tours par minute

- vitesse de défilement des potentiels : 20 mV par seconde

- amplitude des impulsions : 50 mV

- fréquence des impulsions : 0,2 seconde

- temps de repos : 30 secondes

- défilement des potentiels : de - 0,15V & + 0,85 V/ECS
lors de la réoxydation

Les ajouts de Bismuth sont faits a 1'aid e de micropipettes
EPPENDORF de 10,50, et 500 p1 & partir de solutions titrées 1073 - 107

- 10-5 et 10_6 M contenant de 1'acide chlorhydrique N.

La purge est effectuée a partir de dix défilements succes-
sifs, a la vitesse de 400 mV par seconde, avec une vitesse d'agitation
ae 500 tours par minute, de 0 a + 1V/ECS.

Cette purge est indispensable pour &iiminer aprés chaque
mesure, le dépdt d'or qui se réoxyde a un potentiel plus positif que le
Bismuth. Ainsi, aprés chaque mesure, nous régénérons une électrode iden-
tique, ce qui est une condition indispensable pour une bonne reproducti-
biliteé.

Lors ces études en fonction de la concentration en Bismuth,
le temps de préélectrolyse varie entre 30 secondes etwne minute suivant
le domaine de concentration &tudié (supérieur & 10'8M), la concentration
en sel d'or étant de 5 107 °M (10-4 ‘
3 10°° moles par litre).

pour des quantités de Bismuth supérieures

Le temps de dépdt est de 5 minutes pour une concentration
en Bismuth inférieure a 10_8M, la concentration en sel d'or étant &gale
s 10D
a 10 = M.,

Nous constatons sur les courbes Im = f(c) & temps constant
et Im = f(t) & concentration constante une trés bonne proportionnalité
du courant maximum Im & 1a concentration et au temps de préélectrolyse,

- -E
ceci dans le domaine trés large de concentration en Bismuth 10 ? al0 " M

(Fig : 12 a 2d)
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Fig. 12

Polarogramme du Bismuth

Domaine 10~/ - 8 10~/ M

Electrode de carbone vitreux

recouverte d'or
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Fig. 13
VARIATION DE Im EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN BISMUTH (10_9- 10_8M)
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VARIATION DE Im EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN BISMUTH (1078 - 1077m)
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Fig. 15
VARIATION DE Im EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN BISMUTH (10-7-10'6M)
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Fig. 16
VARIATION DE Im EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN BISMUTH (10-6-10-5M)
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VARIATION DE Im EN FONCTION DU TEMPS DE PREELECTROLYSE -
CONCENTRATION EN BISMUTH : 2.10 2 M.
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Concentratipon en Bismuth : 2 10‘8 M
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VARIATION DE Im EN FONCTION DU TEMPS DE PREELECTROLYSE
CONCENTRATION EN BISMUTH : 10 /M
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Fig. 20 Variationm de Im en fonction
du temps de préelectrolyse

Concentration en Bismuth : 10™° M



Avant d'effectuer des tests statistiques sur la reproducti-
bilité et la précision des mesures, lors du dosage de Rismuth en concen-
tration connue ‘ans 1'cau, nous allons envisager les interférences afin
de wodifier la méthodolaogie si nécessaire.

L'étude de ces interférences est pacticuliérement importante
dans notre cas précis ol nous devons doser du Bismuth dans les milieux
biologiques, milieux trés complexes renfermant des tons métalliques les
plus divers en concentration parfois importante, comme le cuivre (IO-SM
dans le sang), le plomb (10_6 dans le sang ) etc...

Compte tenu de nos connaissances dans le domaine de la pola-
rographie impulsionnelle avec redissolution anodique et des risques pré-
sumés d'interférences, nous allons porter nos efforts essentiellement
sur le cuivre et le plomb dont les potentiels ce réduction ne se situent
pas trés loin de celui du Bismuth, dans le cas de 1'utilisation d'une
électrode de mercure. Pour celd, a une solution de Bismuth & doser dans
la cellule polarographique, nous ajouterons successivement des quantités
croissantes de cuivre et de plomb, et nous observerons les variations du
courant maximum d'oxydation du Bismuth.

Nous constatons que le pic de redissolution du Bismuth
se situe & + 0,15 V, celui du plomb & O V et celui du cuivre & +0,25 V/ECS
environ.

La position du pic de redissolution du Bismuth dans 1'échelle
des potentiels, est telie que si les concentrations en cuivre et en plomb
deviennent importantes, la définition de ce pic en souffre considérabiement
et tend a& s'estomper si la concentration en Bismuth devient trés faible.

Des essais de masquage du cuivre (qui est nettement le plus
interférant) par modification du milieu, ont été envisagés ; en particu-
lier par modification de 1'acidité de la solution. En effet, en travail-
lant en milieu HC1 0,5 M, Te pic de redissolution du cuivre s 'estompe
partiellement, ce qui améiiore directement la définition du pic du Bis-
muth. Néanmoins, i1 est difficile de dépasser un rapport de concentration
cuivre/Bismuth de 25, ce qui est trés nettement insuffisant dans notre
cas présent. De plus, une telle concentration en acide chiorhydrique n'est
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pas satisfaisante, comme nous I'avons vu précédemment dans le cas d'une
concentration trés faible en Bismuth.

Les interférences dues au cuivre et au plomb peuvent
donc &tre considérées comme importantes, ce qui exige une séparation
préalable.

Parmi les techniques de séparation envisagées (20,73)
Ta plus utilisée est évidemment la technique par extraction en milieu
organique. Nous devons donc choisir les réactifs organiques qui
perturberont le moins possible nos résultats, par suite de réactions
secondaires avec les ions Au (III) ou avec les ions [i (III)

L'extraction au diéthyldithiocarbamate proposée par
CHARLOT (20) s'est révélée la plus efficare dans notre cas présent.
Le diéthyldithiocarbamate donne avec Cu(II)un composé coloré jaune a
brun soluble dans le tétrachlorwede carbone, le chloroforme, 1'amylol
Te n-butanol, 1'acétate d'amyle, etc.... Les solutions chloroformiques
sont les plus stables. Le bismuth donne &galement un complexe avec le
diéthyldithiocarbamate extractible par le chloroforme. Un tré&s grand
nombre d'autres éléments donne aussi des complexes dans les mémes con-
- ditions d'acidité (pH : 8,5) avec le diéthyldithiocarbamate ; il en est
ainsi du plomb (II) et du mercure (II) Pour éviter leur complexation
par le diéthyldithiocarbamate et leur extraction ultérieure, on les com-
plexe par des ions citrates et éthyléne diamine tétraacétates. Néanmoins
les ions mercuriques sont extraits par le chloroforme sous foirme de
complexes avec le diéthyldithiocarbamate au pH considéré (8,5)

Dans une premiére étape, on extrait donc aprés addition
de citrate de sodium, E.D.T.A., diéthyldithiocarbamate de sodium, de
chloroforme, les éléments Cu (II),Bi (III) et Hg (II)

Dans une deuxiéme é&tape, en changeant 1'acidité du
milieu (acide chlorhydrique 5 M) seul le Bismuth repasse de la phase
organique vers la phase aqueuse, le cuivre et le mercure restant dans
1a phase chloroformique.
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1°) Les réactifs utilisés sont :

- Citrate de sodium M/5

- solution d'EDTA M/5

- Diéthyldithiocarbamate de sodium : dissoudre 100 mg de réactif
dans 100 cm3 d'eau. Conserver a 1'abri de la Tumiére.

- Rouge de crésol : dissoudre 100 mg dans 100 cm3 d'alcool

- chloroforme

- solution d'acide chlorhydrique 5 N

- Ammoniaque

2°) Mode opératoire

A 50 cm3 de la solution & analyser, ajouter 12,5 cm3 de citrate,
25 cm3 d'EDTA, puis 2 gouttes de rouge de crésol. Neutraliser par
1'ammoniaque jusqu'a 1'obtention d'une teinte violet (pH environ 8,5).
Ajouter 5 a 10cm3 de diéthyldithiocarbamate de sodium. Extraire par
10 cm3 de chloroforme en agitant. Transvaser la phase organique dans
" une autre ampoule a décanter. Extraire a nouveau par 5 cm3 de chloro-
forme. Rincer la phase organique par 10 cm3 d'acide chlorhydrique 5 N.
On en préléve la quantité voulue (en général 5 cm3) que 1'on injecte
dans la cellule. Compléter a 50 cm3 par de 1'eau bidistillée. On peut
si nécessaire ajuster le pH par de la soude, las pics subissent une

1égére diminution qui n'intervient pas sur le résultat du dosage.

Cette méthode a le grand intérét de récupérer le Bismuth
dans un milieu acide chlorhydrique concentré. I1 suffit donc de diluer
convenablement la phase aqueuse pour obtenir le milieu favorable au
dosage.

La sensibilité de 1a méthode peut &tre augmentée en tra-
vaillant sur des quantités de liquide supérieures a 50 cm3 (cas des urines)
et en concentrant le Bismuth dans la phase organique puis dans la phase
aqueuse de récupération.
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3°) Résultats

Nous avons testé 1'efficacité de la séparation en dosant
le Bismuth en concentration donnée, en présence de Hg (II), Pb(II),
Cu(II), As (III), Sn (II).

9 -8

a) Domaine 107 - 10 ° M.

. Concentration en - Hg(II) : 10™m
. Concentration en - Pb(II) ; As (III) ; Sn (II)

Cu (II) : 107°M

5

La quantité d'or dans la cellule &quivaut & 10~ moles
d'or par litre de solution.

La courbe Im = f(c) pour des temps de préélectrolyse de
5 minutes est tout a fait linéaire (Fig. 21)

8 7

b) Domaine 10°° - 10 ‘M.
. Concentration en - Hg (II), Pb (II), As (III),

Sn(1I) ; Cu (II) : 107° M

. La concentration en or dans la cellule est égale
3 5.107° M.

Nous observons une trés bonne linéarité de la fonction
Im = f(c) pour des temps de dépdt de 1 minute. (fig : 22)

6

¢) Domaine 1077 - 1070 m.

. Concentration en Hg (II), Pb (@), As (III), Sn(II)
Cu (II) : 1072 M
. La concentration en or dans la cellule est tou-

jours égale a 5.107° M.

On observe une trés bonne linéarité de la fonction Im = f(c)
avec un temps de préélectrolyse de 1 minute. (fig. 23)

d) Domaine 1076 - 107° M
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Fig. 21.
VARIATION DE Im EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN BISMUTH APRES EXTRACTION
(DOMAINE 1079 - 1078 M)
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VARIATION DE Im EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN BISMUTH, APRES EXTRACTION
(DOMAINE 107%- 1077m)
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Fig. 23
VARIATION DE Im EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN BISMUTH APRES EXTRACTION
(DOMAINE 1077 - 1076 m)
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. Concentration.en Hg(II), Pb (II), As (I11
Sn(11), Cu (II) : 10°° M

La linéarité de la fonction Im = f(c), pour des temps de
préélectrolyse de une minute, n'est respectée (en particulier dans le
domaine ol les concentrations en Bismuth sont voisines de 10-5M) que si
on utilise une concentration en or égale a 10'4 ou 1,5 10_4M.

4

En présence d'une quantité d'or inférieure a 10~ M,
on atteint trés rapidement une saturation, c'est-i-dire que le courant
maximum d'oxydation n'augmente plus en fonction des variations de

concentration.

I1 semble que Tes ions auriques soient trés 1égérement
complexés par des traces de diéthyldithiocarbamate et i7 est nécessaire
de compenser ces pertes par une 1égére augmentation de la concentration
en or. Toutefois, en présence de telles quantités de Bismuth (qui ne
sont pratiquement jamais rencontrées en biologie) i1 est possible de
se ramener a des concentrations plus utilisables, par dilution. Une

5

concentration égale & 5.10 ° M d'or reste trés largement suffisante pour

tout le domaine qui nous intéresse.

Nous pouvons donc conclure que notre systéme d'extraction
s'est révélé tout a fait efficace et ne présente aucune contre-indication
dans Tes conditions ol nous travaillons.

I1 nous parait donc indispensable maintenant de rappeler
schématiquement le mode opératoire complet du dosage du Bismuth et de
vérifier sur un grand nombre d'opérations la bonne reproductibilité et
précision des mesures. Pour celd, dans différents domaines de concentra-
tion connue en Bismuth, nous déterminerons expérimentalement ces concen-
trations. Une quinzaine de déterminations seroat effectuses dans chaque
domaine de concentration :
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Fig. 24 Variation ve Im en fonction en Bismutk
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de la concentration, aprés extraction, { x 10 )

Domaine 10-6 - 10-5 M



- 107 - 108
108 - 107w
1077 - 106w
- 108 - 10%

Toutes ces déterminations seront réalisées en présence d'éléments en
concentration &gale 3 107> M, ces &léments &tant Cu (1), Hg (II),
Pb(II), Sn (II), As (III)

1°) Mode opératoire

Avant d'appliquer la méthode polarographique aux dosages
dans différents milieux, i1 est bon de rassembler toutes Tes données
précédentes afin d'avoir un apercu général des conditions expérimentales
du dosage.

. Electrode de carbone vitreux
. Milieu - HC1 0,2 M (i1 est possible de travailler avec des concen-
trations de 0,5 M)
. AuCly . 5 }g'5 M
. 10 " M selon le temps de préélectrolyse

. Amplitude des impulsions : 50 mV
. Fréquence des impulsions : 0,2 s
. Potentiel de préélectrolyse : - 0,3 V

de repos : - 0,15 Vv

du pic : + 0,15 3+ 0,3 V
. Vitesse de défilement des potentiels : 20 mV/s

d'agitation : 500 tours/ mn

. temps de repos : 30 s

Les facteurs variables tels que le temps de préélectrolyse,
la sensibilité, la concentration en sel d'or peuvent &tre réunis dans un
tableau (Tabl. I)
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Domaine de concentration -9 -8 -7 -6
en Bismuth 10 "M 10 "M 10 'M 10 "M
temps de dépdt S minutes |1 minute | 1 minute 30 ou
a 30 secon- | 15 seconL
des des
sensibilite 1,25 ou 2,5 2,5 pA 12,5 ou 125 pA
pA 25 pA
Concentration en
or 1072 M 5 107°M |5 107°M 107
Tableau I

La purge est effectuée en faisant défiler une dizaine
de fois les potentiels de 0 @ + 1 V & raison de 400 mV par seconde
tout en agitant la solution.

D'un point de vue pratique, lorsqu'il s'agit d'une solution
inconnue a doser, généralement de concentration en Bismuth trés faible,
nous commencons par faire un premier dépdt de une minute en présence
de 10'5M de sel d'or. S'il n'y a pas de pic ou si le pic est trés petit,
(sensibilité utilisée 1,25 pA) nous effectuons des préélectrolyses de

cing minutes dans ce méme milieu.

Par contre, si le pic est assez grand et bien défini, nous
augmentons la concentration en or jusqu'a 5 10_5M, et nous utilisons des
temps de dépdt de une minute ou moins. Cette manoeuvre particuliérement
rapide évite les désagréments dus & un dépdt d'or trop important.

2°) Applications au dosage a différents milieux.

Les différentes conditions é&tant bien définies ( é&lectrode
de travail - &lectrolyte support- potentiel de préélectrolyse Ve - étude
des interférences) nous allons appliquer ce dosage a divers milieux, eau
urines, sang, matiéres osseuses.
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a) 1'eau

Nous avons réalisé des extractions de Bismuth par le diéthyl-
dithiocarbamate, a partir de mélanges contenant des quantités importantes
de cuivre, mercure, plomb, &tain, arsenic. Les dosages ont été réalisés
sur des séries de solutions contenant des concentrations en Bismuth
connues. Nous utilisons la technique des ajouts titrés. Pour une plus

grande précision, nous avons fait trois ou quatre ajouts & chaque détermi-
nation.

Tests de reproductibilité

Pour chaque domaine de concentration, nous avons fait n
dosages avec n compris entre 12 et 15.

Soit C; la concentration en Bismuth obtenue. A partir
de n résultats, on peut calculer leur moyenne

> ¢

n

C =

En adoptant comme résultat la moyenne des n mesures on
fixe des limites de confiance au moyen de la formule

c-tsm<c1<c+tsm

S (€ - )
s, étant 1'écart type estimé sur la moyenne s_ =\ ——
m m n(n-1)

t est donné en fonction du nombre de mesures n qui ont servi a déterminer

Cs étant une nouvelle mesure.

T et S Dans notre cas particulier ol le nombre de mesures n varie entre
12 et 15,t est égal @ 2,2 (74 )

Les tests de reproductibilité ont permis de réaliser le
tableau suivant :
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Corcentration connue en cor.centration trouvée
Bismuth dans la solution a c.=T+tsm
polarographier i -
-9 . -9 .
10 7 ion g/1 1,04 + 6,08 10 ~ ion g/1
-8 . -8 .
10 © ion g/1 1,06 + C,04 10 ~ ion g/1
-7 . -7 .
10 * dion g/1 1,02 + 6,02 10 ° dcn g/1
-6 . -6 .
16 ~ ion g/1 1,00 + 0,03 10 ~ ion g/1

- Tableau II
La technique de polarographie impulsionnelle avec
redissolution anodique permet le dosage du Bismuth en solution
aqueuse avec une sensibilité et une sé&lectivité exceptionnelles, et ceci
dans une gamme de concentration trés &tendue. Cette méthode est suffisam-
ment rapide pour pouvoir étre utilisée en analyse ce routine puisque,

extraction comprise, elle ne nécessite guére que quinze & vingt minutes.
8
)s

ces dosages sont un peu plus longs puisqu'ils demandent des temps de

Dans le cas des trés faibles concentrations en Bismuth (10_9— 107
préélectrolyse de cing minutes.

b) Milieux biologiques

Les techniques les plus utilisées actuellement pour déter-
miner les concentrations en Bismuth dans les milieux biologiques sont la
spectroscopie d'absorption atomique et la polarographie.

Dans tous les cas, i1 est procédé & une minéralisation.
Lors du dosage par absorption atomique, certains auteurs font une extrac-
tion par 1'ammorium pyrolidine dithiocarbamate dans la méthyl isobutyl-
cetone ( 38 - 75 - ), 1a méthyl - n - amyl - cétone (76 ) ou
1" hexane (77): BOURDON (78) a décrit les conditions expérimentales du
dosage du Bismuth dans les liquides biologiques a 1'aide du mini-four
de MASSMAN. Ces techniques permettent de doser des concentrations compri-
ses entre 10 et 2000 pg/1.
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ALLAIN (77 ) a pu montrer que les taux sanguins chez des adultes des
deux sexes n'ayant pas €té traités préalablement par des sels de Bismuth,
oscillent entre 1 et 10 pg/1 avec une valeur moyenne de 4,5 pg/1.

Ces résultats concordent avec deux de BOURDON (78), DELVES (38).

En ce qui concerne les méthodes polarographiques classiques
de dosage du Bismuth, elles ont &té décrites pour 1'urine (79-80-81.)
alors que le Bismuth sanguin a été dosé par polarographie avec redissolu-
tion anodique ( 82).

ssage du Bismuth dans les urines

Le dosage direct du Bismuth dans les urines aprés son
extraction par le diéthyldithiocarbamate de sodium n'est pas possible,
les matiéres organiques susceptibles de repasser en phase aqueuse
pouvant adhérer & la surface de 1'électrode et empécher le dépdt du
Bismuth.

Le cosage du Bismuth dans les milieux biologiques ne

peut se réaliser qu'en faisant une attaque préalable sur cette urine.

. Méthode d'attaque

. prélever 50 cm3 d'urine
. ajouter 10 cm3 d'acide perchlorique concentré suprapur
5 cm3 d'acide sulfurique concentré suprapur

Le mélange est chauffé au bain de sable ou sur un bec
Bunsen. La solution noircit en se concentrant. Lorsque 1'eau s'est
évaporée, la solution s'éclaircit avec apparition de fumées blanches.
On retire le mélange Torsque la solution est incolore. Le volume restant
est repris par de 1'eau bidistillée et transvasé dans 1'ampoule & dé-
canter. Les conditions de dosage sont alors celles de 1'eau.

De nombreux essais (une vingtaine) effectués sur des
urines de personnes différentes n'ayant jamais recu ou absorbé de Bismuth,
n'ont pas permis de déceler de traces de Bismuth.
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En pratique, nous considérons un taux voisin de 0,1 pg/1
omme limite inférieure appréciable a 1'aide de cette technique de dosage.

Les taux de Bismuth moyens dans les urines sont donc infé-
rieurs a cette limite de sensibilité.

. Tests de reproductibilité

La Bismuthurie a é&té déterminée sur 3 séries
de 10 urines auxquelles nous avons respectivement ajouté 107%, 1077 et

10°8 moles de Bismuth par litre.

Les résultats obtenus sont les suivants :

Concentration connue en Coricentration trouvée
Bicmuth dans Tles urines c;=cttsm (t = 2,2)
-6 . . -6 . .

10 © ion g/ litre 0,96 + 0,04 10 - ion g/litre
1077 ion g/litre 0,93 + 0,05 1077 ion g/Titre
= : R ,
10 ~ ion g/litre 1,02 + 0,02 10 ~ ion g/Titre

Tableau III

. Dosage du Bismuth dans le sang

Nous avons utilisé des &chantillons de sang humain
héparinés fournis par le centre de transfusion sanguine de Nancy.

Le dosage du Bismuth dans le sang total ne peut se faire
qu'aprés une minéralisation sulfo-perchlorique compléte.
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. Méthode de minéralisation

. Prélever 5 cm3 de sang total

. Ajouter environ 10 cm3 d'eau bidistillée
5 cm3 d'acide perchlorique suprapur
3 cm3 d'acide sulfurique suprapur.

On chauffe le mélange au bain de sable jusqu'a décoloration
de Ta solution. Le résidu est repris par de 1'eau bidistillée. Les
conditions de dosage sont les mémes que précédemment. '

Les dosages ont été réalisés sur 20 échantillons sanguins
di fférents.Pour vérifier la valeur de nos résultats, chaque échantillon
de sang a fait 1'objet de deux dosages :

N°échantillon | Concentration moyenne N°échantillon | concentration moyen-
trouvée pg/litre ne trouvée en ug/1
1 4,0 11 2,2
2 1,1 12 2,5
3 2,9 13 3,6
4 1,1 ' 14 3,5
5 1,4 15 1,6
6 5,0 16 3,8
7 1,1 17 4,4
8 0 18 1,7
9 4,2 19 7,0
10 11,0 20 7,0
Tableau IV

La moyenne obtenue sur 20 échantillons est de 3,5 pg/Titre
de sang, ce qui correspond aux valeurs obtenues par ALLAIN (77),
BOURDON (78), DELVES (38), SINKO (82)

. Test de reproductibilité

Nous avons par ailleurs réalisé une série de dosages sur
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les échantillons précédents dont la teneur en Bismuth est maintenant
connue. Nous y avons rajouté des quantités précisés de Bismuth. Les
valeurs indiquées dans le tableau V sont obtenues aprés avoir retranché
des résultats Ta teneur réelle en Bismuth des &chantillons sanguins.

Concentration en Bismuth ajouté concentration trouvée
dans le sang

2.107% ion g par Titre 1,88 + 0,09 10°® jon g par
litre
2.10-7 ion g par litre 1,9 + 0,09 1077 ion g/1

(échantillons 16 & 20)

2.10°8 on g par litre 1,97 + 0,07 10°8 jon g/1

(échantillons 11 & 15)

1+

Tableau V
En conclusion, cette technique de dosage du Bismuth
dans les liquides biologiques par polarographie impulsionnelle avec
redissolution anodique aprés extraction est une méthode simple, rapide,
parfaitement reproductible et suffisamment sensible pour doser Tes taux
sanguins normaux, la quantité de Bismuth contenu dans les urines étant
inférieure a 1a limite de sensibilité de la méthode.

. Dosage du Bismuth dans le tissu osseux

Comme nous le verrons par la suite, la technique de
polarographie impulsionnelle avec redissolution anodique est parfaitement
utilisable pour doser le Bismuth dans le tissu osseux. (par exemple en
cas d'intoxication). Si 1'on désire obtenir des résultats cohérents,

il est nécessaire de connaitre la quantité de Bismuth physiologiquement
contenue dans ce tissu osseux. Pour cela, des dosages systématiqﬁes ont

été réalisés sur des prélévements osseux recueillis au cours d'interventions
chirurgicales orthopédiques chez des malades n'ayant jamais recu ou absor-
bé de Bismuth.
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IT n'était pas question pour nous d'effectuer une minéra-
lisation & partir du prélévement complet, les fragments recueillis étant
parfois importants (téte fémorale). Par ailleurs, i1 était essentiel de
doser le Bismuth sur un échantillon représentatif de tout le prélévement.
C'est pourquoi, aprés avoir trés finement broyé ces os, nous avons effec-
tué une attaque sulfoperchlorique classique sur un gramme de matiére
osseuse par 10 cm3 d'acide perchlorique et 5 cm3 d'acide sulfurique.

Les différents dosages réalisés sur 8 prélévements osseux ont tous -
indiqué un chiffre inférieur & 5 microgrammes de Bismuth par kilogramme
de matiére osseuse.

G) Applications_du_dosage_du_Bismuth_a_la_toxicologie

Les nombreuses observations relevées dans 1a littérature
ont montré que Te Bismuth administré par voie digestive a doses théra-
peutiques provoqueit 'ne augmentation sensible des taux de Bismuth
sanguins et urinaires (77-78-80-81), pouvant entrainer des intoxications
aigués accompagnées de syndromes neurologiques graves.

ALLAIN (77) retient arbitrairement un chiffre de 100 pg/1
comme anormaiement €levé. Au cours des intoxications aigués, les taux
de Bismuth dans le sang et les urines peuvent atteindre 1000 Hg par Titre
et méme plus. La fréquence de ces intoxications par le Bismuth explique
Ta nécessité de disposer d'une technique simple, sensible et rapide
de dosage du Bismuth dans les milieux biologiques.

Nous nous proposons d'appliquer la méthode mise au point
aux problémes toxicologiques.

1°) Dosage dans les liquides biologiques

Les résultats des dosages du Bismuth effectués sur le
sang et les urines de malades traités par Bismuth par voie digestive et
présentant des signes d'intoxication, sont indiqués dans le tableau VI.
Par précaution ces dosages ont été doublés ou méme triplés, le chiffre
indiqué étant la moyenne des résultats obtenus.
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sujet Dosage sanguin Dosage urinaire
Mme H.. 207 pg/1 208 pg/24h
Mr C.. 36 pg/1 23 pg/24 h
Mme B.. 501 pg/1 -
Mme J.. 4 pg/1 ——-
Mme R.. 4,5 pg/1 -——
Mr F.. 5,1 pg/1 1,8 pg/24 h
Mme M.. 13,4 pg/1 ---
Mme L.. 5 g/l 0 pg/l

Tableau VI

Les taux de Bismuth sanguins et urinaires sont extrémement

élevés dans le cas de Mme H et Mme B. Chez ces malades présentant tous

les signes de 1'intoxication par le Bismuth (voir introduction), les

taux de Bismuth dans les urineset le sang certifient sans aucun doute
1'existence d'une intoxication aigué. Par ailleurs chez les autres malades

présentant sensiblement les mémes symptdmes d'intoxication, les analyses

n'ont pas permis d'affirmer une éventuelle intoxication.

Dans le cas de Mme H., 1'évolution des taux de Bismuth

dans le sang et les urines a été suivie pendant la période d'hospitali-

sation. Un traitement a 1'EDTA fut appliqué & partir du 12.12.77.

Date Bismuthurie Bismuthémie
9.12.77 208 pg/24 h 207 pg/]
Traitement EDTA
13.12.77 193 pg/24 h 308,5 pg/]
16.12.77 115 Ha/24 h 210 pg/1
20.12.77 ———— 112 pg/1
21.12.77 53 pg/24 h -——-
23.12.77 34 pg/24 h 57 pg/]

Tableau VII
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A Ta fin de 1'hospitalisation les symptdmes ont considéra-
blement regressé, les quantités de Bismuth dans les milieux biologiques
ayant nettement diminué.

Un prélévement sanguin chez Mme B.. a &té effectué 17 jours
aprés le précédent (501 pg/1). Les dosages ont montré une diminution
trés sensible de la Bismuthémie (54 ug/1)

Ces résultats confirment les données de la 1ittérature
(6 314- 78 ) indiquant que 1'évolution des encéphalopathies aigués
s'avere constamment régressive aprés 1'arrét de 1'ingestion du Bismuth
et son élimination intestinale, avec guérison sans séquelles.

2°) Dosage du Bismuth dans les tissus osseux

Application & trois cas d'arthropathie

Les complications osseuses des sels injectables de Bismuth
ont été mentionnées précédemment. Si la fixation du Bismuth sur 1'os
aété démontrée expérimentalement chez 1'animal par CAFFEY (1) et
MUSUMECI (83) elle n'a pas pu étre confirmée jusqu'a présent chez
1'homme par colorimétrie g, absorption atomique, dans les ostéoses
bismuthiques.

Chez trois malades traités par du Bismuth, porteurs
d'arthropathies, la polarographie impulsionnelle avec redissolution
anodique, a permis d'affirmer la présence du Bismuth dans les tissus
osseux a des taux trés élevés.

a) Malade n° 1
Mme J. née en 1912 a contracté a 1'age de 36 ans une
syphilis pour Taquelle elle a regu plusieurs séries d'injections de
Bismuth. Aucune autre thérapeuthique ne lui a été administrée depuis.
En février 1977, la malade est hospitalisée pour une arthropafhie
douloureuse de la hanche gauche, évoluant cliniquement depuis 4 mois.
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La radiographie montre (Fig 25), outre les traces des
injections anciennes, une ostéonécrose polaire supérieure de la téte
fémorale gauche. La transparence osseuse est normale. Les réactions
sérologiques (réaction de Klein et réaction d'hémaglutination passive
avec 1'antigéne tréponémique de Nichols) sont positives. Le bilan
phospho-calcique est sans particularité. Aucune étiologie classique
d'ostéo-nécrose n'est retrouvée. Des dosages de Bismuth sont
demandés dans le sang et dans le tissu osseux (ponction biopsie de 1la
créte iliaque).

b) Malade n° 2

Monsieur K.. né& en 1928 est traité pour un ulcére de
1'estomac depuis 25 années, de fagon intermittente, par des sels de
Bismuth (carbonates et sous nitrates). I1 est hospitalisé le 14.3.1977
pour des scapulalgies gauches rebelles évoluant depuis 4 années. L'admi-
nistration de Bismuth avait été interrompue 6 mois avant son admission.

La radiographie (Fig. 26) montre une arthropathie
gléno-humérale & la fois ostéolytique et remodelante comparable a celles
décrites par BUGE, HUBAULT et Coll. (15).

Ce patient n'a pas présenté d'encéphalopathie, ce qui le
différencie des malades des auteurs précités. La scintigraphie osseuse
fait suspecter une atteinte contro-latérale infraradiologique. Le Bismuth
est recherché dans le sang et Te tissu osseux (ponction- biopsie de la
créte iliaque)

c) Malade n° 3

Madame L... née en 1910 a contracté il y a 20 ans une
syphilis pour laquelle elle a regu plusieurs injections de Bismuth.
Hospitalisée en mai 1978, elle présente des syndrdémes mixtes ostéoporo-
‘tiques et ostéomalassiques.

La radiographie ~ montre des traits de fractures
au niveau des hischio-pubiennes et iliopubiennes.

Une recherche du Bismuth au niveau des os et du sang
nous a confirmé la présence de Bismuth & un taux élevé dans 1'os
(voir tableau VIIL) avec un taux sanguin normal.



Fig. 25 Observation n® 1 E Ostéonécrose polaire supérieure de la t8te
fémorale gauche. Les opacités intramusculaires correspondent

aux injections de Bismuth.

Fig. 26 Observation n® 2 : Arthropathie gléno-humérale gauche ostéolytique

et remodelante.
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Chaque prélévement osseux ou sanguin a fait 1'objet de deux
ou trois dosages avec deux ou trois minéralisations différentes. Les
résultats sont indiqués dans le tableau VIII

Sujets dosage sanguin (ug/1) dosage o0sseux

absorption atomique  polarographie (Mg/kg)

Mme J.. 4 6750
6760
6770

2000
— 2010
2005

M. K. . 10 *

Mme L.. 5 1470
1470

Tableay VII1
¥ Remarque : Le dosage du Bismuth dans le sang a été réalisé par
spectroscopie d'absorption atomique car notre méthode de dosage n'était
pas encore totalement mise au point. Par contre, le fragment d'os fut
conservé dans le formol jusqu'au moment ol le dosage put étre effectué.

Notre méthode de dosage par polarographie impulsionnelle
avec redissolution anodique affirme Ta présence de Bismuth dans le
tissu osseux aprés traitement bismuthique par voie parentérale dans
la premiére et la troisiéme observatiors par voie orale dans la seconde.

Les travaux expérimentaux de CAFFEY (1) et MUSUMECI (83)
se trouvent ainsi confirmés chez 1'homme. Les taux sont trés élevés
pour les trois malades (1470, 2005, et 6760 pg/kg). La sensibilité de
la méthode permet d'établir que chez les témoins, les taux sont infé-
rieurs a 5 ug/kg. L'os semble stocker le Bismuth qui est retrouvé plu-
sieurs mois aprés 1'arrét du traitement par voie orale et de nombreuses
années aprés les injections intra-musculaires.
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La présence de Bismuth en quantité‘importante dans le
tissu osseux de ces malades doit &tre prise en compte dans la discussion
étiologique de Teur arthropathie.

Un dosage de Bismuth osseux se justifie pour toute
manifestation ostéo-articulaire survenant au cours d'une thérapeutique
par voie orale ou chez les syphilitiques traités antérieurement par
Bismuth. Le Bismuth contenu dans 1'os peut-il &tre un facteur favorisant
les arthropathies tabétiques ?

La polarographie impulsionnelle avec redissolution
anodique permet maintenant de mesurer 1'imprégnation osseuse du
Bismuth avec une trés bonne précision.

Conclusion

Par polarographie impulsionnelle avec redissolution anodique,
nous sommes parvenusda mettre au point un dosage du Bismuth.

La méthode utilisée présente des qualités suffisantes de
reproductibilité, de sensibilité, de spécificité et méme de rapidité
(possibilité de doser du Bismuth en moins d'une demi-heure, mise 3 part
Ta minéralisation) pour avoir pu étre appliquée aux milieux biologiques
tels que le sang, Tes urines, les os. ‘

Les cliniciens, trés intéressés par notre technique nous
ont soumis un certain nombre de cas i étudier :

- en rhumatologie, i1 nous a été possible de mettre en évidence
dans un certain nombre de nécroses, la présence de Bismuth due 3 des
injections anciennes de sel. Il est & noter que dans tous les cas,
la Bismuthurie et la Bismuthémie &taient tout 3 fait normales.

- en toxicologie, 1'application de cette méthode nous a pérmis
de déceler plusieurs intoxications aigués de personnes agées ayant
absorbé des doses thérapeutiques de Bismuth.
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- en neurologie, nous avons eu & doser du Bismuth dans le sang
de personnes présentant apparemment des signes t]iniques d'intoxication
bismuthique. I1 est & noter que dans tous les cas considérés, le taux
de Bismuth était tout & fait normal.

En conclusion, dans les intoxications aigués on rencontre
des Bismuthurie et Bismuthémie particuliérement élevées. Dans les autres
cas, l'intoxication ne se manifeste plus par une &lévationaormale
de Ta Bismuthurie et de la Bismuthémie.

I1 faut donc se montrer particuliérement prudent dans
T'utilisation de la Bismuthurie et de la Bismuthémie pour identifier
une intoxications en effet, ces taux ne sont caractéristiques que dans
le cas d'intoxications aigués; or, 1'utilisation thérapeutiques du
Bismuth conduit le plus souvent 3 des intoxications chroniques.
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V - MISE AU POINT DU DOSAGE DU COBALT

Le manque de connaissances que nous avons sur la concen-
tration précise en Cobalt dans les milieux biologiques tels que le sang
et les urines, exige une technique de dosage susceptible d'atteindre
facilement 10_8 mole par litre. Dans la misé au point d'une telle méthode,
nous ferons porter nos efforts essentiellement sur le choix de 1'électrode
de travail ou électrode indicatrice et sur le choix du milieu, ces deux
facteurs s'étant révélés particuliérement importants dans nos études.

-

L'électrode a goutte tombante de mercure est la plus
couramment utilisée dans le dosage du Cobalt par polarographie classique
(47-49-50-58-59). En redissolution anodique, il semble, d'aprés les

auteurs que 1'utilisation de 1'électrode & goutte pendante de mercure
sojt beaucoup moins aisée (42-54-55)

Les électrodes généralement employées en redissolution
anodique ( 56-57) ou cathodique (45-52) sont des électrodes de carbone
vitreux recouvertes ou non d'une fine pellicule de mercure. Néanmoins,
nous reviendrons sur 1'utilisation de 1'électrode a goutte pendante de
mercure, les phénoménes observés pouvant étre utiles par la suite.

1°) Utilisation de 1'électrode a goutte pendante de mercure

Cette électrode, précédemment décrite pourle dosage du
Bismuth fut employée en présence d'un milieu ammoniacal souvent utilisé
par les auteurs par suite de la formation des complexes Cobalt-Ammoniaque
( 84 ). Nous constatons 1'existence de pics de redissolution anodique
situés a un potentiel trés proche du mur du mercure, ce qui nous laisse
rapprocher le cas du Cobalt de celui du Bismuth. En multipliant les
mesures, on constate, en maintenant tous les paramétres constants, que
la hauteur maximale du pic de redissolution Im diminue sensiblément
alors que la goutte de mercure se ternit progressivement. On peut donc
penser que cette diminution est engendrée par une modification de 1'élec-
trode de mercure, modification que nous avons cherché & éliminer en effec-
tuant des purges de 1'électrode a des potentiels plus ou moins positifs.
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Nous n'avons constaté aucune amélioration. Evidemment, nous aurions pu
envisager le changement de goutte a chaque mesure, ce qui constitue
toujours une difficulté pourla reproductibilité précise. Nous nous
sommes sentis trés peu encouragés dans cette voie, compte tenu de la
position du pic de redissolution qui limitera sans aucun doute la sen-

sibilité et la sélectivité du dosage.
2°) Utilisation des électrodes d'or ou platine

Quel que soit le milieu utilisé, nous ne sommes parvenus
i aucun résultat exploitable, étant donné les mauvaises reproductibilité
et sensibilité de ces mesures. '

3°) Utilisation de 1'électrode de carbone vitreux

En milieu ammoniacal, nous avons réussi & obtenir des
pics de redissolution du Cobalt décrits par BRAININA (85), mais nous
avons constaté un manque considérable de sensibilité qui excluait toute

possibilité de descendre aux concentrations inférieures a 10_6M.

D'autre part la reproductibilité d'une manipulation a une
autre était tout & fait aléatoire, 1'état de polissage de 1'électrode
jouant un rdle considérable. Méme au cours d'une méme série de mesures,
malgré 1'existence de purges sérieuses, 1'électrode avait tendance a se
modifier et & entrainer des variations de hauteur des pics de redissolu-
tion. La nécessité de recourir & des potentiels trés positifs pour la
purge, afin d'éliminer 1'ensemble du dépét est certainement responsable
de cette dégradation par suite de la formation "d'oxydes graphitiques"
que BILLAUD (71) avait déja rencontré dans le cas du dosage de 1'argent.

Nous pouvons conclure qu'une telle électrode n'est pas
utilisable & des fins analytiques. Généralement, les auteurs qui ont

publié sur ce sujet se sont 1imités a une &tude fondamentale.

La voltamétrie & redissolution cathodique a trouvé de
nombreuses applications dans 1'analyse de traces pour la détermination
de substances qui peuvent &tre accumulées comme un produit d'oxydation
sur 1'électrode de travail.
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BRAININA (45) et HAVEL (52) se heurtant aux difficultés
que nous avons rencontrées en dosant le Cobalt par redissolution anodique
(manque de sensibilité, obtention de plusieurs pics difficilement utilisa-
bles) ont essayé de doser le Cobalt par redissolution cathodique sur élec-
trodes solides. Par préélectrolyse, 1'électrode de travail jouant alors
le role d'anode, ils oxydent & un potentiel suffisamment positif le
Cobalt (II) en Cobalt (III) qui se fixe a la surface de 1'é@lectrode sous
forme d'oxydes (52) ou sous forme de composés peu solubles formés avec
le diéthyldithiocarbamate (45) ou les nitroso-naphtols (45).

Au cours de 1a redissolution cathodique, on se place a
un potentiel suffisamment négatif pour pouvoir réduire le Cobalt (III)
du composé insoluble en Cobalt (II) qui Tui n'existe pas & 1'état inso-
Juble dans le milieu électrolytique présent. Cette réduction entraine
donc 1a redissolution du Cobalt, d'ol le nom de redissolution cathodique.
I1 est bien évident qu'au cours de cette redissolution cathodique,
1'électrode de travail fonctionne en cathode.

L'application de leurs résultats nous montre 1'existence
d'un pic de redissolution trés large (4 & 500 mV) et trés peu sensible
(la limite de détection que nous avons observée est de 10'6 M), ce
qui réduit considérablement 1'utilisation d'une telle technique.

En effet, une telle allure de courbe est caractéristique
d'un systéme trés irréversible qui entraine généralement un manque de
sensibilité et de reproductibilité.

4°) Utilisation de 1'@lectrode de carbure de bore

Une telle électrode, beaucoup moins sensible & 1'existence
de potentiels trés positifs, devrait mieux résister que 1'électrode de
carbone vitreux, lors de la purge effectuée & des potentiels tres posi-
tifs (# 0,5 V /ECS).

On avait en effet remarqué ( 71 ) que dans le cas de 1'&tude
du dosage du mercure, la formation "d'oxydes graphitiques" était prati-
quement inexistante avec une &lectrode de carbure de Bore.



Les résultats obtenus manquent totalement de sensibilité
6

M).De nlus,
i1 est particuliérement difficile de polir une telle électrode avec le

(concentration minimum décelable de 1'ordre de 107° - 10

matériel disponible au laboratoire (matériel pourtant parfaitement
adapté au polissage des électrodes de carbone vitreux)

5°) Utilisation d'une &lectrode de carbone vitreux recou-
verte d'un film de mercure.

Ayant passé en revue les principales électrodes solides,
nous avons envisagé 1'utilisation d'une électrode de carbone vitreux
recouverte d'une mince couche de mercure. La détermination de 1'épaisseur
optimale de ce film s'est révélée particuliérement délicate. En effet,

-pour des films trés épais, nous avons rencontré les mémes difficultés
qu'avec une électrode & goutte pendante de mercure

- pour des films insuffisamment épais, 1'électrode se présente comme une
électrode de carbone vitreux a peine améliorée.

KENDALL (56) et LUONG (57) ont utilisé ce type d'électrode
pour doser le cobalt dans un milieu composé d'acide perchlorique egu de
thiocyanate de potassium. Leurs résultats se sont révélés peu probants
(existence de plusieurs pics, manque de sensibilité).

Pour la formation du dépdt de mercure sur 1'é@lectrode de
carbone vitreux, nous avons le choix entre deux possibilités :

- soit effectuer un dépdt électrolytique préalable
- soit effectuer un dépdt simyltané au dépdt de Cobalt

La nécessité de recourir & des potentiels trés positifs
(+ 0,5 V/E.C.S.) pour 1'@limination des résidus de Cobalt par purge
suprime d'ores et déja la premiére solution, car la couche préalable
de mercure se modifierait progressivement au cours des différentes
mesures successives.

C'est donc vers un dépdt simultané que nous nous sommes
orientés, la concentration en mercure dans le milieu pour obtenir le
dépdt optimal sera définie aprés le choix du milieu. Nous reviendrons
donc sur cette question.
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Le choix du milieu favorable s'est révélé long et difficile,
en effet :

- les ions Co2+ sont difficilement réductibles
- 1'oxydation du Cobalt métallique peut se faire en
présence de complexant, & des potentiels trés voisins,

. soit en conduisant a du Cobalt (II)
. soit en conduisant @ du Cobalt (III)

La détermination des conditions optimales pour 1'obtention
d'un pic unique exploitable analytiquement nécessitera une étude trés
précise de différents milieux.

Partant des milieux généralement utilisés (acide perchlo-
rique, thiocyanate de potassium, milieu ammonical) qui ne donneront
pas de résultats satisfaisants, tout a fait conformément a la littérature.
nous poursuivrons notre recherche par 1'étude des milieux plus sophisti-
qués agissant :

. soit au niveau de 1'ion C02+(n1tr1tes, chromates, en
présence d'ammoniaque)

. soit au niveau du dépdot de mercure (ammoniaque plus :
- acide éthylene diamine tétracétique
- diethyl dithiocarbamates
- iodures )

1°) Milieu acide perchlorique

Nous avons déja signalé les travaux de KENDALL (56) portant
sur le dosage du Cobalt dans un tel milieu. En reprenantses travaux
et en Tes élargissant, nous avons pu constater qu'en milieu perchlorique
(0,1 N), en présence de chlorures mercuriques de concentration variant
entre 107 et 1078 M, nous observions un pic de redissolution du Cobalt

a + 0,3 V/ECS. Ce pic n'augmente malheureusement ni en fonction du temps
de préélectrolyse ni en fonction des ajouts.
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La présence d'un milieu perchlorique nous avait paru intéres-
sante, non pas qu'il constitue un milieu trés favorable pour le Cobalt,
mais parce qu'il constitue un milieu treés favorable & la réoxydation du
dépdt de mercure lors de la purge. En effet, les jons perchlorates ont
un effet catalytique Tors de la réoxydation du mercure en jons mercuriques,
méme en présence de chlorures(71 ).

2°) Milieu thiocyanate

L'utilisation d'un milieu thiocyanate de potassium 10_l M
(57) n'a pas apporté de résultats satisfaisants susceptibles d'exploi-
tation analytique (pics larges et peu sensibles). Nous avons pu constater
empiriquement que de petites quantités d'ammoniaque (entre 10‘3 et 10—2M)
amélioraient trés nettement les résultats.

Dans ce cas précis, 1'ammoniaque joue un triple role:

- i1 alcalinise le milieu (pH voisin de 9 -10)

- i1 complexe les ions C02+, complexation toujours favorable
3 la redissolution anodique

- i1 complexe les ions mercuriques, complexation favorable
4 une bonne réoxydation du dépdt de mercure lors de la

purge.

Néanmoins, malgré 1'amélioration notée, les résultats ne se
sont pas révélés suffisamment reproductibles pour nécessiter une étude
plus approfondie.

3°) Milieu ammoniacal

BRAININA (85), ANZENBACHER (42) préconisent un milieu
ammoniacal relativement concentré (0,1 M ou plus). Nous avons étudié
un tel milieu en faisant varier successivement un des trois parametres
suivants, les deux autres restant constants :

- concentration en ammoniaque

- concentration en ions mercuriques

- Potentiel de préélectrolyse Ve.
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Nous constatons, quelle que soit la valeur des paramétres
choisis, un nombre de pics de redissolution variable d'un essai a un
autre, nombre trés largement influencé par 1'état de surface de 1'électrode.

Cette instabilité des pics peut étre 1iée & deux facteurs :

- soit au Cobalt proprement dit
- soit au dépdt simultané de mercure.

Nous avons envisagé les deux possibilités, c'est la raison
pour Taquelle nous avons successivement amélioré le milieu ammoniacal
en y ajoutant des réactifs susceptibles d'intervenir, soit au niveau
du Cobalt, soit au niveau du mercure.

- Au niveau du Cobalt
. addition de nitrites susceptibles de conduire
auy. cobaltinitrites d'ammonium insolubles
. addition de chromates susceptibles de donner
des composés insolubles mixtes Cobalt-Chromates-
ammoniaque(84)

I1 est bien évident que la formation de produits insolubles
' s 1 . 3+ . .
n'est envisageable qu'avec les ions Co™ , donc uniquement au niveau de
1'électrode indicatrice lors de la réoxydation Cobalt métallique -
Cobalt trivalent.

Nous avons pensé que la présence de plusieurs pics (Fig. 27)
&tait 1iée 3 la réoxydation du Cobalt en différents stades. En favorisant
la formation de composés insolubles avec les ions Co3+, nous esperions

transformer 1'ensemble du Cobalt en Cobalt (III) sans passer par 1'inter-
médiaire Co (II).

_Au niveau du mercure, par addition de complexants énergiques
du mercure (II) comme

. 1'E.D.T.A.
. le diéthyldithiocarbamate
. les iodures

Cette complexation devrait faciliter la réoxydation totale

du dépdt de mercure susceptible de régénérer intacte 1'électrode aprés



Fig. 27

Polarogramme du Cobalt

5 10"7 M

1075
Milieu Ammoniacal
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chaque mesure.

a) Milieu ammoniacal en présence de chromates ou
de nitrites.

Nous avons fait varier successivement
- la concentration en ammoniaque de 0,1 4 1 N
- la concentration en mercure (II) de 107% 1078 m

- Tla concentration en nitrites ou chromates de 10°2 3 10”4y

8

Nous constatons sans aucun doute une amélioration des cour-
bes de redissolution se traduisant par la présence d'un seul pic de réoxy-
dation relativement fin. Néanmoins, lorsque tout paramétre constant,
nous multiplions les essais, nous observons une diminution progressive du
pic.

Ce phénoméne &1imine toute possibilité d'utilisation de ces
milieux a des fins analytiques.

L'affinement du pic de redissolution peut s'expliquer par
le fait que 1'on facilite 1'oxydation du Cobalt en précipitant sur
1'électrode au fur et & mesure de sa formation, le Cobalt (I11).

La méme explication reste valable pour la présence d'un
seul pic de redissolution.

La diminution progressive du pic est certainement lige i
une dégradation de 1'électrode indicatrice par suite de la formation
d'une couche protectrice insoluble de Cobalt (ITI), couche qui ne peut
se solubiTiser lors de la purge, malgré la présence d'un potentiel
trés positif (+ 0,5 V/ECS)

Nous sommes donc en présence d'une électrode indicatrice
en perpétuelle modification.

N'étant pas parvenusa améliorer les résultats en portant
nos efforts sur les paramétres 1iés au Cobalt, nous allons nous intéresser
maintenant aux paramétres 1iés au dépot et a la réoxydation du mercure.
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b) Milieu ammoniacal en présence d'E.D.T.A.

Quelle que soit la concentration en ammoniaque (concentration
variant entre 0,1 et 1 M) et en E.D.T.A. (de 1023 107° M) nous ne
constatons aucun pic de redissolution anodique. Il nous est difficile
de déterminer les raisons exactes de ce résultat du fait que 1'acide
éthylénediamine tétraacétique est capable de complexer a la fois Tle
mercure (II) et Te Cobalt (II) et é&ventuellement le Cobalt (III) Tors
de la réoxydation.

De telles complexations exigent évidemment un potentiel
de préélectrolyse trés bas. Or, nous sommes limités dans ce domaine
de potentiel par le dégagement possible d'hydrogéne.

c) Milieu ammoniacal en présence de diéthyl-

dithiocarbamate.

Nous observons les mémes résultats qu'avec 1'E.D.T.A.
trés certainement pour les mémes raisons.

d) Milieu ammoniacal en présence d'iodures

Nous avons fait varier successivement et indépendamment
1'un de 1'autre (deux paramétres constants lors de la variation du
troisiéme) |

- la concentration en ammoniaque de 10_1 alM
84107
- 1a concentration en iodures de 107% a 107M.

6

- la concentration en mercure (II) de 10~ M

Nous constatons : que les résultats sont trés nettement améliorés et
permettent une exploitation analytique
que la concentration en ammoniaque importe peu

qu'une concentration minimale en iodures est indis-

pensable (10—3 M au minimum)

qu'une concentration en nitratesmercuriques de

8

1'ordre de 5.10 ° - 5.10—7 M est largement suffisante.
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Nous avons pu observer néanmoins que pour chaque concentra-
tion en Cobalt, trois essais successifs &taient nécessaires avant d'obte-
nir une hauteur de pic de redissolution stable.

Pour atteindre une stabilité a la premiére mesure, %1
s'avére que la présence de soude en concentration égale a environ
2.10-2 M est particuliérement favorable. Nous supposons que 1'influence
de la soude sur les résultats se situe au niveau de 1'élévation de pH
qui peut intervenir soit au niveau de la complexation du Cobalt, soit
au niveau de la complexation ou de la précipitation des cations présents

d 1'état de traces parasites comme les ions Cu2+.

Remarque : La présence de soude a modifié trés 1égérement la valeur
minimale de la concentration en mercure qui était de 1'ordre
de 5.10_8M et qui devient 2.10'7M environ, cette concentration
minimale étant particuliérement sensible 3 1'état de surface de 1'électrode
Pour une électrode parfaitement polie, cette concentration de 2.10_7M
s'est révélée parfaitement suffisante.

Nous rentiendrons donc comme milieu définitif pour une
étude plus approfondie :
- ammoniaque : 0,5 M

2y

- iodures de potassium : 10~
- soude : 2.1072 M

- nitrates mercuriques : 2.1077

M

C) Choix_du_potentiel de_préélectrolyse

e e e - e an Y

Dans le milieu qui vient d'étre défini, nous avons détermi-
né avec précision le potentiel de préélectrolyse Ve en tracant la courbe
Im =_g(v)pré§}ectrolyse’ ceci pour les concentrations en Cobalt égales
a 10 " et 10 © M. (fig. 8)

- Dans le cas de concéntratidns élevées (IO'GM) nous observons
1'existence d'un large palier. En présence de 10'7M de Cobalt, le palier
s'est fortement estompé.

Il semble toutefois qu'un potentiel de préélectrolyse Ve
de - 1,8 V/ECS soit tout a fait acceptable pour les différentes concen-

trations.
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Fig. 28 Choix du potentiel de préelectrolyse.
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D) Vérification des relations_de_proportionnalité_Im_=_Kct

e B e . - ————————mm_-—.— e r e, r s e - - —-—-—-——

Dans le milieu choisi, et pour un potentiel de préélectrolyse Ve
égal a - 1,8 V/ECS, nous avons vérifié la proportionnalité du courant
maximum de redissolution Im & la concentration en Cobalt pour un temps
de préélectrolyse donné, ainsi que la proportionnalité de Im au temps

de préélectrolyse pour une concentration donnée (FIG. 29-30-31-32-33)

Dans les domaines de concentration en Cobalt

L1008 - 107 M
C1077 - 1070y
. 1078 - 5.107 M

nous constatons une trés bonne relation de proportionnalité entre la hau-
teur du pic de redissolution anodique Im (qui se situe a - 0,6 ; - 0,7
V/ECS selon la concentration en Cobalt et 1'état de 1'électrode) et

la concentration.

11 est bien évident que le temps de préélectrolyse que
nous avons maintenu constant dans un domaine de concentration donné,
a varié malgré tout, lorsque nous avons changé de domaine de concentration.

Les temps de préélectrolyse utilisés sont égaux a :

-8

. 2 minutes dans le domaine 10 ° - 1077

M
. 30 secondes ou 1 minute dans le domaine 1077 - 5.10% M

6 7

et 10 ' M,
nous avons vérifié la loi de proportionnalité du courant maximum de

Pour des concentrations en Cobalt de 10~
redissolution Im au temps de préélectrolyse.

Nous constatons une trés bonne prodortionnalité pour des
temps de préélectrolyse compris entre z&ro et dix minutes, cecia condition
"d'effectuer des purges parfditement efficates.

11 faut cependant noter que dans le cas de concentrations
en Cobalt supérieuresa 10_6 mole par litre, la proportionnalité entre
le courant maximum Im et le temps de préélectrolyse te est rarement
respectée au-deld de quatre minutes.
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De toute évidence i1 est préférable, dans ce domaine de
concentration, de manipuler en utilisant des temps de préélectrolyse
inférieurs ou &gaux a trente secondes.

Dans toutes nos mesures, les paramétres technologiques
utilisés sont les suivants :

. Electrode carbone vitreux recouverte d'un film de mercure
. Temps de repos 30 secondes
vitesse d'agitation 750 tours par minute

vitesse de défilement
des potentiels 20 mVY par seconde

. amplitude des impulsions 100 mV
. fréquence des impulsiors 0,5 seconde

. Potentiel de préélec-
trolyse - 1,8 V/ECS

. Défilement des poten-
tiels Tors de la réoxy-
dation de - 1,1 Va+ 0,5V environ

. Sensibilité 1,25 a 12,5 pA

Expérimentalement nous avons constaté que 1'utilisation d'impulsions
négatives était particuliérement favorable pour le dosage du Cobalt
par polarographie impulsionnelle avec redissolution anodique. Il est
généralement reconnu que de telles impulsions négatives augmentent la
sensibilité et Ta spécificité en éliminant les courantt correspondants
aux substances dites irréversibles.

La méthode de dosage est basée sur la technique des ajouts

effectués a partir de solutions titrées de Cobalt (10_2 - 1074 - 107° M)

Afin d'avoir des résultats reproductibles, i1 est essentiel
de purger correctement 1'électrode de carbone vitreux. La nécessité de
réaliser une purge compléte nous a conduit & comparer les trois méthodes
suivantes :
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- nous effectuons une dizaine de purges cycliques
en faisant défiler & grande vitesse (400 mV/s) les potentiels de 0 &
+ 0,5 V/ECS.

- aprés 1'oxydation du dépot métallique, nous laissons
défiler les potentiels (20 mV/s)avec agitation jusqu'au début de dégage-
ment d'oxygéne qui se traduit par une augmentation rapide du courant i

- on se place au potentiel de + 0,5 V/ECS pendant une
minute environ sous agitation de la solution.

Les purges ne doivent pas entrainer de problémes supplémen-
taires tels qu'un dégagement d'oxygéne qui se produit & partir de
+ 0,5 V/ECS environ. Nous avons pu constater en effet qu'un dégagement
d'oxygéne se traduisait par une augmentation irréguliére des pics de
redissolution du Cobalt.

Ces trois systémes de purge nous ont donné des résultats
satisfaisants. Néanmoins, rousn'avons utilisé au cours de nos manipulations
que le second modéle de purge qui permet de contrdler parfaitement le
dégagement d'oxygéne et d'atteindre des potentiels suffisamment positifs
pour éliminer toute trace de mercure et de cobalt sur 1'électrode

I1 faut noter que 1'efficacité de la purge est fonction
de 1'état de surface de 1'électrode. C'est pourquoi aprés chaque dosage
nous polissons réguliérement 1'embout de carbone vitreux afin d'avoir
une surface paffaitement Tisse ; la sensibilité et 1a reproductibilité
des mesures se trouvant ainsi nettement améliorées.

La position du pic de redissolution anodique du Cobalt
(-0,6 - 0,7 V/ECS) nous conduit & envisager les interférences de trois
cations couramment rencontrés tant dans 1'eau que dans les domaines bio-
logiques, a savoir, le cuivre, le plomb et le nickel.
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Les ions cuivriques, fortement complexés par 1'ammoniaque
ont un potentiel de réoxydation Cu® - Cu (NH3)42+ trés voisin du poten-
tiel de redissolution du Cobalt. Expérimentalement, nous avons pu consta-
ter Qu= des ajouts de cuivre (II) se traduisaient par un élargissement
puis une augmentation des pics devenant sensible pour un rapport cuivre
cobalt égal a 1.

La réoxydation du plomba un pH voisin de 12,3 conduit
d la formation d'ions Pb (OH)42- d un potentiel qui doit étre plus
négatif qu'en 1'absence de milieu basique. Or le pic du plomb se situe
en temps normal, en milieu acide a - 0,4V (86), la complexation par les
ions OH™ déplace donc le potentiel de réoxydation vers un potentiel
se situant dans Ta méme zone que celui du Cobalt.

Dans le milieu utilisé, Ta sensibilité du pic de redisso-
lution du plomb est particuliérement importante (Fig. 33), on peut
considérer que les ions Pb2+ interférent dans le dosage du Cobalt pour
un rapport de concentration (Plomb-Cobalt) inférieur & un vingtiéme.

La présence de nickel (dont les propriétés sont tout a
fait voisines de celles du Cobalt) dans une solution contenant des ions
Co2
Toutefois, pour une concentration donnée en Nickel, les hauteurs des

¥ fait baisser trés 1égérement la hauteur du pic de redissolution.

pics de réoxydation sont reproductibles et restent proportionnelles 3
la concentration en Cobalt. L'interférence du Nickel est donc nulle.

Etant donné les concentrations respectives en Cobalt,
Cuivre, Plomb, que nous ®rons amenés & rencontrer lors du dosage du
Cobalt dans les milieux biologiques, i1 nous semble donc indispensable
de rechercher une technique de séparation du Cobalt des autres é&léments.

Des techniques de séparation étudiées (20-87-88-89-90-)
la plus avantageuse correspond a 1'extraction du Plomb, sousforme d'iodures
de Plomb, par la méthylisobutylcétone en milieu acide chlorhydrique 0,1 M.
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Le cuivre est également extrait. Les ions Cu2+, en présence d'iodures,
sont certainement réduits en ions cuivreux avec formation d'iode.

I1 semble donc que le triiodure cuivreux Cu 13 soit extrait par la
méthylisobutylcétone. La présence d'iode dans la phase organique est
caractérisée par une coloration jaune brun. Le Cobalt, dans ces conditions
opératoires reste dans la phase aqueuse.

D'aprés la littérature, un trés grand nombre d'autres
métaux sont extraits dans les mémes conditions par la méthylisobutylcétone,
en particulier, le Bismuth, 1'Etain, 1'Antimoine, le Cadmium, le Zinc,
1'"Arsenic (III).

Certains auteurs (87 - 89 ) utilisent également la
méthylisopropylcétone pour extraire les iodures de plomb en milieu acide.

Les meilleurs résultats sont obtenus avec la méthylisobutyl-
cétone, qui présente l'avantage d'étre nettement moins miscible a 1'eau
que la méthylisopropylcétone. De faibles quantités ne génent pas pour
le dosage du Cobalt par redissolution anodique

1°) Réactifs utilisés

. Methylisobutylcétone (immédiatement avant 1'extraction
agiter le solvant avec environ 10 % de son volume d'acide chlorhydrique
0,5 N).

. Acide Chlorhydrique concentré suprapur MERCK

. lodure de potassium

. Ammoniaque concentré suprapur MERCK

. Soude concentrée suprapur MERCK

. Solution de nitrates mercuriques 10_4 M

2°) Mode opératoire

A 20 cm3 de solution, ajouter 200 pl d'acide chlorhydrique
concentré, un gramme environ d'iodure de potassium solide. Dissoudre.
Effectuer plusieurs extractions par Ta méthylisobutylcétone. Un minimum
de trois extractions est nécessaire pour s'assurer de la disparition
compléte des traces de plomb et de cuivre, car comme nous 1'avons vu
précédemment, le plomb et le cuivre sont particuliérement électroactifs
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dans le milieu utilisé.

Nous avons réussi dans ces conditions i déterminer des
concentrations en Cobalt de 1'ordre de 10-8M en présence de 1000 fois
plus de cuivre et de plomb.

3°) Rappel des conditions opératoires

Avant de vérifier la reproductibilité et 1a sensibiliteé
des mesures en réalisant des essais systématiques sur des solutions
contenant du Cuivre et du Plomb, nous allons rappeler rapidement
les conditions opératoires.

Aprés avoir réalisé 1'extraction des éléments interférants
par la méthylisobutylcétone, nous préléverons la quantité voulue
(entre 10 et 20 cm3) de la phase aqueuse que nous injectons dans la
cellule & polarographier, contenant déja 30 & 40 cm3 d'eau bidistillée,
dans laquelle nous avons fait passer un courant d'azote durant 1'extrac-
tion afin d'éliminer 1'oxygéne dissous génant.

On laisse ensuite barboter ce courant d'azote pendant
quelques instants (une & deux minutes).

Etant donné la grande proportion d'iodures restant dans la
phase aqueuse aprés 1'extraction par Ta méthylisobutylicétone, il n'est

pas nécessaire d'en rajouter dans la cellule.

Les différents paramétres sont les suivants :

. Electrode carbone vitreux
. Electrolyte support Ammoniaque 0,5 M
Soude 2.1072M
Iodures de Potassium
Nitrates mercuriques 2.107'M
. Potentiel de préélectrolyse - 1,8 V/ECS
. Temps de repos 30 secondes

. Vitesse d'agitation 750 tours par minute
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. Vitesse de défilement des potentiels 20 mV par seconde

. Amplitude des impulsions négatives 100 mV

. Fréquence des impulsions 0,5 secondes

. Balayage des potentiels lors de la de -1,1 a + 0,5 V/ECS
réoxydation

. Sensibilite 1,25 a 12,5 pA

Nous avons dans un premier temps teété 1a méthode
de dosage mise au point,en réalisant de nombreux tests de reproductibi-
1ité et de sensibilité sur des solutions de Cobalt contenant des quantités
importantes de Cuivre et de Plomb (10_5M)

Dans un deuxiéme temps, nous avons appliqué cette technique
du dosage du Cobalt dans les milieux biologiques tels que le sang et les
urines.

1°) Tests de reproductibilité

Résultats des dosages effectués sur des solutions
aqueuses de Cobalt.

Les différents dosages sont rassemblés dans le tableau

suivant. Ure dizaine de dosages furent réalisés dans chaque domaine de
concentration.

Coricentration connue en Cobalt Concentration trouvée
dans Tles solutions aqueuses & po- -
Tarographier a P (c £t sm)
_8_
2_10-8 ion g/1 1,99 + 0,10 10 = ion g/1
2.1077 jon g/1 1,94 + 0,06 10°7 jon g/1
_6_
2.10 ~ dqon g/1 2,02 + 0,04 10—6 ion g/1

Tableau IX
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2°) Milieux biologiques

Le dosage direct du Cobalt dans les urines et dans le
sang n'est pas possible, les milieux biologiques &tant trop complexes.

I1 est nécessaire d'effectuer une minéralisation préalable
afin de détruire toutes les matiéres organiques présentes.

La technique de minéralisation est 1a méme que dans Te cas
du bismuth.

a) Urines
Méthode d'attaque :

Prise d'essai : 50 cm3 d'urine
10 cm3 d'acide perchlorique concentré suprapur
5 c¢cm3 d'acide sulfurique concentré suprapur

Le mélange est chauffé sur un bec Bunsen jusqu'a 1'obtention
d'un résidu totalement sec. En effet, nous avons pu constater lors
des manipulations,

- que les pics de redissolution étaient trés sensibles i
Ta moindre trace de matiére organique .

- que 1'acidité, lors de 1'extraction par la méthyliso-
butylcétone, ne devait pas &tre trop importante,

afin de ne pas modifier considérablement le pH de 1a
solution dans la cellule & polarographier.

Le résidu est repris par 10 ou 20 cm3 d'eau bidistillée.
Les conditions de dosage sont alors celles de 1'eau.

Des dosages effectués sur quelques urines ont donné les
résultats suivants
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quantité de Cobalt

N° Echantillon en Pg/ 24 h

10
28
30
7,5
21
15

oy O B W N~

TABLEAU X

b) Sang total
Prise d'essai : 5 c¢m3 de sang total
5 cm3 d'acide perchlorique concentré suprapur

3 cm3 acide sulfurique concentré suprapur.

Aprés minéralisation, Te résidu est repris comme précédemment par 10 ou
20 cm3 d'eau bidistillée.

Résultats sur quelques échantillons

quantité de Cobalt
en ug/l

N° Echantillon

260
200
224
242

W N =

TABLEAU X
La Cobalturie et la Cobaltémie moyennes se situent respectivement,
d'aprés nos quelques chiffres, aux environs de 20 pg/24 h et 250 Ha/1.
I1 semble souhaitable qu'une &tude plus systématique des urines et du
sang soit entreprise ultérieurement afin de conclure sur un &chantillonnage

plus large.
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Néanmoins, l1a méthode que nous avons mise au point constitue une amélio-
ration considérable par rapport @ ce qui existait jusqu'a présent. La
sensibilité, la reproductibilité et la spécificité permettent une

extension de ce dosage du Cobalt a des milieux les plus divers qui néces-
siteront évidemment une minéralisation.



CONCLUSION GENERALE

L'objectif de notre recherche qui consistait a mettre au
point un dosage du Bismuth et du Cobalt suffisamment sensible et spéci-
fique pour étre appliqué aux milieux biologiques, peut étre considéré
comme atteint.

- Dans le cas du Bismuth, Ta qualité de Ta méthode a été
vérifiée par une étude systématique, d'une part dans 1'eau, et d'autre
part dans les milieux biologiques comme le sang, les urines et les os.

I1 semble que cette technique donne tout a fait satisfac-
tion aux cliniciens du Centre Hospitalier Universitaire qui n'hésitent
pas & nous faire confiance pour confirmer une intoxication.

- Quant au Cobalt, les conditions opératoires pour obtenir
une réduction du Cobalt (II) lors de la préélectrolyse, réduction réputée
difficile, ont nécessité une étude trés systématique. Les résultats
obtenus sont trés satisfaisants jusqu'a des concentrations trés faibles
de 1'ordre de 1078 M.

La reproductibilité et la spécificité sont tout a fait
satisfaisantes pour conduire a des applications Tes plus diverses.

Le dosage du Cobalt dans le sang et les urines a été
effectué dans un nombre restreint de cas; nos résultats obtenus ne
nous semblent pas suffisamment nombreux pour permettre une conclusion
définitive compte tenu de la dispersion des chiffres rencontrés dans 1la

littérature.
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