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DIE POLAROGRAPHISCHE UND OSZILLOPOLAROGRAPHISCHE STUDIE 
DES PHYSOSTIGMINS 

V. PARRÁK, E. RADĚJOVÁ 

Staatliches Institut für Arzneimittelkontrolle in Bratislava 

Při oscilografickej polarografii fyzostigmínu v alkalickom prostredí získaný 
kapacitný zárez postupne mizne. Vymiznutie zárezu je zapríčinené hydrolý-
zou fyzostigmínu. Priebeh celej reakcie sa sledoval oscilopolarograficky. 
Súčasne sa vypracovala metóda na polarografické stanovenie fyzostigmínu. 

Es wurde die Geschwindigkeit der Zersetzung des Physostigmins studiert 
und eine Methode zu seiner Bestimmung vorgeschlagen. 

Die Prüfung der Stabilität verschiedener pharmazeutischer Präparate ist 
für die Industrie, wie auch für die Kontrollpraxis von grosser Bedeutung. 
Schon früher wurde auf die Möglichkeit die Spaltung der Alkaloide oszillopo-
larographisch zu verfolgen [1, 2] hingewiesen. Diesmal befassten wir uns mit 
Physostigmin (Eserin), welcher in der Therapie noch häufig eingesetzt wird. 

Dieses Alkaloid ist eine monoacide, ditertiäre Base mit drei —NCH3-Grup-
pen; in alkalischem Milieu spaltet es sich, wobei Eserolin [3], welches nur zwei 
—NCH3-Gruppen besitzt, entsteht. Aus den Degradiationsprodukten wurde 
die Struktur des Eserolins geklärt und die Konstitution durch Synthesen 
[4—6] bestätigt; so wurde eigentlich die Anwesenheit des Indolsystems im 
Molekül festgestellt, was auch durch das UV-Spektrum bewiesen wurde. 

In der vorliegenden Arbeit versuchten wir einerseits unsere auf dem Wege 
der Papier Chromatographie, Photokolorimetrie und Spektrophotometrie schon 
vorgenommenen Studien weiter zu vertiefen [7, 8], ferner eine Methode aus­
zuarbeiten, welche auch die quantitative Auswertung dieses Alkaloides er­
möglichen könnte indem es auf eine polarographisch aktive Verbindung, 
welche auf der Quecksilbertropf elektróde reduzierbar wäre, umgewandelt 
wird. 

Experimenteller Teil 

Apparatur und Chemikalien 

Die polarographischen Arbeiten wurden auf dem Polarograph Heyrovský Typ LP 55 
durchgefürht. Die Konstanten der Glaskapillaren bei einer Höhe des Quecksilberreser-
voires von 45 cm waren: t = 2,4 sec.; га = 3,75 mg/sec. Wir haben mit Gefässen nach 
Kalousek und mit einer gesättigten Kalomelektrcde als Anode gearbeitet. Die oszillo-
polarographischen Messungen wurden auf dem Polaroskop P 576 vorgenommen. Stan­
dardlösungen von Physostigmin wurden so hergestellt, dass die entsprechenden Mengen 
des Alkaloids im frisch destillierten Wasser aufgelöst wurden. 
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Ergebnisse 

Die oszillographische Polarographie erwies sich als eine der vorteilhaftesten Methoden 
zum Verfolgen der alkalischen Hydrolyse und darauffolgenden Oxydation des Physostig-
mins, welche besonders nach 10, 14, 18 und 24 Stunden gut bemerkbar ist. Laut Litera­
turangaben entsteht bei der alkalischen Hydrolyse des Physostigmins (/), Methylamin, 
Kohlendioxyd, Wasser und Eserolin (//), ferner durch die darauffolgende Oxydation 
der phenolischen Gruppen im Eserolin-Molekül bildet sich Rubreserin (III), welches chino-
iden Charakter hat. 
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Das Degradationsprodukt Methylamin bietet in 2 M - H 2 S 0 4 auf dem kathodischen Ast 
der Kurve eine Verweilung bei Q 0,46 (Abb. la). Dagegen in 2 м-NaOH erhalten wir auf 
dem kathodischen Ast einen Einschnitt mit einem Q-Wert von 0,8 (Abb. 16). Auf der 
Abb. 2 zeigen wir wie sich die Einschnitte des Physostigmins in Abhängigkeit von der 
Zeit verändern. Der Kapazitätseinschnitt bei Q 0,66 verkleinert sich mit der Zeit und es 
bilden sich zwei reversible Einschnitte mit Q-Werten von 0,18 und 0,26, von welchen der 

zweite Einschnitt tiefer ist. Auf dem Wege 
der klassischen Polarographie haben wir ein 
reveisibles chinoides Redox-System bestä­
tigt; es ist anzunehmen, dass es sich um das 
Degradationsprodukt Rubreserin, welches 
rot gefärbt ist, handelt. 

Arbeiten wir im alkalischen Milieu bei er­
höhter Temperatur, so erfolgt eine schnellere 
Zersetzung des Physostigmins (Abb. 3). 

Durch Einfluss eines Gemisches von Salpe­
tersäure mit anderen starken Säuren (Schwe­
felsäure, Per Chlorsäure) gelang es uns die­
ses Alkaloid auf eine polarographisch aktive 
Verbindimg umzuwandeln. Die wässerigen 
Lösungen des Physostigmins wurden mit 

solchen Mengen verdünnter Salpetersäure und Schwefelsäure versetzt, dass auf einen Mol 
des Alkaloides 2 Mole Salpetersäure zugegeben wurden. Dann wurde 20 Minuten lang 
bei 90 °C erhitzt und nach dieser Zeitdauer wurde der weitere Verlauf der Reaktion 
mit einem Zusatz von 2 м-NaOH unterbrochen. Darauf wurden die Lösungen mit Zitrat-
puffer gemischt und das polarographische Verhalten studiert (Abb. 4a, b). Für analytische 

Abb. 1. dE/dt f1(E)-K\xrve von Methyl­
amin. 

Konzentration 2,5 . 10 - 5 M: 
а) 2 M-H2S04; b) 2 м-NaOH. 

http://CHj.NH.C0O
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Zwecke erwiesen sich Aufnahmen be i p H 3,0 a m bes ten (E1/2 = —0,22 V). Bei n i t r i e r t en 
P r o d u k t e n ver lauf t die R e d u k t i o n prinzipiel l in zwei Stufen, wobei die ers te einer 4-
E lek t ronenreduk t ion des Hydroxy lamins bis auf 
A m i n entspr icht . Die in te rmediäre Redukt ions tufe 
auf eine Ni t rosoverb indung ist auf der polarogra-
phischen K u r v e n icht bemerkba r . 

A b b . 2. Die Spa l tung des Physos t igmins in 2 м-LiOH. K o n z e n t r a t i o n 2,3 . Ю - 4 м : 
a) sofort n a c h d e r Mischung; b) n a c h 5 M i n u t e n ; c) n a c h 24 S t u n d e n . — Abb. 3. Die Tem­
pe ra tu rabhäng igke i t de r E inschn i t t e des Physos t igmins . K o n z e n t r a t i o n 4,8 . Ю - 4 м 

in 2 M-NaOH: A be i 20 °C; B. n a c h d e m E r h i t z e n bis z u m Siedepunkt . 
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A b b . 4. Die pH-Abhäng igke i t des Halbs tufenpoten t ia les des Physos t igmins nach de r 
R e a k t i o n mi t der Ni t r ier lösung; T = 20 °C. a) p H Bere ich v o n 2,5—6; b) p H Bereich 

v o n 8—11. 

A b b . 5. Die Tempera tu rabhäng igke i t 
de r E inschn i t t e des Physos t igmins n a c h 
de r Behand lung mi t e inem Gemisch ver­

d ü n n t e r H N 0 3 m i t HC10 4 . 
N a c h 15 Minuten langen E rh i t z en auf p H : 

a) 2,5; b) 9,0 eingestell t . 

Aus den oszillopolarographischen Mes­
sungen geht hervor , dass wir n a c h e inem 
15 Minuten langen E inwi rken der ve rdünn­
t en Salpetersäure auf Physost igmin, ka tho ­
dische Einschni t t e v o n Q 0,27; 0,35 u n d 
0,78 erha l ten . Dagegen be im Übergang ins 
alkalische Milieu (pH 9) e rha l t en wir auf 
dem kathodischen Ast v ier E inschni t te v o n 
Q-Werten 0,26; 0,36; 0,43 und 0,61 v o n wel­
chen besonders die zwei le tz ten m a r k a n t e r 
sind. Auf den oszil lopolarographischen Auf­
n a h m e n e rha l t en wir in diesem Fal le keine 
reversible E inschn i t t e . 

N a c h einer R e a k t i o n des Physos t igmins 
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(Abb. 5) mit einem Gemisch von Salpetersäure und Perchlorsäure bildet sich auf dem 
kathodischen Ast nur ein Einschnitt, dessen Q-Wert 0,35 ist. Der Einschnitt mit dem 
Q-Wert 0,78 verschwand gänzlich. Beim Übergang ins alkalische Milieu erhalten wir zwei 
gegenüber liegende Einschnitte mit Q-Werten 0,24 und weiter negativere mit Q-Werten 
0,33 und 0,48. Die Tabelle 1, in welcher die Q-Werte der oszillopolarographischen Auf­
nahmen des Physostigmins nach der Reaktion mit dem Nitrierungsagens angeführt 
sind, zeigt, dass der reversible Elektrodenvorgang schon bei pH 6 vorgeht und bleibt 
auch bei höheren pH-Werten unverändert. 
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Q -Werte des aus Physostigmin nach der Reaktion mit dem Nitrierungsagens entstan­
denen Produktes bei 20 °C gemessen. 

Diskussion 

Auf ein merkwürdiges Verhalten des Physostigmins im alkalischen Bereich machte 
R. K a l v o d a [9] aufmerksam. Wir stellten fest, dass das Degradationsprodukt Methyla­
min oszillopolarographisch aktiv ist. Der Vorteil dieser Methode gegenüber der kolor i-
metrischen, spektrophotometrischen und chromatographischen liegt darin, dass sie den 
ganzen Verlauf der Zersetzung in Abhängigkeit von der Zeit und Temperatur zu verfolgen 
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ges ta t t e t . Wi r verfolgten ähnl ich wie in den Arbei ten [10—12] polarographisch u n d oszillo-
polarographisch die R e a k t i o n des Physost igmins mi t Sa lpe tersäure u n d Schwefelsäure 
u n d fanden, dass durch Bi ldung des Ni t rode r iva tes eine sehr empfindliche u n d selektive 
polarographische B e s t i m m u n g des Physos t igmins möglich sei. 

D a s en t s t andene Ni t rode r iva t des Physos t igmins ist ziemlich stabi l , da wir bei wieder­
ho l te r Analyse n a c h 15, 30, 45 u n d 60 Minuten dieselben polarographischen K u r v e n 
erhie l ten. De r Verlauf der N i t r a t i on des Physos t igmins (I) wäre bei no rma len Bedingungen 
folgend (IV). Bei dras t i scheren Bedingungen könn te höchstwahrscheinl ich nach der 
N i t r i e rung eine Oxyda t ion der —CH 3 -Gruppen auf Carboxylgruppen (V) erfolgen. D a 
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dieses Alkaloid als Salizylat, H y d r o b r o m i d u n d Sulphat verwendet wird, empfehlen wir 

bei der polarographischen B e s t i m m u n g als S t a n d a r d das betreffende Salz des Physostig­

m i n s zu verwenden. 

I m Hinbl ick auf die Arbe i ten m a n c h e r A u t o r e n [13—15], welche feststellen, dass 

d a s Chinon in der klassischen Polarographie bei gewissen o p t i m a l e n Bedingungen einen 

K o n d e n s a t m i t Aminosäuren bildet , über­
prüf ten wir das Verha l ten des Zersetzungs­
der iva tes von Physost igmin, welcher auch 
chinoiden Charak te r s ist. Wir haben mi t 
e inem Überschuss von Thiourea gearbei te t . 
I n unserer exper imentel len Arbei t s tel l ten 
wir fest, dass Hydroch inon allein im saueren, 
sowie auch im alkalischen Milieu keine in­
te ressanten Ergebnisse in der oszillographi­
schen Polarographie b ie te t . 

Schliesslich eluierten wir die chromatogra­
phisch ge t r enn ten Substanzen im Wasser u n d 
in 0,1 M-HC1 u n d regis t r ier ten ihr Absorpt i ­
onsspek t rum [7]. Als ein optisches Gegen -

A b b . 6. UV-Absorp t ions -Spekt rum chro­
matograph i sch ge t r enn te r Subs tanzen in 

0,1 N-HC1 eluier t . 
S p e k t r u m 1 — Physost igmin-Base; 2 — 
Rubrese r in durch alkalische Oxydat ion 
des Physos t igminsu lpha tes gewonnen 
(Rp = 0,70); 3 — Degrada t ionsproduk t 
aus 3 %-iger Injekt ionslösung des Physo­
s t igminsulphates (Rp = 0,30); 4 — Degra­
da t ionsproduk t m i t Rp = 0,24. Universa l 
Spek t ropho tome te r Carl Zeiss, J e n a , Kü-

v e t t e n 0,5 cm, Q. 200 300 400 500 
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gewicht verwendeten wir ein Eluat aus dem Chromatogramm, damit wir einem eventuellen 
Fehler vorbeugen, der durch die Verwendung von destilliertem Wasser als Vergleichungs­
lösung auftreten könnte. Das eluierte Rubreserin gab in UV-Gebiet zwei Maxima und ein 
weiteres im sichtbaren Teil des Spektrum (Abb. 6). Die Eluate weiterer Zersetzungspro­
dukte gaben schon gänzlich deformierte Kurven. 

Praktische Anwendung 

Zu 1 ml Physostigminlösung (Konzentration des Alkaloides 3—7 mg/ml) werden 0,5 ml 
konzentrierter Salpetersäure D = 1,4 und 0,5 ml Schwefelsäure D = 1,8 zugefügt. Um die 
Nitrierung zu beschleunigen, kann auch ein Gemisch von gleichen Mengen von Perchlor­
säure und Salpetersäure verwendet werden. Nach einem 15 Minuten langen Erhitzen der 
Lösung auf dem Wasserbade und darauffolgenden Abkühlung wird die Lösung mit 3 ml 
2 M-NaOH versetzt, dann das pH 3,0 durch Zitratpuffer eingestellt und in Stickstoff­
atmosphäre polarographiert; das Halbstufenpotential beträgt —0,22 V (g. GKE). Physo­
stigmin (Eserin) kann nach dieser Methode in Kolyrien und Injektionslösungen bestimmt 
werden. 

Für das Durchsehen des Manuskriptes und die kritische Bemerkungen erlauben wir uns 
Herrn L. Molnár, С. Sc, aus der SAV Bratislava unseren Dank auszusprechen. 

Zusammenfassung 

Die Geschwindigkeit des Verschwindens des Kapazitätseinschnittes von 

Physostigmin bei Q 0,66 ist durch die Geschwindigkeit der alkalischen Hydro­

lyse gegeben. Man kann oszillopolarographisch den ganzen Verlauf der Reak­

tion beobachten. Ausserdem wurde eine empfindliche und selektive polaro-

graphische Bestimmung des Physostigmins ausgearbeitet. 

ПОЛЯРОГРАФИЧЕСКОЕ И ОСЦИЛЛОПОЛЯРОГРАФИЧЕСКОЕ 
И З У Ч Е Н И Е ФИЗОСТИГМИНА 

В. ПАРРАК, Е. РАДЕЙОВА 

Государственный институт испытания лекарственных веществ в Братиславе 

Было найдено, что скорость исчезновения емкостного зубца физостигмина при 
Q 0,66 дана скоростью щелочного гидролиза. Осциллополярографическим путем можно 
наблюдать все течение реакции, следовательно, гидролиз и следующее за ним окисление 
(продукт окисления рубрэзерин). 

Кроме того, было разработано чувствительное и селективное полярографическое 
определение физостигмина. 
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