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Saule von 9 ml Dowex 2 (OH-Form) gegeben und mit 15 ml Wasser durchgewaschen. Das zur 
Trockne eingedampfte farblose Eluat wurde in 10 Tropfen Wasser gelost; 12 Auftrage dieser 
Losung auf eine Fleckgrosse von 4 mm Durchmesser auf WHATMmN-Papier 47 x 7 cm erwiesen 
sich als geniigende Konzentration fur eine eindeutige Identifikation. Im absteigenden Chromato- 
gramm rnit frisch angesetztem Butanol-Eisessig-Wasser 4 : 1 : 5 zeigte sich nach einer Laufzeit 
von 14 Stunden nur ein Fleck Rf = 0,20 (entwickelt rnit Anilinphtalat), welcher mit einem solchen 
von gleichzeitig wandernder Glucose identisch war. 

SUMMARY 
The major red-violet pigment of Phytolacca decandra L. (pokeberry), called phyto- 

laccanin, has been isolated and crystallized. The elementary analysis, the UV.-, 
visible and 1R.-spectra and the electrophoretic as well as the chromatographic 
behaviour on paper indicated its identity with betanin, the pigment of the red beet. 

This conclusion was confirmed by the acid hydrolysis of phytolaccanin which 
yielded a crystalline aglucone, identified as a mixture of betanidin and isobetanidin 
hydrochlorides by its spectra, its x-ray powder diagram and other analyses. 

Besides betanin, which accounts for more than 95% of the red pigment, the poke- 
berry was found to contain small amounts of three other pigments which are probably 
isobetanin, prebetanin and isoprebetanin. 

Zurich, Organisch-Chemisches Institut der Universitat 

31. Sur une d-lactono-dpimdrase I l). 
Prbparation et propridtCs 

par Th. Posternak e t  P. Waegell 
(7 XI1 60) 

I1 y a quelques annCes, POSTERNAK & REYMOND~) montrkrent qu’dcefobacter szcb- 
oxydans, souche KLUYVER & DE LEEUW, contient un ferment en prbence duquel 
s’effectue la rCaction suivante : la trihydroxy-2,3/4-cyclohexanone (II), formbe sous 
l’action du microorganisme par dCshydrogCnation du cyclohexanetbtrol-2,3/1,4 
(dihydroconduritol) (I), est CpimCrisCe d’une manikre rbversible en trihydroxy-3/2,4- 
cyclohexanone (111). Ce ferment (CpimCrase) a 6tC retrouvb dans deux autres souches 
d’A . suboxydans, qui diffgrent d’ailleurs considkrablement de la premi&re souche par 
leur capacitC de dkshydrogCnation des cyclitols. L’enzyme passe assez facilement en 
solution ; il est present dans les extraits acellulaires des microorganismes. 

I I1 I11 ‘ 
Les trihydroxycyclohexanones I1 et 111 n’Ctant pas des substances naturelles, il 

Ctait probable que les rCactions observges rksultaient d’un dCfaut de spbcificitk de 
Communication prkliminaire: IV. Congr. Int. Biochim. ; resumes des communications, 52 
(1958). 

2, TH. POSTERNAK & D. REYMOND, Helv. 38, 195 (1955). 
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l’enzyme. Reprenant cette Ctude, nous nous sommes proposC de caractkriser cette 
CpimCrase d’A. suboxydans, de l’identifier Cventuellement A un ferment connu et, s’il 
devait s’agir d u n  nouvel enzyme, de trouver ses substrats naturels dint&& bio- 
logique. 

A .  suboxydans contient une phosphohex~se-isomCrase~). Nous avons constat6 qu’on peut 
obtenir des prgparations de ce ferment d6pourvues d’action d’6pim6rase: il ne s’agit donc pas 
du m&me enzyme. La phosphohexose-isom6rase du muscle n’agit d’ailleurs pas non plus, comme 
nous l’avons observ6, sur les trihydroxycyclohexanones I1 et  111. Examinant ensuite divers 
substrats pouvant entrer en ligne de compte, nous avons constat6 par des rCactions color6es k 
la cyst6ine-carbazole4) que des extraits d’A . suboxydans n’effectuent pas, tout au moins B des 
pH compris entre 5,4 e t  8,2, les interconversions suivantes d’aldose en c6tose dont certaines ont 
6t6 observCes avec d’autres microorganismes : 

D-glucose z D-fructose D-ribose 2 D-ribulose 

D-mannose D-fructose D-xylose 2 D-XylUlOSe 
D-arabinose z D-ribulose L-lyxose 22 L-xylulose 
L-arabinose z L-ribulose 

D-galactose 2 D-tagatose D-lyxose z D-xylulose 

Par chromatographie sur papier, on ne constate d’autre part ni dpim6risation du D-ribulose 
cn D-xylulose, ni isom6risation du D-glucose en D-mannose. Signalons qu’A . suboxydans contient 
par contre les isomerases qui interviennent dans le cycle des pentoses6). 

Par chromatographie sur papier, nous avons observ6 par contre que les extraits 
d’A. suboxydans catalysent I’CpimCrisation rCversible suivante d’intCr&t biologique : 

D-glucono-&lactone (IV) 2 D-mannono-8-~actone (V) (1) 
Les extraits du microorganisme contiennent ainsi un enzyme nouveau, une 6- 

lactono-L$imLrase, qui, par l’intermddiaire des lactones, rdalise indirectement 1’Cpi- 
mCrisation des acides aldoniques que les chimistes effectuent in vitvo par traitement 
au moyen des bases. 

Nos prkparations enzymatiques n’effectuent pas d’CpimCrisation aux dCpens des 
sels des acides D-mannonique et D-gluconique. Elles n’agissent d’autre part ni sur la 
y-lactone mannonique, ni sur les autres lactones suivantes : phospho-6-~-glucono-S- 
lactone, D-xylono-6-lactone, D-arabo-&lactone, D-~yxono-~-~actone, D-ribono-&lac- 
tone. 

Vu cette spCcificit6 Ctroite de la lactono-Cpimdrase, l’action sur les trihydroxy- 
cyclohexanones, qui est probablement due au m&me ferment, est d‘autant plus re- 
marquable; notons cependant la parent6 stCr6ochimique des 2 types d’CpimCrisation : 
dans chacune des deux paires de substrats 11, V et 111, IV, on trouve le m&me groupe- 
ment de 3 carbones asymktriques voisins faisant partie d’un cycle i 6 atomes et 
voisins d’un groupe carbonyle. 

CH,OH CH,OH 

IV v 
8) J. G. HAUGE, T. E. KING & V. H. CHELDELIN, J. biol. Chemistry 274, 11 (1955). 
4, Z. DISCHE & E. BORENFREUND, J. biol. Chemistry 192, 583 (1951). 
5) 1’. A. KITOS, CH. H. WANG, B. A4. MOHLER, T. E. KING & V. H. CHELDELIN, J. biol. Chem- 

istry 233, 1295 (1958). 



Volumen XLIV, Fasciculus I (1961) - So. 31 259 

Pour la dCtection qualitative de ces 6pim&risations, nous avons sCpar6 par chroma- 
tographie sur papier les sels d'ammonium des acides form& par hydrolyse des lacto- 
nes; le systbme de dissolvants employ6 Ctait le suivant : acCtate d'kthyle-pyridine- 
NH, conc.-H,O (5 : 3 : 1 : 1 en vol.). Les produits d'6pimCrisation des lactones gluco- 
nique et mannonique, d6celCs pour commencer par chromatographie sur papier, ont pu 
ensuite &re isol6s sous forme des acides correspondants par application des m6thodes 
d'E. FISCHER~). L'acide D-gluconique form6 & partir de la D-mannono-d-lactone a C t C  
sCparC par l'intermbdiaire des sels de brucine et de cinchonine; de mCme, l'acide 
n-mannonique form6 aux dCpens de la D-glucono-d-lactone a CtC isole comme sel de 
brucine. Les deux acides ont CtC finalement caract6risCs sous forme de phdnylhydra- 
zides. 

Pour le dosage des mClanges des acides gluconique et mannonique, on pourrait 
sans doute utiliser une mCthode enzymatique basCe sur l'emploi d'une gluconokinase. 
Pour des raisons Cvidentes de commoditC, nous avons prCf6rC une m6thode purement 
physico-chimique. On sait que les acides D-gluconique et D-mannonique, i I'instar 

ac. u -gluconique 
ac. D - msnnoniquo 

Fig. 1. Rotations des complexes molybdiques de me'langes d'acides D-gluconique et D-mannonique 
Tube polarimetrique de 2 dm. Melanges des deux acides de concentration totale Q , Q 7 1 ~ o  ayant 

subi les traitements indiquds dam la partie cxperimentale (voir dosage d'activite). 

Fig. 2. Epime'risation de la D-mannono-d-lactone en prlsence de quantite's croissantes de ferment. 
Concentrations initiales: mannonolactone 9 , 3 6 . 1 0 F ~ ,  tampon acetate 0,17-0,20~ de pH 5,1, 

ZnC1, 2 . 1 0 - 4 ~  ; temperature 32"; dur6e d'incubation 10 min. 

6, E. FISCHER, Ber. deutsch. chem. Ges. 23, 799 (1890). 
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d'autres acides a-hydroxyles, forment avec le molybdate d'ammonium des complexes 
de rotations spdcifiques ClevCes7). Dans Ies conditions experimentales employCes, nous 
trouvons pour l'acide gluconique complex6 [aID = + 374" et pour l'acide mannonique 
complex6 Ta], = + 148'. Les rotations sont assez differentes pour permettre, apr&s 
hydrolyse complcte de leurs lactones, le dosage de melanges des deux acides. La 
figure 1 montre en effet la relation linCaire existant entre la rotation et la composition 
de ces melanges. 

La 8-lactono-kpimerase d'A. suboxydans est un enzyme soluble non particulaire ; en 
effet, aprhs 2 h de centrifugation B 40000 tours/min (Spinco) l'activitC enzymatique 
reste compl&tement dans le liquide surnageant. Le ferment a CtC partiellement purifiC 
par precipitation au moyen du sulfate d'ammonium & 0,4-0,7 saturation, suivie de 
dialyse. Les prkparations enzymatiques ainsi obtenues, quoique encore tr6s impures, 
ont permis toutefois d'effectuer les quelques observations suivantes. 

Le pH optimum d'6pimCrisation de la mannonolactone est compris entre 5,l et 5,2 
(tampon acetate 0 , 1 7 ~ ;  temperature 32"). 

Dans les conditions decrites dans la l6gende de la fig. 2, il y a proportionnalitC 
entre les quantites de ferment et le pourcentage de mannonolactone CpimCrisee. On 
peut introduire alors l'unite enzymatique suivante : quantite de lactonodpimerase 
prdsente par ml (concentrations initiales : mannonolactone 9,36 1 0 - 3 ~ ,  ZnC1, 
2 + 1 0 - 4 ~ ;  tampon acetate 0 , 1 7 ~  de pH 5, l ;  temp. 32') qui, en 10 min, provoque 
1'CpimCrisation de O , l %  de la mannonolactone primitivement prCsente. 

' 

I0 20 30 60 I20 Mh.  180 

Fig. 3.  Epzme'visation de la D-mannoiio-d-lactone par divevses pripayations enzymatiqwes. 
Concrntrations initiales: 

mannonolactone 9,36.10-3~,  tampon acetate 0,17 M dc pH 5 , l ;  temperature 32". 
Courbe I :  
Courbe 11: 
Courbe 111: M&me preparation d'enzyme qu'en I, mais dialpsee (1.83 mg proteine par ml); 

Ferment fraction 0,4-0,7 sat. (NH,),SO, (2,83 mg protCine par ml). 
M&me prdparation d'enzyme qu'en I, mais dialysee (1,83 mg proteine par ml). 

ZnC1, 2.10-*M. 

') TH. A. RENNET-CLARK, Biochcm. J. 28, 45 (1934); TH. SCHMIDT & C. c. \h'EBER-MOLSTER, 

Liebig's Ann. Chem. 515, 65 (1935). 
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0 1  5 I0 20 60 80 
ZnCh cone. mol. xtoS 

Fig. 4. Epirne’risation de la mannonolactone e n  prLsence de concentrations variables e n  Zn++. 
Concentrations initiales: mannonolactone 9,36.10-s~,  tampon acetate 0,17111 de pH 5,1, ZnC1, 

de concentrations variables; temperature 32’; dude  d’incubation 120 min. 

I 

I 
- 
v 0 

0 

I0 20 30 40 50 60 70 80 90 PO mii.  /BO 

Fig. 5 .  Epimdrisation de la D-glzlconolactone ( I  et 11) et de la D-mannonolactone ( I Z Z  et ZV). 
Concentrations initiales: gluconolactone (I et  11) e t  mannonolactone (111 et  IV) 9,33. 1 0 - s ~ ,  

tampon acetate 0,17 M de pH 5,l ;  tcmperature 32’. 
Courbes I et IV: 
Courbes 11 et 111: M&me preparation enzymatique qu’en I e t  IV, mais dialysee (1,83 mg pro- 

Ferment fraction 0,4-0,7 sat. (NH,),SO, (2,83 mg proteine par ml). 

t&ne par ml); ZnC1, 1.1041~1. 

Lors des essais de purification de l’enzyme, nous avons constat6 que des prbcipi- 
tations rCpCt8es au moyen de sulfate d‘ammonium, ou encore la dialyse, abaissent la 
vitesse de +action (courbes I et I1 de la fig. 3) ; cet effet se fait sentir surtout dans les 
stades finals de rCaction. On observe la mCme inhibition en prCsence d’dthylhe- 
diamine-tktraacttate 1 - l o - 3 ~  ou de NaCN 1 - 10-ZM, On pouvait ainsi envisager 
l’action activante d‘ions mCtalliques sur 1’CpimCrase. L‘effet de divers mCtaux sur 
1’CpimCrisation de la mannonolactone a donc CtC essayt. Alors que lesions Fe+++, Fe++, 
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Ca++, Cu++, Mg++ et K+ sont inactifs, on constate que les ions Zn++ (fig. 3) et, 8. un 
degrC un peu moindre, les ions Mn++, exercent une action favorable. La concentration 
optimum en Zn++, et aussi en Mn++, est de 2 A 3 - 1 0 - 4 ~  (fig. 4). L’kpimkrisation 
de la gluconolactone est Cgalement activCe par Zn++ A la mCme concentration 
optimum. On constate en outre qu’en prCsence de la concentration optimum en Zn++, 
le ferment est compl6tement inhibC par le TPN 1 - 1 0 - 3 ~ ;  le DPN 1 - 1 0 - 3 ~ ~  mani- 
feste une action inhibitrice plus faible, l’inhibition dans les stades finals ktant d’env. 
50%. 

On sait que les d-lactones gluconique et mannonique s’hydrolysent spontankment 
en solution aqueuse neutre ou acide; le melange en Cquilibre est compos6 d’acide, de 
d-lactone et  de y-lactone: 

d-lactone 2 acide 2 y-lactone. 

La D-glucono-d-lactone a donnC lieu A cet Cgard A quelques travaux. La vitesse 
d’hydrolyse est relativement grande et, si l’on se borne aux premiers stades, on peut 
nCgliger la &action inverse et Ccrire: 

D-glucono-d-lactone --+ ac. D-gluconique. (2) 
H2O 

Nous avons constate que dans nos conditions experimentales (pH 5,1, tampon acetate 0,17 M ;  
concentration initiale en lactone 9,36 .10-s~;  temperature 32”) il ne subsiste au bout de 24 h que 
5% de lactone; la reaction inverse (lactonisation) apparait ainsi effectivement comme ne‘gligeable. 
On observe une reaction dhydrolyse de premier ordre, de constante de vitesse Kl = 1,0 * 10-2min-1. 
On sait que la vitesse d’hydrolyse est fortement influencee par les electrolytes e t  varie par con- 
sequent i pH et  temperature constants avec la composition du tampon. Pendant que ces tra- 
vaux Btaient en cours, d’autres auteurs*), operant dans des conditions differentes des n6tres. ont 
publie des constantes K,. Dans les conditions d’hydrolyse qui se rapprochent le plus des n6tres 
(tampon acCtate 0 , 5 ~  de p H  5,2; temperature 30”), on a indique Kl = 1,48-10-2 min-l. 

Dam le cas de la D-mannono-S-lactone la situation est moins simple. Dans les 
conditions experimentales mentionndes, nous observons une courbe dhydrolyse com- 
portant un palier intermkdiaire. Nous ne pouvons discuter ici en dCtail cette rCaction 
dont la cinCtique apparait comme complexe. On sait toutefois que les rkactions in- 
verses (lactonisation) sont ici plus importantes que dans le cas de l’acide gluconique : 

D-mannono-&lactone f Ac. u-mannonique f D-mannono-y-lactone. (3) 
Pour avoir une valeur approchee de la constante Kl, dc vitesse d’hydrolyse dc la &mannono- 

lactone, on peut thkoriquement considerer les premiers stades de reaction et extrapoler au temps 
t = 0; on obtient ainsi pour Kl env. 3.10-3 min-l (concentration initiale en lactone 1,04.10-2ni, 
tampon acetate 0,183111 de pH 5 , l ;  temperature 32”). 

I1 rCsulte de ce qui prCc6de que la r6action enzymatique (1) est accompagnke de 
deux rkactions non enzymatiques (2) et (3). Comme nous l’avons mentioiinC, les acides 
u-gluconique et u-mannonique, leurs sels et leurs y-lactones form& ainsi aux dCpens 
des substrats, ne sont pas transform& par 1’kpimCrase. Par suite de la formation spon- 
tanCe de ces composCs, les deux courbes d‘CpimCrisation en fonction du temps des 
6-lactones ne peuvent se rejoindre, comme c’est le cas dans les rkactions enzymatiques 
rCversibles ordinaires ; elles finissent par devenir parallhles 8. une distance d‘autant 
plus petite que la rkaction d’dpimkrisation est rapide par rapport a l’hydrolyse spon- 

s, D. T.SAWYER & J .  B. BAGGER, J .  Amer. chem. SOC. 81, 5302 (1959) ; M. A. JERMYN, Biochim. 
biophysica Acta 37, 78 (1960). 
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tanCe. C’est la raison pour laquelle, en presence de ZnC1,l - 1 0 - 4 ~ ,  les deux courbes se 
rapprochent davantage qu’en l’absence de cet activateur (fig. 5). 

On constate, d’autre part, que, dans les conditions indiquCes, 1’CpimCrisation de la 
mannonolactone se fait plus facilement que celle de la gluconolactone: dans le premier 
cas, les vitesses initiales d’CpimCrisation sont env. 1,3 fois plus fortes, Ceci s’expli- 
querait peutdtre par le fait que la mannonod-lactone, contrairement 2 son Cpimbre, 
contient un hydroxyle axial et posshde ainsi une teneur en Cnergie plus ClevCe D’une 
manibre analogue, 1’CpimCrisation de la trihydroxycyclohexanone I1 qui possbde un 
OH axial se fait plus facilement que celle de la substance I11 qui en est dCpourvue2). 

Nous n’avons pu mesurer avec une prCcision suffisante la constante de MICHAELIS; 
la dktermination de cette dernihre aurait nCcessitC en effet des concentrations en 
substrat plus ClevCes que celles que nous utilisons, ce qui aurait exigC 6galement des 
concentrations plus fortes en tampon; il en serait result6 une catalyse de l’hydrolyse 
spontanCe des lactones, qui aurait compliquC singulihement 1’interprCtation des 
rCsultats. 

En ce qui concerne la signification physiologique de la 8-lactono-6pimCrase d‘Aceto- 
bacter suboxydans, on pourrait faire les remarques suivantes : 

Plusieurs souches du microorganisme sont capables de dCgrader le mannose 2 des 
degrb divers. Nous avons constat6 avec la souche KLUYVER & DE LEEUW que le 
D-glucose et le D-mannose peuvent, dans certain cas, donner lieu 5 des consommations 
finales d’oxyghe du m&me ordre. On sait qu’un des produits form& 5 partir du 
mannose est l’acide 2-c6togluconique 9), qui prend Cgalement naissance A partir du 
glucose, mais on a montrC que ce produit n’est probablement catabolis6 qu’aprks 
rCduction en acide gluconiquelO). Comme CHELDELIN et ~ 0 1 1 . ~ )  l’ont constat6 avec la 
souche ATCC 621, le glucose, et I’acide gluconique form6 5 ses aCpens, sont dCgradCs 
essentiellement par le cycle des pentoses qui reprkente le processus majeur d’oxy- 
dation en milieu aCrobie. La lactono-6pimCrase qui convertit la D-mannono-d-lactone, 
produit primaire de l’oxydation du D-mannose, en D-glucono-d-lactone. permettrait 
ainsi au mannose d’&tre d6gradC d’une faGon plus directe par le cycle des pentoses. 

Nous remercions vivement la maison HOFFMANN-LA ROCHE & CIE, BLle, de l’envoi de deux 
souches ddcetobacter sztboxydaas, e t  M. le Dr CH. HERSCHMANN (Labor. de Chimie physique de 
1’Universitd de GenBve, Dir. Prof. B. Susz), de la ddtermination des spectres IR. 

Partie experimentale 
Substances emflloydes: Les trihydroxycyclohexanones I1 et  I11 ont Ctd prBpardes par oxy- 

dation biochimique du cyclohexanet6trol-l,4/2,32). Le D-ribulose a Ct6 pr6pard suivant REICH- 
 STEIN^^); on a obtenu le D-xylulose par oxydation du D-arabitol au moyen d’A. suboxydaas12). 

Pour la preparation de la D-mannono-&lactone (V), on a procCd6 comme suit: du n-manno- 
nate de baryum amorphe, pr6par6 suivant MOORE &  LINK^^), a 6td transform6 en acide libre 
qu’on convertit par Bvaporation 8. sec B un melange de 6- et  y-lactones. Celui-ci est recristallisb 
dans l’alcool absolu bouillant et converti ensuite en sel de sodium par titration au moyen dc 
NaOH. AprSs Bvaporation B sec, on dissout B froid dans 1 partie d’eau e t  additionne de 10 parties 

8, K. BERNHAUER & H. KNOBLOCH, Biochem. Z .  303, 308 (1940). 
lo) J. DE LEY & A. J. STOUTHAMER, Biochim. biophysica Acta 34, 171 (1959). 
11) T. REICHSTEIN et  coll., Helv. 17, 996 (1934); 78, 80 (1935). 
l*) R. M. HAHN, E. B. TILDEN & C. S. HUDSON, J.  Amer. chem. Soc. 60, 1201 (1938). 
13) S. MOORE & K. P. LINK, J .  biol. Chemistry 733, 293 (1940). 
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d’acide acCtiquel4). Les cristaux de S-lactone sont essores aprBs sejour d’une nuit B la glacibre, 
soigneusement dessBchBs e t  recristallisBs dans 100 parties d’alcool; F. 162-164’; [a]B = + 118”. 

La D-mannono-y-lactone a 6th prBparBe par Bvaporation lente au bain-marie d’une solution 
d’acide mannonique libre15). 

La 6-phosphogluconolactone s’obtient en solution 8. partir du sel de potassium de l’acide 
glucose-6-phosphorique par traitement au moyen du brome dans un tampon acetate de pH 5,7 ; 
le pH est maintenu 8. 5,5 par addition de soude caustique et  le brome en exchs est BliminB finale- 
ment par courant gazeuxle). Par oxydation des sucres pyraniques correspondants, nous avons 
pr6parB d’une maniltre analogue des solutions des S-lactones D-xylonique, D-lyxonique et  D- 

arabonique. 
Toutes les autres substances employees Btaient des produits commerciaux. 
Mdthodes colorznze’trzques : Pour dBceler e t  doser les cetoses Bventuellement form& par iso- 

mdrisation enzymatique d’aldoses ou par Cpimerisation A partir d’autres cBtoses, nous avons 
employe la mCthode au reactif cystCine-carbazole4) avec les modifications indiqukes pour les 
dosages du ribulose et  du xylulose17). 

Le dosage des protCines a B t B  effectu6 d’aprbs LOWRY et coll. la). 

Mdthodes chvomaiographzques : Pour dBceler et separer les melanges de sucres reducteurs 
Bventuellement form& sous l’action de l’enzyme, nous avons opCrt gBnBralement sur papier 
WHATMAN N O  1 dans le systhme phBnol-H,O; rBvBlation des aldoses e t  des cBtoses par la benzi- 
dinels), rBvClation spBcifique des cdtoses par le rBactif orcinol - acide trichloracCtique20). Pour la 
ddtection du melange mannose-glucose, on peut par contre utiliser le systBme acetone-H,O 
78:22. Au bout de 10 h les migrations sont: glucose 24 cm, mannose 26 cm; r6vBlation au moyen 
du rBactif de TOLLENS. 

Pour deceler les lactones d’acides oniques, ou plus exactement les acides dont elles dBrivent, 
on opBre avantageusement de la maniere suivante: le melange est additionnB de 1 vol. de NH,OH 
2 ~ ;  on chauffe 30 s i Bbullition pour convertir en sel d’ammonium et reporte sur la ligne de depart 
du papier WHATMAN NO 1 des quantitis correspondant B 30-35 y de lactone primitive. Systltme 
acBtate d’ithyle - pyridine - NH,OH conc.-H,O (5 : 3: 1 : 1 en vol.) ; chromatographie descendante 
(Durchlauf) de 35-45 h ;  revelation par le reactif de TOLLENS. Le tableau suivant indique quelques 
sBparations de couples d’acides oniques. 

7,3 
5.5 
8,s 
5,O 

I DurCe de la 

10,6 
7,O 

12,o 
7 s  

chromato- 
graphie 

MBlange des sels d’ammonium I e n h  

i Gluconate (A)+mannonate (€3) . . . 
Galactonate (A)+talonate (B) . . . . 
Ribonate (A)+arabonate (B) . . . . 
Xylonate (A)+Lyxonate (B) . . . . 

41 
36 
36 
41 

Pour deceler une 6pimBrisation Bventuelle de la 6-phosphogluconolactone sous l’action du 
ferment d’A. suboxydans, on a procBdB comme suit: Aprbs incubation B pH 5,7, les composes 
sont diphosphoryles par de la phosphatase prostatique dialysee (257 P.E. 21) dans un volume 
total de 1,75 ml) ; les produits de dCphosphorylation sout analyses par chromatographie sur papier. 
Lors de l’expkrience, on n’a pu dBceler que de l’acide glucouique. 

14) J. M. BRACKENBURY & F. W. UPSON, J. Amer. chem. SOC. 5.5, 2512 (1933); 56, 2659 (1934). 
l5) J. U. NEF, Liebig’s Ann. Chem. 403, 305, 308 (1914). 
16) B. L. HORECKER & P. Z. SMYRNIOTIS, Biochim. biophysica Acta 72, 98 (1953). 
17) P. K. STUMPF & B. L. HORECKER, J. biol. Chemistry 278, 755 (1956). 
18) 0. H. LOWRY, N. J.  ROSEBROUGH, A. L. FARR & R. J. RANDALL, J. biol. Chemistry 193, 265 

19) Cf, F. CRAMER, Papierchromatographie, verlag Chemie, Ze Bd. (1953), p. 70. 
”) R. KLEVESTRAND & A. NORDAL, Acta chem. scand. 4, 1320 (1950). 
21) H. ALBERS & E. ALBERS, 2. physiol. Chem. 232, 179 (1935). 

(1951). 
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Cultures: Nous avons travail16 essentiellement avec A .  suboxydans, souche KLUYVER & DE 

LEEUW; des essais preliminaires ont montre que deux autres souches mises B notre disposition 
par la maison HOFFMANN-LA ROCHE S. A. contiennent, elles aussi, le ferment qui Bpimerise les 
trihydroxycyclohexanones alors que, contrairement B la premiere souche, elles sont incapables 
d’oxyder des cyclitols sup6rieurs contenant au moins 4 hydroxyles voisins. Les cultures ont Bt6 
effectuees sur un milieu & base de sorbitol comme dicrit pr6c6demmenta*). Les bactCries recueillies 
par centrifugation B la SHARPLES (30000 t/min) sont lavees deux fois avec NaCl B 0,9%. On 
effectue encore deux autres lavages B 4” (centrifugeuse SERVALL 6000 tlmin.) au moyen d’un 
tampon acetate ~ / 1 5  de pH 5,0-5,5. Si l’on n’a pas l’intention d‘effectuer des dosages polari- 
metriques en presence de molybdate, on peut aussi employer du tampon phosphate ~ / 1 5  de pH 6,O. 

Extraction et purification du fevmentZ2a) : Pour ces opCrations, on peut partir de bacteries soit 
frafches, soit dess6chees par lyophylisation et  conservkes 8. - 15”. 20 g (poids sec) de micro- 
organismes sont broyds 5 min avec de l’alumine Alcoa 301 de  ALUMINIUM Co. OF AMERICA, en 
principe suivant les indications de CHELDELIN~~). On extrait ensuite au moyen d’un tampon 
acetate ~ / 1 5  de pH 5, l  ou 530;  le broyage et  l’extraction sont rCp6tCs. Les extraits r6unis (250- 
260 ml) sont fractionnes au moyen de sulfate d’ammonium; on recueille par centrifugation la 
fraction precipitant B 0,40-0,70 saturation: elle est redissoute dans le minimum d’eau bidistillee 
et Bventuellement soumise B un nouveau fractionnement par le sulfate d’ammonium. La fraction 
0,40-0.70 saturation, redissoute dans l’eau, est findement soumise 8. une dialyse de 6 h, B 4”. 
contre une vingtaine de volumes d’eau bidistill6e. Les preparations les plus actives que nous 
ayons obtenues contenaient 130 unites par mg de proteine, ce qui correspondrait & un enrichisse- 
ment de 4-5 fois par rapport B l’extrait primitif; le rendement en activitt: enzymatique totale 
rkup6r6e est presque quantitatif. 

Dosage d’activitd: On prepare une solution 5 0,2% en substrat (glucono- ou mannono-lactone) 
en introduisant la substance solide dans du tampon acCtate 0,2111 de pH 5 , l  (5 vol.), chauffe 
prkalablement L 32”, puis on introduit 1 vol. de la solution d’enzyme et laisse B l’6tuve B 32’ en 
presence de toluhe. Ces operations doivent Ctre effectuCes aussi rapidement que possible pour 
Bviter une hydrolyse spontanke du substrat. Au bout de temps dBterrnin6s, on prelbve 2,4 ml 
de liquide qu’on introduit dans un tube B centrifuger contenant 0,2 ml HClO, 6 , 7 ~ ,  on m6lange 
soigneusement e t  centrifuge 2 h B 4” B la SERVALL B 13000 t/min. 0,9 ml du liquide sumageant, 
parfaitement limpide, est additionne de 0,125 ml de NaOH 5,5N; on maintient quelques secondes 
B 1’6bullition pour hydrolyser les lactones presentes. Apres refroidissement, on ajoute dans l’ordre 
0.25 ml d’acide acetique glacial puriss., 0,Ol ml d’une solution d’iode, 0,1-0,01~ e t  0,5 ml d u n e  
solution de 16,55 g de molybdate d’ammonium puriss. dans 100 ml d’eau. L‘addition d’iode a 
pour but d’emp&cher la coloration bleue qui se produit rapidement dans certains cas e t  rend dif- 
ficiles les lectures polarimgtriques. Aprbs centrifugation Cventuelle, on effectue des que possible 
les lectures polarimetriques dans un tube de 2 dm. On emploie comme solution de reference un 
melange depourvu de substrat ayant subi le mCme traitement que ci-dessus. 

Les rotations spCcifiques des deux acides complexes d6terminCes dans ces conditions sont 
les suivantes: 

acide D-mannonique [aID = + 148” f 2”; acide D-gluconique [aID = + 374” f 4”. 

Comme le montre la figure 1, il est ainsi possible de doser des melanges des deux lactones 
ou des deux acides. Si a designe la rotation spdcifique apparente, determinee comme indique 
ci-dessus, d’une solution de D-gluconolactone soumise 5 l’action du ferment, la proportion Bpi- 
m6risee p est : p = (374- ~) /226 .  

De m&me, si l’on part d’une solution de D-mannonolactone: 

p = (a-148)/226. 

Isolement des produits d’dpinzdrisation. Cet isolement a 6tB effectuC d’aprhs la mCthode de 
E. FISCHER~), basCe essentiellement sur la &paration des acides gluconique e t  mannonique sous 
forme de sels de brucine. Comme l’a dCjB indique N E F ~ ~ ) ,  cette methode n’est pas satisfaisante 

a 2 )  TH. POSTERNAK, A. RAPIN & A. L. HAENNI, Helv. 40, 1594 (1957). 
z2a) Opdrations effectudes Q la chambre froide B + 4’. 
23) T. E. KING & V. H. CHELDELIN, Biochim. Biophysica Acta 74, 108 (1954) 
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en raison de la tendance des sels de brucine des deux acides B former des cristaux mixtes, ce qui 
diminue considerablement les rendements en produits homogknes. 

A) Acide mannonique iC partzr de la gluconolactone: 1,0 g de n-glucono-d-lactone est trait6 i 32”, 
dans 600 ml d’une solution 0 , 1 6 6 ~  en tampon ac6tate (pH 5,15) et 2 , 2 . 1 0 - 4 ~  en ZnCl,, par une 
preparation d’enzyme purifiee par precipitation au moyen de sulfate d’ammonium et dialyle  
(1,15 g de protCines). Au bout de 3 h, l’ipim6risation atteint 37%. On maintient 10 min % 1’6bul- 
lition. AprBs elimination des protCines par centrifugation, on fait passer sur une colonne de 200 g 
de Dowex-50 (forme H+) de 48 x 4,5 cm. La solution est Cvaporke B sec dans le vide et  maintenue 
2 h sous vidc pouss6. On reprend par 11 ml d’eau, ajoute 25 ml d’alcool absolu et filtre les im- 
puretes pr6cipitBes. On Bvapore de nouveau B sec, reprend par 8 ml d’eau, ajoute 3,O g de brucine 
et  fait bouillir 30 min. Aprks sejour d’une nuit B la glacikre, on recupkre 1,06 g de brucine. La 
solution est concentree jusqu’h dibut  de cristallisation; on reprend par 100 ml d’alcool absolu 
bouillant et recueille successivement, aprhs refroidissement, 96 mg de gluconolactone n’ayant pas 
rBagi et 130 mg de sels de brucine consistant essentiellement en mannonate. Les eaux-mQes 
sont tSvapor6es 8. sec; on reprend par 8 ml d’eau et  traite 8. 1’Cbullition par la brucine (1,06 g 
rCcuper6 pr6c6demment). Aprks repos B la glacihre et filtration de la brucine separie, on ivapore 
le filtrat i sec et  obtient une Z e  fraction de 2 g. Pour isoler le mannonate, les sels de brucine sont 
soumis i des recristallisations successives dans 20-30 parties d’alcool B 95%. Pour suivre le 
cours de la separation, de petites quantitis des fractions obtenues sont ddcomposees par l’am- 
moniaque et les sels d’ammonium des acides oniques form& sont analyses par chromatographie 
sur papier. On obtient finalement 187 mg de mannonate pur de F. 200-205” (6%). mais des 
quantitis considirables restent dans les autres fractions. Le mannonate est decompose par addi- 
tion de baryte jusqu’a alcalinite la phBnolphtalCine; aprks filtration de la brucine et  extrac- 
tion du filtrat par le chloroforme. les ions Ba++ sont 6liminBs par I’acide sulfurique. La solution 
d’acide libre concentree 2 0,6 ml est trait6e 6 h au bain-marie bouillant par un melange de 0,12 ml 
de phenylhydrazine e t  de 0,12 ml d’acide acdtique 3. 50%. Aprhs sejour B la glacikre, il se separe 
51 mg de phenylhydrazide mannonique fondant, aprks recristallisation dans l’eau, B 213-215” 
et  identifie par son spectre IR. 

C,,H,,O,N, Calc. C 50.34 H 6.34 N 9.78% Tr. C 50,30 H 6.32 N 9,93% 
Dans un essai temoin, de la gluconolactone a dt6 traitee par du ferment inactive prkalable- 

ment par une ebullition de 10 min. Les produits ont B t i  soumis ensuite au mbme traitement quc 
ci-dessus. On ne put isoler ni dCceler par chromatographie d’acide mannonique, qui ne se forme 
donc pas en quantite notable dans ccs conditions: il Btait nkcessaire de s’en assurer en raison 
d’une indication de FISCHER~),  d’aprks laquelle un traitement prolong6 par la brucine i chaud 
pourrait provoquer une faible Bpimkrisation. 

B) Acide gluconique c i  partir de la mannonolactone: 500 mg de mannono-d-lactone dissous dans 
250 ml de tampon acetate 0,2M de pH 5,6 sont traitis 2h 2 32’ par 50 ml d’extrait brut de batteries 
(785 mg de protdines). Aprks ebullition, passage sur colonne de Dowex-50 et  traitement par la 
brucine (1,s g) comme decrit ci-dessus, on isole 1.30 g de sel de brucine peu soluble dans I’alcool 
representant essentiellement du mannonate non CpimBrisC. Les sels de brucine plus solubles sont 
dCcompos6s par l’hydroxyde de baryum; aprks precipitation des ions Ba++ comme sulfate, on 
traite B 1’Cbullition durant 30 min par 350 mg de cinchonine et  obtient 137 mg de gluconate de 
cinchonine peu soluble dans l’alcool froid (rendement 10%). Ce sel est transformi, comme decrit 
ci-dessus, en phinylhydrazide gluconique de F. 198-200”. identifie par son spectre IR. 

C,,H1806N, Calc. C 50.34 H 6,34 N 9,78% Tr. C 50,74 H 6,43 N 9,75% 

Dans un autre essai, les produits obtenus aprks passage sur la colonne de Dowex-50 ont B t C  
transform& en sels d’ammonium qui ont Ct6 s6pards par chromatographie preparative sur papier 
de 175 h (papier WHATMAN No 1 ; acetate d’6thyle - pyridine-NH,OH conc. - H,O 5 : 3 : 1 : 1).  
Aprks klution par l’eau des bandes contenant le gluconate et nouveau passage sur Dowex-50, 
on transforme directement en sel de cinchonine. 

Etudes des vitesses d‘hydrolyse des D-mannono- et D-glucono-d-lactones. L‘Btude de l’hydrolyse 
spontanie en fonction du temps de ces lactones a Bt6 effectuee dans des conditions analogues L 
celles employees pour les essais enzymatiques: concentration initiale en lactone 0,93. 
1 , 0 5 - 1 0 - 2 ~ ;  tampon acetate 0,17-0,18~ de pH 5 , l  ; temperature 32”. Les resultats ont 6t6 in- 
cliques dans la partie thBorique. Les mesures ont i t6  effectuees occasionnellement par la methode 
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polarim6triquea), mais en g6nQal nous avons procede par la m6thode B l’acide hydroxamique 
selon HESTRINZ4) pour doser la lactone restante; cette m6thode ne permet pas de distlnguer les 
y- ct 6-lactones. 0,4 ml du liquide d’hydrolyse + 0,6 ml H,O sont introduits rapidement dans 2 ml 
du reactif alcalin B l’hydroxylamine; on prochde ensuite comme indiqu6 par l’auteur. 

R G S U M ~  
A partir de trois souches d‘dcetobacter suboxydans on obtient des extraits acellu- 

laires contenant un ferment non particulaire qui permet l’interconversion de la tri- 
hydroxy-2,3/4-cyclohexanone et de la trihydroxy-3/2,4-cyclohexanone. Les m&mes 
prkparations CpimCrisent d’une manibre rCversible la D-glucono-b-lactone en n-man- 
nono-d-lactone. Cette 8-lactono-CpimCrase de pH optimum 5,l-5,2 est activCe par les 
ions Zn++ et Mn++; son action est limitbe par l‘hydrolyse spontanCe des deux lactones, 
car le ferment n’agit pas sur les acides correspondants. Une mCthode polarimCtrique 
a C t C  utilisCe pour le dosage des produits d’6pimCrisation. 

La signification biologique de ce ferment a CtC discutCe. 

Gentwe, Laboratoires de Chimie biologique 
et organique spCciale de 1’UniversitC - 

24) S. HESTRIN, J .  biol. Chemistry 780, 250 (1949). 

32. Sur une S-lactono-Cpimkrase 11. 
Mkcanisme d’action 

par Th. Posternak et P. Waegell 
(7 XI1 60) 

Dans la communication prCcCdente l) nous avons montrC l’existence chez Aceto- 
bacter suboxydans d’une 8-lactono-Cpimkrase qui effectue l’interconversion de la 
D-mannono-d-lactone et de la D-glucono-d-lactone. Dans le present article nous dis- 
cutons le mCcanisme de cette CpimCrisation. 

Les travaux publids jusqu’8. present sur les CpimCrases permettent d’envisager 
deux types de mCcanisme d’action pour ces ferments: 

A) Par intervention d’enzymes B. base de DPN ou de TPN, le carbone asymCtrique 
porteur d u n  groupement d’alcool secondaire pourrait subir une dCshydrogCnation 
avec formation d‘un carbonyle. Ce dernier serait ensuite hydrogCn6 avec formation de 
1’Cpimkre. Ce type de rCaction n’implique pas d’Cchange de I’hydrogCme fix6 au carbone 
asymCtrique contre l’hydroghe de I’eau du milieu. I1 a CtC rendu probable, dans le cas 
de la galactowaldCnase (UDP-galactose-4-CpimCrase) 7, de la lactate-radmase 6), de la 
p-hydroxybut yryl-CoA-racCmase ’) et de la phosphoribulose-4-CpimCrase 4 ) .  

1) TH. POSTERNAK & P. WAEGELL, Helv. 44, 257 (1961). 
a) Y. J. TOPPER, J. biol. Chemistry 225, 419 (1957). 
*) S. V. RIEDER & I. A. ROSE, J. biol. Chemistry 234, 1007 (1959). 
*) W. A. WOOD & M. W. MCDONOUGH, Federation Proc. 78, 354 (1959). 
5, H. M. KALCKAR & E. S. MAXWELL, Biochim. biophysica Acta 22, 588 (1956). 
6) S. KAUFMAN, S. KORKBS & A. DEL CAMPILLO, J. biol. Chemistry 792, 301 (1951). 
7) S. J. WAKIL, Biochim. biophysica Acta 18, 314 (1955). 




