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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). 
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B) Par une rCaction analogue i celle qui avait CtC rendue probable dans le cas des 
phosphohexose-, phosphoribose- et phosphotriose-isom6rases a) et de la phospho- 
ribulose-3-CpimCrase 4), il se formerait intermbdiairement un diCnol. Ce mCcanisme 
implique un Cchange, contre l’hydrogcne de l’eau, de l’atome d’hydroghne fix6 au 
carbone qui subit l’inversion de configuration. 

D’autres m6canismes thkoriquement possibles (dkshydratation-hydratation, 
scission-recombinaison aldolique) ont C t C  envisagks. 11s apparaissent comme extreme- 
ment peu probables dans le cas de la 8-lactono-CpimCrase et d‘ailleurs on n’a pu 
jusqu’i prCsent en montrer l’existence dans le cas d’autres enzymes. Sans prCjuger du 
mode d’action de la lactono-CpimCrase, on peut faire les remarques suivantes : Aceto- 
bucter szcboxyduns, souche KLUYVER & DE LEEUW, peut oxyder le mannonate en acide 
cCto-2-gluconiques) ; d’autre part, une souche diffkrente de ce microorganisme contient 
un ferment A base de TPN qui, par une hydrogknation rCversible, transforme l’acide 
cCto-2-gluconique en acide gluconique 9). Un couplage de ces deux &actions reviendrait 
ainsi A une CpimCrisation du type A. 

Pour trancher entre les mCcanismes A et B, nous avons soumis la D-mannono-8- 
lactone (I) i l’action de 1’CpimCrase dans D,O 2 78-8374. I1 se produit ainsi une in- 
corporation importante de deuterium stable (voir plus loin), ce qui  $lade nettement en 
f aveur du mekcanisme B ( f  ormules I- I V )  . 

L‘isotope a 6th localis6 comme suit: le mClange des acides gluconique et manno- 
nique deutCriCs a CtC IactonisC, puis rCduit par l’amalgame de sodium en milieu acide 
en un mClange de D-glucose (V) et de D-mannose (VII), qui a CtC transform6 en D-gh- 
cosazone (VI). Cette dernihre Ctait dCpourvue de deutCrium, ce qui indique bien que 
l’isotope se trouvait primitivement en position 2. 

Dans les cas d‘Cpim6rases et d’isom6rases comus jusqu’i prCsent, le diCnol inter- 
mddiaire est acylique et on peut se demander si sa configuration est cis ou trans. Dans 
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notre cas, il faut Cvidemment attribuer une configuration cis au d ihol  cyclique 11. 
L’attaque en C-2 par les protons se fait soit d’un cat& soit de l’autre du plan conte- 
nant C-1, C-2 et les deux OH bnoliques, ce qui dCtermine la nature de l’Cpimbre formk. 

En raison de l’hydrolyse spontanCe des lactones, l’incorporation observable du 
deutkrium en position 2 doit &re infkrieure B 1 at. par mol. de substrat. Un cdcul 
approchC permet de prCvoir l’incorporation maximum possible : 

Ddsignons au temps t par Si3 l’ensemble des substances deutBri6es en C-2 (acides e t  lactones 
mannonique e t  gluconique), par ML la mannonolactone non deuteriee, par GLD la gluconolactone 
deuteriee et par AM l’acide mannonique non deutBri6 ; (ML,) represente la concentration initiale 
en mannonolactone et  B la teneur en at.% D de l’eau. Nous supposons que l‘6nolisation enzy- 
matique est une &action du le r  ordre, de constante de vitesse Kl, ce qui revient B admettre que 
la constante de MICHAELIS est trks Blev6e. Si cette condition n’est pas realisee, il se produit une 
diminution, variant evec t ,  de l’expression de X, se traduisantpar une diminution del’incorporation : 
dBsirant calculer l’incorporation maximum, nous admettons pour cette raison une reaction du 
premier ordre. DBsignons enfin par K, la constante de vitesse d’hydrolyse de la mannono-6- 
lactone. Soumettant cette derniBre 8. l’action de Yepimerase en presence d’eau lourde, on a, en 
negligeant tout effet isotopique : 

B _ _ _ _  - +Kl(ML) -. d(SD) 
dt 100 

__- d(ML) - - - Kl(ML) - K,(ML) . 
dt 

D’aprBs (1) la vitesse d’incorporation totale du deuterium dkpend uniquement de la vitesse 
d’enolisation de ML, qui elle-mdme determine la vitesse d’CpimBrisation de ML en GLD; la 
reaction inverse GLD + MLD n’amBne pas de perte de deut6rium e t  les hydrolyses spontanees 
des lactones ne provoquent ni incorporation, ni perte de deutkrium stable. Par intkgration, on 
obtient : 

B K 
Si t = 00, (SD) = -- (ML,) -1 

100 K,+K;’ (4) 

L‘incorporation (SD)/(M&) ne peut ainsi dtre superieure 8. B/100 . Kl/(Kl+ Kz). Ainsi qu’on 
a pu le montrer dans bien d’autres cas, 1’Cnolisation est probablement un processus relativement 
tres lent, dont la vitesse cdncide par consequent avec celle de l’dpimerisation; cette derniBre 
est accessible 8. la mesure. Nous avons constate que les vitesses initiales d’dpimerisation sont 
pratiquement les m&mes dans l’eau lourde & 80% et dans l’eau ordinaire. Les experiences princi- 
pales ont 6tB effectuees dans l’eau 8. 83 at.% D (B = 83). Considerant les vitesses d’6pimBrisation 
initiales, nous obtenons par extrapolation graphique B t = 0, Kl = 1,57 . lo-, min-1. Dans la com- 
munication prCcBdentel), nous avions indiqu6 pour K ,  dans H,O 3.10-amin-1. Cette mesure a 
Bt6 rBpBt6e dans D20 B 83% lo), les autres conditions restant les mZmes que dans les essais enzy- 
matiques (tampon ac6tate 0,18 M de pH 5 , l ;  concentration initiale en mannonolactone 1,04 * 10-,M; 
temperature 32”) : on trouve K2 = 1,95.10-amin-l. Si l’on introduit ces valeurs, on a: 

-- = 0,738. (SD) 83 
(ML,) 100 1,57 +0,195 

___ == -_ . (5) 

L’ensemble des produits a CtC isole comme mClange de phgnylhydrazides gluco- 
nique et mannonique contenant 2,91 at.% D en ex&. Dans ces dbrivCs, 1 at. H sur 

10) Nous avions trouv61) pour la D-glucono-S-lactone une constante d‘hydrolyse de 1 , O .  min-l. 
Dans D,O B 83% (les autres conditions restant les mdmes que precedemment), la constante 
s’abaisse ?i 3,5.104min-l. 
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18 est remplaqable par du deutCrium, ce qui correspondrait A une teneur de 5.55 at.% 
D en excks. D’aprks 1’Cquation ( 5 ) ,  on devrait donc trouver dans les phCnylhydrazides 
une teneur maximum de 0,738 x 5,55 = 4,lO at.% D. La teneur observCe de 2,91 at.% 
D en reprisente 71%. Ce chiffre est analogue A ceux obtenus par  TOPPER^) et par 
FREDENHAGEN & BONHOEFFER 11) dans leurs exphriences sur la phosphohexose- 
isomirase. Un mhanisme d’k$imkrisation comportant l’incorporation de 1 at. D par mol. 
de substrat para2 domc Ltabli. 

M. le Dr CH. HERSCHMANN de la determination des spectres IR. 
Les dosages de D ont 6t6 effectues par M. J. NEMETH, Urbana, Ill. Nous remercions vivement 

Partie exphimentale 
Vitesse de rhaction en prhsence de D,O. Des essais comparatifs effectues 2 32” dans les condi- 

tions habituelles (mannono-S-lactone 0,167% ; tampon acetate 0,167 M de pH 5,l; ZnC1, 2 . 1 0 - 4 ~ )  
en presence de quantites variables de D,O, indiquent que les vitesses initiales d’dpimdrisation 
restent inchange‘es; l’eau lourde provoque par contre ultkrieurement un ralentissement dti peut- 
6tre B une denaturation plus rapide du ferment. 

I I I 

Isolement des produits d’heimkisation sous forme de phdnylhydrazides. 200 mg de D-mannono- 
d-lactone sont traite‘s 2 32” par l’enzyme dans 120 ml du milieu suivant: D,O 78%; tampon 
acetate 0 , 1 8 3 ~  de pH 5,l; ZnC1, 2 - 1 0 - 4 ~ .  Au bout de 10 h l’Cpim6risation atteint 35%. On 
maintient 10 min B 1’Bbullition; aprhs centrifugation, on fait passer sur Dowex-50 (forme H+), 
Bvapore B sec, reprend par 13.5 ml H,O et  precipite les impuretes par 50 ml d’alcool comme in- 
diqu6 prbcddemmentl). Aprbs Cvaporation & sec, on reprend par 25 ml d’eau et Cvapore de nou- 
veau B sec; cette operation est r6pBt6e 5 fois pour 6liminer le deuterium labile. Le melange des 
lactones bpimkres est converti en phenylhydrazides cristallisks. Dans ce but, on reprend par 
2,5 ml d’eau e t  chauffe 5 h au bain-mane aprBs addition de 0.5 ml de phbnylhydrazine e t  de 0,5 ml 
d’acide acbtique k 50%. AprBs sCjour & la glacihre, il se separe au total 237 mg de phknylhydra- 
zides. Aprbs dissolution dans 5 ml d‘eau chaude et  filtration des impuretes insolubles, on Bvapore 
B sec et  lave B l’alcool. Le produit est repris par 0,8 ml d’eau bouillante; on ajoute 1,2 ml d’alcool 
absolu et  essore apr&s refroidissement 152 mg de F. 192-194‘. Le spectre IR. indique la presence 
d’un melange de phe‘nylhydrazides mannonique et  gluconique. 

Rgduction des lactones en aldoses. On prepare un  melange de lactones Bpimkres en traitant 
250 mg de mannonolactone par le ferment12) durant 10 h dans 1.50 ml d’un milieu de composition 
suivante: D,O 83,0%; tampon acetate 0 , 1 8 ~  de pH 5,l ;  Zn C1, 2-10 -4~ .  Le melange des lactones 
6pimPres est isold commc indique ci-dessus. 30 mg en sont convertis en phenylhydrazides qui 
contiennent 2,83; 2,99, soit en moyenne 2,91 at.O/, D en exc8s. 

Le reste (220 mg) des lactones est soumis au traitement suivant. On dissout dans 25 ml d’eau 
et  traite, en refroidissant par la glace et  en agitant mbcaniquement, par de l’amalgame de sodium 
B 2,6% qu’on introduit par petites portions (au total 23 9). Le pH est maintenu entre 2 e t  5 par 
addition en tout de 26 ml H,S04 1 ~ ;  dude  totale 50 min. Le liquide est concentre dans le vide 
A 4,O ml. On traite 2 h au bain-marie bouillant aprBs addition de 0,52 g de phenylhydrazine, de 

11) H. FREDENHAGEN 62 K. F. BONHOEFFER, 2. physikal. Chem. 181, 405 (1938). 
12) PrCparation fractionnCe et dialysbe contenant 18000 unites. 
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0,6 ml d’acide acetique glacial e t  de 0,325 g d’acitate de sodium (titrahydr-. :. La glucosazone 
s6parCe est lav6e successivement i l’eau chaude et  i I’alcool; F. et  F. de milange 192-196’; ne 
contient pas de deutirium. 

R ~ S U M I Z  
En presence d’eau deutCriCe, la S-lactono-CpimCrase provoque l’incorporation de 

1 at. d’isotope stable en position 2 des substrats. La formation intermkdiaire d’un 
dieno1 est ainsi probable. 

Genkve, Laboratoires de Chimie biologique 
et organique speciale de 1’UniversitC 

33. Sur  la scission hydrolytique des derives 
alddhydiques du dimedon 
par M. Winter et  E. Demole 

(7 XI1 60) 

L’emploi du dimCdon ou dimCthyl-5,5-dihydrorCsorcinol (I) pour la pr6cipitation 
dlective des aldehydes est classiquel). VORLANDER, en 1897, fut le premier A prCparer 
ce rdactif et & dCcrire son action sur le formalddhyde et d‘autres ald6hydese)3). Par la 
suite, le dimedon fut utilisC pour la recherche et l’identification des aldkhydes infC- 
rieurs, notamment dans des milieux biologiques. 

Les dCriv6s formb, les alcoylid~ne-bis-(dim&hyl-5,5-dihydrorCsorcinols) (11), pro- 
viennent de la condensation d’une molCcule d’aldehyde avec deux molecules de 
dimedon, reaction effectuCe le plus souvent en milieu aqueux ou alcoolique 1Cgkrement 
acide. Les cCtones ne rCagissent gCnCralement pas dans ces conditions, ce qui permet, 
par exemple, de prCcipiter le formaldChyde ou l’acCtaldChyde en prCsence de I’acCtone 
et l’acide glyoxylique en prksence de l’acide pyruvique4) Les cetones peuvent 
cependant r6agir dans des conditions plus Cnergiques, notamment en milieu acCtique 

Les rendements de precipitation en milieu aqueux dbpendent principalement du 
type structural des aldehydes et du pH du milieu rCactionnel. Le formaldehyde donne 
une +action particulikrement sensible, permettant un dosage gravimdtrique prC- 
cis3) 6). Les aldehydes aliphatiques supCrieurs (> C,) precipitent relativement lente- 
ment alors que le glucose, le lactose, l’arabinose, l’aldehyde lactique et le chloral ne 
donnent normalement pas de prCcipitC5). Dans le cas des aldehydes hydroxylb, l’ab- 
sence de prCcipitation n’implique pas necessairement l’absence de reaction, puisqu’un 

B 100” 3). 
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Analyt. chim. Acta 17, 428 (1954). 

Georg Thiemc Verlag. Stuttgart 1953. 




