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187. Recherches dans la série des cyclitols XXXVI.

Oxydations biochimiques de cyclohexane-tétrols et -triols
et d’un méthoxy-cyclohexanediol

par P. Barbezat, D. Reymond et Th. Posternak
(4 VIII 67)

Dans des travaux antérieurs [1] nous avions montré qu’Acefobacter suboxydans,
souche KLUYVER-DE LEEUW, s’attaque indistinctement a tous les hydroxyles axiaux
d’un cyclohexane-polyol avec formation des cétoses correspondants. Dans certains cas,
sans caractériser davantage les produits d’oxydation, nous nous étions basés unique-
ment sur la consommation totale d’at. d’oxygéne qui correspondait au nombre total
d’hydroxyles axiaux de la forme chaise préférentielle du substrat. Pour combler cette
lacune, nous avons repris I'étude de 1’oxydation biochimique des cyclohexanetétrols-
1,2,4/3 (11T et IV),-1,2,3/4 (XIIIet XV} et ducyclohexanetriol-1,2/3 (XXI et XXIV).

Les formes racémiques des deux tétrols et du triol consomment, par action poussée
des bactéries, 1 at. O par mol. de substrat, mais dans les trois cas celui des antipodes
(ITI, XV, XXI) qui posséde en méta par rapport a son hydroxyle axial un hydroxyle
équatorial convenablement situé (deuxiéme régle de MAGASANIK & CHARGAFF [2]) est
oxydé plus rapidement; si I'on arréte 'action des bactéries au moment ou la con-
sommation d’oxygéne atteint 50%,, on peut isoler l'autre antipode (IV, XIII, XXIV)
sous forme de substrat résiduel [3] [4] [5].

Nous avions constaté que le produit primaire « (V) d’oxydation biochimique du
cyclohexanetétrol-2,3/1,4 (I) subit, sous ’action d’une épimérase présente dans les
bactéries, une conversion en une autre trihydroxycétone § (VII) par I'intermédiaire
probable de la forme énolique VI [5]. L’oxydation compléte ou a 509, du (4-)-cyclo-
hexanetétrol-1,2,4/3 (III + IV) a fourni de méme deux cétoses séparables par
chromatographie sur papier, p.ex. dans le systéme #-butanol ac. acétique-eau (4:1:5
en vol.). Leurs Rf (0,28 et 0,44) sont identiques a ceux des substances VII et V resp.
L’oxydation a 509, affecte essentiellement, comme indiqué plus haut, le (+)-cyclo-
hexanetétrol-1,3,4/2 (III). Une étude en fonction du temps montre que le cétose de
Rf 0,28 est le produit primaire d’oxydation qui apparait avant la substance de Rf 0,44.
Aprés oxydation compléte du (+4)-tétrol III + IV, on obtient, par hydrogénation
catalytique ou au moyen de I’amalgame de sodium du composé de Rf 0,28, du (-4)-
cyclohexanetétrol-1,2,4/3 et du (4)-cyclohexanetétrol-1,3/2,4 (XI 4 XII), ce qui
indique la présence primitive du mélange racémique des cétoses énantiomeéres VII +
VIII dans la substance de Rf 0,28. Comme il fallait s’y attendre, 1'épimérase trans-
forme le composé § (VII) en composé o (V) de Rf 0,44. Ce dernier nous a fourni par
hydrogénation catalytique du (—)-cyclohexanetétrol-1,2,3/4 (XIII). -

L’oxydation bactérienne du (—)-cyclohexanetétrol-1,2,4/3 {IV) ne fournit qu'un
seul cétose VIII de Rf 0,28: ce dernier n’est donc pas un substrat pour I'épimérase.
Par hydrogénation il fournit, & c6té du tétrol de départ, du (+)-cyclohexanetétrol-
2,4/1,3 (XII).
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L’équilibre de la réaction de I'épimérase comporte env. 60%, de cétose VII et 409,
de cétose V. Aprés l'oxydation compléte du tétrol IIT + IV, on a donc, une fois
I’équilibre atteint : dans la bande §, 1 mol. de VIII et 0,6 mol. de VII; dans la bande «,
0,4 mol. de V. Les rotations des osazones cristallisées obtenues, aprés demi-oxydation
et oxydation compléte, & partir de « et § sont en accord avec ces considérations (voir
partie expérimentale).

L’oxydation bactérienne du (+)-cyclohexanetétrol-2,3,4/1 (XV) ou celle & 509,
de la forme racémique XIII 4+ XV donne naissance de nouveau a deux cétoses y et 4 de
Rf 0,50 et 0,72 resp. dans le systéme acétone-eau (85:15 en vol.). C’est le cétose y qui
représente le produit primaire d’oxydation. Par hydrogénation, on obtient & ses
dépens essentiellement du (+)-tétrol-2,3,4/1 XV et du (4)-tétrol-2,4/1,3 XII.
Lorsque le produit de départ de l'oxydation est le (—)-cyclohexanetétrol-1,2,3/4
(XIII), on observe de nouveau deux cétoses y et §; I'hydrogénation de y, qui est le
produit primaire, fournit, & coté du tétrol de départ, du (—)-cyclohexanetétrol-
1,3/2,4 (XI). Les cétoses y formés comme produits primaires répondent donc aux

.formules XVI et XIV resp. Quant aux cétoses § de Rf 0,72, ils ne sont formés qu’en
faible quantité; par hydrogénation ils ne nous ont fourni que du cyclohexanetétrol-
1,2,3/4 partiellement racémisé. N’ayant pu saisir le deuxiéme produit d’hydrogénation
prévu par la théorie, nous ne pouvons attribuer a ces cétoses § une formule de structure
définitive. La forme énolique VI est toutefois exclue comme produit intermédiaire,
sinon on aurait dii s’attendre a la formation des cétoses « et f. Des structures a
envisager nous paraissent étre XVIII et XIX; elles prendraient naissance par l'inter-
médiaire des formes énoliques XVII et XX.

Rappelons que c’est 'antipode dextrogyre XXI du cyclohexanetriol-1,2/3 qui est
oxydé le plus rapidement par les bactéries [3]. Aprés oxydation complete duracémique,
les dihydroxycétones formées fournissent par hydrogénation un mélange de (4)-
cyclohexanetriol-1,2/3 et de cyclohexanetriol-1,3/2 (II). Ceci indique que les deux
antipodes XXI et XXIV ont fourni resp. les cétones XXII et XXIII.

On voit que dans le cas des (+)-cyclohexanetétrols-1,2,4/3 et -1,2,3/4, et du
(4)-cyclohexanetriol-1,2/3 chacun des deux antipodes est attaqué 4 I'emplacement
de I'hydroxyle axial de la forme chaise préférentielle, par action, sans doute, des
enzymes particulaires qui oxydent entre autres le méso-inositol [6]. La représentation
que ces mémes enzymes oxydent le triol-1,2/3 est encore confirmée par le fait que la
souche A. sub. HL I, qui ne contient pas ces ferments, n’attaque ce triol que beaucoup
plus lentement que la souche KLUYVER-DE LEEUW. Rappelons que le triol-1,2,3/0 est
oxydé par contre par les enzymes des cyclitols inférieurs particulaires ou solubles,
ces derniers a base de NAD ou de NADP, présents dans les deux souches [6]; aprés
action des cellules intactes en milieu acide, on a isolé de la dihydroxy-2,3-cyclo-
hexanone [3] [6].

Nous avons étudié d’autre part I’oxydation bactérienne d’un dérivé de triol, le
(4)-0-méthyl-3-cyclohexanetriol-1,2/3 (XXV + XXVI). Il a été préparé par
oxydation osmique du méthoxy-3-cyclohexéne (XX VII)?1) et fournit par déméthylation
par l'ac. bromhydrique du (+)-cyclohexanetriol-1,2/3, ce qui démontre sa con-

1) Cette méthode est plus simple et fournit de meilleurs rendements qu’un autre procédé décrit
antérieurement [7].
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figuration. Ce méthoxy-diol est oxydé par les deux souches de bactéries avec con-
sommation finale de 1 at. O par mol. de substrat. Ici encore, I'un des antipodes est
oxydé plus rapidement, et le substrat résiduel fournit par déméthylation du (+)-
cyclohexanetriol-2,3/1 (XXI): c’est donc ici le dérivé de 1'antipode lévogyre qui est
attaqué plus facilement, alors que dans le cas du triol libre c’est la forme dextrogyre
qui est oxydée préférentiellement. L’oxydation du méthoxy-diol est due tres pro-
bablement aux déshydrogénases particulaires des cyclitols inférieurs de stéréo-
spécificité R, puisque le substrat est attaqué & pH 6,0 par la souche HL I dépourvue
de déshydrogénase des cyclitols supérieurs [6]. Le cétose dérivé du méthoxy-diol
XXVI répondrait alors a la formule X XIX; il fournit une osazone cristallisée (XXX).
Le produit d’oxydatiorn de 1’énantiomére XXV aurait par contre la structure XXVIII;
dans les conditions employées, il ne fournit pas d’osazone cristallisée énantiomeére de
la précédente: aprés oxydation compléte du méthoxy-diol racémique, on n’obtient
donc que le produit cristallisé XXX.

Les micro-analyses ons été effectuées par M. le Dr K. EpER. Ecole de Chimie, Université
de Genéve.

Partie expérimentale

Microovganismes. Pour la conservation par repiquage de la souche A. sub. KLUYVER-DE
LeEUW, les cultures et les récoltes des cellules, voir nos indications antérieures {1] [4] [5].

Oxydations bactériennes. Elles ont été effectuées & 35-38° dans une atmosphére de O, médicinal,
dans une poire & hydrogéner reliée & une burette & gaz. Sauf indications contraires, les autres
conditions étaient identiques & celles décrites précédemment [1] [5].

Chromatographies sur papier. Elles ont été effectuées généralement sur papier WHATMAN 1,
dans les systémes suivants: 1) n-butanol-ac.acétique-eau (4:1:5 en vol.) en chromatographie
descendante durant 38-40 h, a4 température ordinaire; 2) acétone-eau (85:15 en vol.) & 4°, en
chromatographie ascendante, durant 10-15 h.

Pour séparer des quantités plus élevées de produit d’oxydation, on les porte en bandes sur des
feuilles de papier WHATMAN 1 & raison de 4 feuilles pour 100 mg de substrat primitif, et procéde
comme indiqué antérieurement [5]. Les polyhydroxycétones formées se réveélent a froid par pulvé-
risation du réactif de ToLLENs [8]. Les solutions obtenues par €lution a4 I’eau des bandes sont con-
centrées a un volume convenable par distillation dans le vide & basse température, ou mieux en-
core, par séjour dans un dessiccateur a vide sur H,50, & +4°.

Osazones. Les osazones des trihydroxycétones formées & partir du cyclohexanetétrol-1,2,4/3
ont été€ préparées, dans les conditions indiquées antérieurement [5], soit & partir de la solution du
produit brut d’oxydation, soit & partir des trihydroxycétoses séparés par chromatographie sur
papier.

Hydrogénations. — a) Catalytiques. Elles ont été effectuées 4 température ordinaire, en solution
aqueuse, a 2-59%,, soit en milieu neutre, soit dans H,SO, 1 N en présence de 0,1-0,2 partie d’oxyde
de platine pour 1 partie de substrat.

b) Par I'amalgame de sodium. 8 ml d’une solution aqueuse & 2-3%, du cétose sont additionnés
d’abord de 0,7 ml H,SO, 2N, puis de 0,5 g d’amalgame de sodium a 5%. On agite a la main dans
un poudrier de verre épais jusqu’a consommation compléte de I'amalgame. Cette opération est
répétée 15-20 fois jusqu’a absence de réduction de la liqueur de FEHLING. Il est important que le
milieu reste continuellement acide. On alcalinise ensuite légérement au moyen d’hydroxyde de
baryum et essore sur charbon les sels de baryum, puis on fait passer le filtrat sur une colonne de
100 g d’Amberlite IR 50 et évapore & sec. Le résidu est ensuite séché plusieurs heures dans le vide
sur P,O; a 60°.

Benzoylations. Les produits d’hydrogénation des cétoses ont été caractérisés généralement sous
forme de dérivés benzoylés. Les #étrols sont suspendus dans 7 parties de chlorure de benzoyle en
présence d’un peu de chlorure de zinc anhydre. On éléve la température progressivement jusqu’a
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130° (durée totale 45 min). Aprés refroidissement, on jette dans I’eau glacée. Les #7iols sont dissous
dans 6 parties de pyridine anhydre; on ajoute goutte & goutte & 0°, en agitant continuellement, 5
parties de chlorure de benzoyle. Aprés un séjour de 15 h & température ordinaire, on jette dans ’eau
glacée. Les produits bruts, repris éventuellement par du chlorure de méthyléne, sont lavés & la
soude caustique et & Yac. chlorhydrique dilués, puis & I’eau, et soigneusement desséchés aprés
évaporation du solvant.

Oxydations du cyclohexanetétrol-1,2,4/3 (III et IV). ~ (+)-Cyclohexanetétrol-1,2,4]3.
400 mg de (+£)-cyclohexanetétrol-1,2,4/3 dissous dans 9 ml de tampon phosphate m/15, de pH 6,0,
sont traités & 38° par 4 ml d’une suspension de bactéries provenant de 1 1 de milieu de culture [5].
Consommé en 6 h 1,1 at. O par mol. de substrat. On sépare par chromatographie sur papier (buta-
nol ~ ac. acétique — eau 4:1:5) les deux cétoses § (Rf 0,28) et « (Rf 0,44) dont les solutions aqueu-
ses, obtenues par €lution, sont soumises & 'hydrogénation catalytique. La solution de § consomme
2,3 fois plus d’hydrogéne que celle de «. Les produits d’hydrogénation sont ensuite convertis en
dérivés benzoylés.

Les dérivés obtenus & partir du céfose § sont extraits & I’éther anhydre; I'insoluble est dissous
dans du chlorure de méthyléne. La solution éthérée, lavée au carbonate de sodium, puis & I'eau, et
séchée sur sulfate de sodium, est évaporée 4 sec. Le résidu (136 mg) présente, aprés recristallisation
dans T'alcool, F. 134-135°, identique au F. du mélange avec le (d4-)-tétra-O-benzoyl-cyclohexane-
tétrol-7,2,4/3. La solution dans le chlorure de méthyléne dépose, aprés concentration a 0,1 ml
suivie d’addition d’éther de pétrole, 76 mg de cristaux optiquement inactifs; F. aprés recristallisa-
tion dans I’ac. acétique glacial 256-258°, identique au F. du mélange avec le (4)-tétra-O-benzoyl-
cyclohexanetétvol-1,3/2,4.

Les dérivés benzoylés, obtenus a partir du céiose a, sont entiérement solubles dans 1’éther.
Aprés évaporation a sec et reprise par un peu de méthanol, on obtient 40 mg de cristaux (aiguilles);
aprés recristallisation dans l’alcool absolu: [x]} = —88,8° + 8° (¢ = 0,25% dans CHCL);
F. 134-136°, de méme que le F. du mélange avec le tétra-O-benzoyl-(— )-cyclohexanetéirol-1,2,3/4
(dérivé de XIII).

Lors d’une autre expérience, la solution de cétose § avait été soumise & ’hydrogénation cataly-
tique dans H,S0, 1w, ce qui permet le remplacement-du carbonyle par un méthyléne. Aprés élimi-
nation de H,SO, par la quantité strictement nécessaire d’hydroxyde de baryum, on évapore a sec
et extrait & chaud & I'acétate d’éthyle. Par évaporation lente, on obtient des aiguilles qui fondent &
100-102° de méme que leur mélange avec du cyclohexasnetviol-71,3(2 (II). — Aprés un traitement
anologue de la solution du cétose a, on décele par chromatographle sur papier un produit de méme
Rf que les cyclohexanetriols-1,2/3 ou 1,3/2.

(= )-Cyclohexanetétrol-1,2,4/3 (IV). 140 mg de (-~ )-cyclohexanetétrol-1,2,4/3, dissous dans
2 ml de tampon phosphate M/15 de pH 6,0, sont oxydés & 38° par 3 ml d’une suspension de bacté-
ries provenant de 800 ml de milieu de culture. Consommé, au bout de 18 h, 1,07 at. O par mol. de
substrat. Par chromatographie sur papier, on ne décé¢le qu'une seule bande de cétose de Rf 0,28
dans le systéme butanol-ac. acétique-eau. Aprés traitement par NaHg et déionisation suivis de
benzoylation, les dérivés benzoylés.sont traités par I'éther anhydre. L’insoluble (20 mg) fournit,
aprés recristallisation dans l'ac. acétique, des aiguilles de F. 244-245°, [a]} = +26,5° 4 3,1°
(¢ = 0,649, dans CHCl,). Pour caractériser davantage le produit, on le mélange avec un poids
égal de tétra-0-benzoyl-(— )-cyclohexanetétrol-1, 3/2, 4 et on recristallise dans 'ac. acétique glacial,
ce qui fournit du (4-)-#étra-O-benzoyl-cyclohexanetétrol-1,3/2,4 de F. et F. de mélange 256-258° [4].

Aprés hydrogénation catalytique en milieu neutre du produit d’oxydation, on peut isoler par
cristallisation directe, du (—)-cyclohexanetétrol-71,2,4/3 de F. 158-160°. Le résidu des eaux-meéres
méthanoliques a fourni, aprés benzoylation, une petite quantité de tétra-O-benzoyl-(+ )-cyclohexane-
tétrol-2,4(1, 3.

Osazones. Aprés oxydation biochimique du (4)-cyclohexanetétrol-1,2,4/3, les solutions con-
venablement concentrées des produits bruts ou des cétoses « et § séparés par chromatographie sur
papier, ont fourni des osazones; elles sont purifiées par extraction au moyen de benzéne froid,
suivie de recristallisation dans le méme solvant. Le tableau suivant indique leurs propriétés.

On a indiqué [5] pour l'osazone IX obtenue par oxydation du cyclohexanetétrol-2,3/1,4:
F. 202-204°, {a]p = —228° £ 6° {pyridine-alcool 1:1 en vol.). Le spectre IR. est identique a celui
des osazones obtenues dans le présent travail. Les rotations de ces derni¢res s’expliquent par les
considérations exposées dans la partie théorique.
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Osazones obtenues aprés oxydation biochimique des tétvols ITT+ IV

Propriétés des osazones

At.Ocons. produit

par mol. d’oxydation % trouvé®)
de substrat employé F. [alp C H N
0,58 produit brut 202-204° -~ 185,5° 4 4,2° 66,65 6,17 17,37

(c = 0,47%)%)
+395,4° + 4,5°
(6 =0,44%)"

1,4 produit brut 183-185° +12,5° 4 6,4° 66,60 6,18 17,20
(¢ =0,31%)3)
~17,9° 4 4,4°
{c = 0,44%,)?)

1,2 cétose o 196° —211,2° £+ 12,5° - - -
(¢ =0,16%) %)
+435° 4 17°
(¢ = 0,129%,)?)
cétose B 182-184° +56,3° + 18,1° - - -
¢ =0,11%,)3)

a) solvant: pyridine-alcool (1:1 en vol.)
k) solvant: CHCI,
) CgHpoO,N, Calc. C66,66 H6,17 N17,28Y%

Formation en fonction du temps des cétoses o et §. Une solution a 39, de (+)-cyclohexanetétrol-
1,2,4/3 dans du tampon phosphate M/15 de pH 6,0 est agitée en éprouvette ouverte en présence
de bactéries. De temps a autre, des échantillons de liquide sont prélevés et analysés par chromato-
graphie sur papier dans le systéme acétone-eau (85:15 en vol.), ol les Rf sont les suivants: cétose 8
0,46; cétose a 0,72; tétrol de départ 0,31. Les deux premiéres substances se révélent a froid par le
réactif de ToLLENS. Au bout de 10 min on constate déja la formation de ff; « commence 4 apparaitre
aprés 20 min. Au bout de 16 h le tétrol a complétement disparu; on observe une forte tache de ff et
une tache plus faible de a. Si ’expérience est faite avec du (— )-tétrol-1,2,4/3, on n’observe que la
formation de 8.

Oxydations du cyclohexanetétrol-1.2,3/4 (XIII et XV). — (+)-Cyclokexanetétvol-1,2,3/4.
800 mg de tétrol racémique dissous dans 16 ml de tampon phosphate M/15 de pH 6,0 sont traités
par 10 ml d’une suspension bactérienne provenant de 2,2 1 de milieu de culture. Consommé en
2!/, h, 3 38°: 0,58 at. O par mol. de substrat. Par chromatographie sur papier, dans le systéme
acétone-eau (85:15 en vol.), on sépare le (— )-tétrol résiduel de F. 154-155°, [x]}? = —28,1° 4 1,8°
(¢ = 1,19, dans 'eau), ainsi que les deux céfoses p et 8. Ces derniers sont hydrogénés en solution
aqueuse neutre en présence de PtO,; les consommations d’hydrogéne de p et § sont dans le rapport
de3,4a1.

A partir de la fraction y, on isole ensuite, par cristallisation directe, 57 mg de (+ )-cyclohexane-
tétrol-2,3,4/7T (XV). F. aprés recristallisation dans I'alcool: 158-159°; [a]® = +37,5° 4 1,9°
(¢ = 1,04%, dans H,0).

CsH,,0, Calc. C48,62 HB8,16% Tr. C48,60 H8,39%

Par recristallisation dans P'alcool du mélange 4 parties égales avec du (— )-cyclohexanetétrol-
1,2,3/4, on obtient du (4-)-tétrol-1,2,3/4 de F. et F. de mélange 155-156°.

Les eaux-méres du (+)-tétrol fournissent, aprés benzoylation, du tétra-O-benzoyl-(+)-cyclo-
hexanetétrol-2,4[1,3, peu soluble dans 'éther (10 mg). F. (aprés recristallisation dans l'ac. acétique
glacial) 244-246°; [a]¥ = +21,2° + 6° (¢ = 0,33% dans CHCly). Indiqué [5] pour la forme lévo-
gyre: F. 244-246°; [a]p = —26,3° 4 2,1°.
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Nous n'avons pu retirer de la fraction 8, aprés hydrogénation, gu’une petite quantité de
cyclohexanetétrol-1,2, 3|4 racémique, accompagné de sa forme dextrogyre.

(—)-Cyclohexanetétrol-1,2,3|4 (XIII). 220 mg de (—)-cyclohexanetétrol-1,2,3/4 ([elp =
—27,6° 4- 1,7°) dissous dans 4 m! de tampon phosphate M/15, de pH 6,0, sont oxydés par 5 ml de
bactéries provenant de 900 ml de milieu de culture. Consommé & 38° durant 10/, h: 0,9 at. O par
mol. de substrat. Aprés hydrogénation catalytique suivie de benzoylation, on obtient 39 mg de
tétra-O-benzoyl-(— )-cyclohexanetétrol-1,3|2,4 (X I) insoluble dans I’éther. F. aprés recristallisation
dans l'ac. acétique glacial: 243-245°; [a]} = —-17,7° 4 1,7° (¢ = 1,13%, dans CHCL,).

Formation en fonction du temps des cétoses y et §. Cette formation a été étudiée (dans les condi-
tions indiquées plus haut pour les substances o et §) & partir du (+)- et du (— )-cyclohexanetétrol-
1,2,3/4. Aux dépens des deux tétrols, il se forme deux taches réduisant & froid le réactif de ToL-
LENS: substance y de Rf 0,50; substance § de Rf 0,72; le tétrol de départ a un Rf de 0,31. La tache
¥ apparait la premiére: dans les conditions employées, elle est visible aprés 15 min dans le cas du
tétrol dextrogyre, et aprés 60 min. dans celui du tétrol lévogyre.

Oxydations du (1)-cyclohexanetriol-1,2/3 (XXI et XXIV). ~ Préparation?). 4,8 g de
cyclohexénol-3 [11] sont traités dans 60 ml d’eau par 3,09 g de chlorate d’argent en présence de
22 mg de 0s0O,. Au bout de 2 jours, on ajoute encore 49 mg de OsO,. Aprés une durée d’agitation
totale de 7 jours (A I'obscurité), la solution qui ne contient plus d’'ions Ag+ est évaporée a sec. Par
recristallisation dans l'acétate d’éthyle, on obtient 3,6 g de (4 )-triol-1,2/3, qui est encore purifié
par l'intermédiaire de son dérivé tribenzoylé de F. 182°, peu soluble dans l'alcool. F. du triol:
123-124°.

Le dévivé tridinitro-3, 5-benzoylé, préparé de la maniére habituelle au moyen du chlorure d’acide
dans la pyridine, fond aprés recristallisation dans l'alcool & 245-247° (déc.).

CypHyONg  Cale. C4537 H2,52 N11,77% Tr. C4530 H259 N 11,489

Oxydation. 300 mg de (4-)-triol-1,2/3, dissous dans 5 ml de tampon phosphate M/15 de pH 6,0,
sont traités par 4 ml d’une suspension de bactéries provenant de 600 m! de milieu de culture. Con-
sommé en 3}/, h 2 38°: 1,0 at. O par mol. de substrat. Aprés hydrogénation catalytique suivie de
benzoylation, on fractionne les dérivés benzoylés (0,9 g) par traitement avec 10 ml d’alcool absolu
4 35-40°. La partie insoluble (0,41 g) fournit, aprés recristallisation dans l'ac. acétique glacial, du
tyi-O-benzoyl-(4-)-cyclohexanetyiol-1,2[3 de F. 181-182°. A partir de la fraction soluble, on isole
finalement apreés cristallisations fractionnées dans 1'alcool, 16 mg de tri-O-benzoyl-cyclohexanetriol-
7,3/2 de F. et F. de mélange 139°; aucune des fractions intermédiaires n’a montré d’activité
optique. — Des résultats analogues ont €té obtenus aprés hydrogénation au moyen de ’amalgame
de sodium.

Oxydations du (4)-O-méthyl-3-cyclohexanetriol-1,2/3 (XXV et XXVI). ~ Prépa-
ration®). Une solution de 8 g de méthoxy-1-cyclohexéne-2 [10] et de 4,5 g de chlorate d’argent dans
100m! de H,O est agitée a I'abri delalumiére. En l’espace de 72 h, on ajoute par portions de 25 mg en
tout 200 mg de OsO,. Apres filtration, on concentre dans le vide & 60 ml. La solution contient des
substances réductrices qui sont éliminées sous forme de dinitro-2,4-phénylhydrazones. Dans ce
but, on ajoute un mélange de 5 g de dinitro-2,4-phénylhydrazine, 37,5 m] de H,O, 125 ml d’alcool
absolu et 37,5 ml de H,SO, conc. Aprés un séjour de 3 jours a I’obscurité, on filtre et chasse 'alcool
par distillation dans le vide. La solution, dont le pH doit étre inférieur & 1, est épuisée au chlorure
de méthyléne par extraction continue durant 40 h. Apreés dessiccation sur K,COj solide et élimina-
tion du solvant organique, on fractionne a 3 reprises dans le vide: on obtient finalement 4,5 g de
méthoxydiol- de Eb. 115-115,5°/8 Torr. Le produit se prend en masse 4 5°; il est encore purifié par
étalement sur une assiette poreuse & +4°,

C;H, 0, Calc. C57,53 H9,58 OCH,21,23% Tr. C57,85 H9,52 OCH,21,36%

Le dérivé bis-dinitro-3,5-benzoylé a été préparé par chauffe i reflux durant 10 h de 100 mg de
méthoxy-diol avec 650 mg de chlorure de dinitro-3, 5-benzoyle dans 3,0 ml de benzéne anhydre.

2) Cette méthode est plus simple et fournit de meilleurs rendements que celles indiquées anté-
rieurement [9] [10].

3) Cette méthode est plus simple et fournit de meilleurs rendements que celle [7] indiquée précé-
demment.
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Apres évaporation et reprise par I’eau glacée, le précipité formé est lavé avec HCl et NaOH, puis
séché (346 mg). Apres recristallisation dans un mélange d’acétone et d’alcool absolu (1:5 en vol.),

F.132°% ¢, H,0,N, Calc. N1049 OCH,580% Tr. N10,50 OCH 5,70%

Le méthoxy-diol a fourni, par déméthylation au moyen de HBr [9] du (4)-cyclohexanetriol-
7,2/3, caractérisé par son dérivé tribenzoylé de F. et F. de mélange 182°.

Oxydation partielle. 700 mg de (+)-O-méthyl-3-cyclohexanetriol-1,2/3, dissous dans 6 ml de
tampon phosphate m/15 de pH 6,0, sont traités par 17 ml de suspension de bactéries provenant de
2,11 de milieu de culture. Consommé a 38° en 3 h 0,55 at. O. par mol. de substrat. La solution est
concentrée dans le vide a4 5 ml; on ajoute en deux portions a 2 jours d’intervalle 0,8 ml de phényl-
hydrazine dissous dans 2 vol. d’ac. acétique a 509, et abandonne 6 jours a l'obscurité. L'osazone
séparée (552 mg) fond aprés recristallisation dans l'alcool & 160-162°; [a]}) = +407,7° £ 1,9°
(¢ = 1,03% dans pyridine-alcool 1:1); [a]f} = +374,7° & 1,8° (rotation initiale; ¢ = 1,119, dans
CHCl,).

CipHgON, Calc. C70,80 H6,83 N17,399%  Tr. C70,98 H6,79 N 17,409

Les eaux-méres de 'osazone sont agitées avec 2 ml de benzaldéhyde; apres filtration, on con-
centre a !/, dans le vide et extrait de fagon continue durant 6 h au chlorure de méthyléne. Le résidu
de I’extrait est fractionné dans un tube & boules. Obtenu: 0,213 g de Eb. 120°/10-12 Torr; [a}3 =
+37,6° + 0,6° (¢ = 3,0% dans H,0). Le produit (105 mg) est déméthylé et benzoylé; le dérivé
benzoylé (248 mg) fournit une fraction (65 mg) peu soluble dans 12 ml d’alcool bouillant, qui repré-
sente du tri-O-benzoyl-(L)-cyclohexanetriol-1,2|3 de F. et F. de mélange 181-183°, Par cristallisa-
tions fractionnées de la fraction soluble, on isole 45 mg de #ri-O-benzoyl-(+ )-cyclohexanetriol-2, 3|7
de F. et F. de mélange 142-143° et [«]}) = +185° 4+ 1,8° (¢ = 1,06% dans CHCl,). Indiqué
F. 142-143°, [a]p = +192,5° 4 1,0° [3].

Oxydation compléte. 300 mg de (4)-méthoxy-diol, dissous dans 5 ml de tampon phosphate
M/15, de pH 6,0, sont traités par 15 ml de suspension de bactéries provenant de 1,8 1 de milieu de
culture. Consommé en 17 h 4 38°: 1,3 at. O par mol. de substrat. L’osazone, précipitée, comme indi-
qué précédemment (360 mg), fournit aprés recristallisation dans 1’alcool un produit identique a
celui obtenu aprés oxydation partielle: F. et F. de mélange 160-162°; [a]}? = +404° + 4° (c =
0,5% dans pyridine-alcool 1:1); [a]f? = + 378° + 4° (rotation initiale; ¢ = 0,5%, dans CHCL). —
De la maniére indiquée plus haut, on isole des eaux-méres aqueuses 8 mg de méthoxy-diol résiduel
de Eb. 120°/12 Torr. et [a]¥ = +47,1° + 3,7° (¢ = 0,53%, dans H,0).

RESUME

L’oxydation par Acefobacter suboxydans KLUYVER-DE LEEUW des (+)-cyclo-
hexanetétrols-1,2,4/3 et -1,2,3/4 et du (4)-cyclohexanetriol-1,2/3 comporte une
attaque de I'hydroxyle axial de chacun des antipodes des trois substrats. Cette
oxydation est due aux déshydrogénases particulaires qui s’attaquent aux cyclitols
supérieurs. Sous l’action d’une épimérase contenue dans les bactéries, les cétoses
dérivés du (+)-cyclohexanetétrol-1,3,4/2 et des (+)- et (—)-cyclohexanetétrols-
1,2,3/4 sont convertis en cétoses épimeéres.

L’oxydation bactérienne des deux antipodes du O-méthyl-3-cyclohexanetriol-
1,2/3 s’effectue,.en milieu acide, probablement sous ’action des déshydrogénases
particulaires des cyclitols inférieurs de stéréospécificité R. L’antipode attaqué le plus
facilement dérive du (—)-cyclohexanetriol-1,2/3, alors que dans le cas du triol
racémique libre c’est la forme (+) qui est oxydée préférentiellement.

Geneve, Laboratoire de Chimie biologique et
organique spéciale de 1'Université
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188. Zur Kenntnis des elektrochemischen Verhaltens aufgedampfter
Silberschichten
2. Mitteilung
von H. E. Hintermann und G. Triimpler
(4. VILL. 67)

Einleitung. — In einer fritheren Mitteilung [1] haben wir iiber die elektrochemische
Potentialentwicklung an diinnen, im Vakuum aufgedampften Silberschichten berich-
tet. Solche Kondensate zeigen einen gegeniiber dem Massivzustand des rekristalli-
sierten und entspannten Metalles erh6hten Gehalt an freier Energie, verursacht durch
Gitterstérungen (Fehlstellen, Versetzungen, Stapelfehler u. a.) und kleine Primir-
teilchengrosse. Nach FRICKE [2] ist die damit verbundene Vermehrung des Wéarme-
inhaltes ein alle Ursachen der Aktivitit umfassender pauschaler MaBstab des aktiven
Zustandes, der sich in einer Negativierung der Potentialeinstellung bzw. einer Ver-
schiebung des Elektrodengleichgewichtes in der Richtung des Ionenzustandes des
Metalles hin auswirkt. Durch weitgehend variierbare Aufdampfbedingungen, durch
die chemische Natur, Oberflichenbeschaffenheit und Temperatur des Substrates kann
die Struktur der Schicht beeinflusst werden. An den diinnsten der untersuchten Sil-
berschichten (~ 50 A) wurden Negativierungen bis zu 35 mV gemessen [1].

In dieser Arbeit soll die durch die Erhéhung der gesamten Energie bewirkte
Negativierung des Ruhepotentials mit den das Elektrodenpotential bestimmenden
Faktoren in Zusammenhang gebracht werden. Insbesondere wird die Sublimations-
energie aktiver Metalle anhand der KosseL-STRaNSKI'schen Theorie iiber die Bin-
dungsfestigkeit von Atomen an Oberflichen diskutiert und mit der Negativierung
des reversiblen Elektrodenpotentials in Beziehung gebracht.

Theoretischer Teil

Elektrodenpotential-bestimmende Faktoren. Geht man von der einfachen galvani-
schen Kette Hy/H+, M™+/M aus und betrachtet einen Stromfluss von links nach rechts,
so beschreibt die Gleichung

M+~ Hy—> M +nH*, AH, (1)



