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RELATIONS ENTRE LA STRUCTURE MOLECULAIRE ET LE POUVOIR
INHIBITEUR DES NITRO- ET HALOPHENOLS

par

R. H. DE DEKEN
Laboratoive de Microbiologie, Faculté des Sciences, Université Libre de Bruxelles
et Service de Recheyches du C.I2.R.T.A., Bruxelles (Belgique)

INTRODUCTION

Plusieurs auteurs ont mesuré 'activité inhibitrice de dérivés nitrés et halogénés du
phénoll=5. A notre connaissance, aucune relation n’a pu étre établie entre I'activité inhi-
bitrice d’un phénol et sa structure moléculaire. Les travaux de KraHL? ® nous ont cepen-
dant fait entrevoir une relation entre le pouvoir inhibiteur et la mobilité du proton de
la fonction phénol. Ces travaux nous ont incité a faire une étude systématique du pouvoir
inhibiteur de nombreux dérivés du phénolS.

MATERIEL ET TECHNIQUES

La plupart des phénols utilisés étaient des produits Eastman Kodak, purifiés par recristallisation
ou distillation sous pression réduite.

Le pouvoir inhibiteur de chaque substance a été mesuré en déterminant les concentrations
nécessaires pour inhiber de 50 % Ies phosphorylations et la fermentation d’une souche pure de levure.
Les phosphorylations (estérification d'orthophosphate radioactif 32P) et la vitesse de fermentation
étaient mesurdes simultanément par une technique qui est essentiellement celle mise au point par
SPIEGELMAN". En voici les détails: Composition des solutions utilisdes:

(1) Tampon phtalate acide de potassium — hydroxyde de potassium, de pH 4.5 et 0.05 M en
phtalate, contenant du phosphate monopotassique de concentration 37/50.

(2) Milieu nutritif: glucose, 2 g; sulfate de potassium, 1 g; phosphate monopotassique 1//50,
10 ml.

(3) Lorthophosphate radioactif est mis en solution dans du phosphate monopotassique 3 /50
et la radioactivité ajustée & 250,000 C/m pour o.1 ml environ.

(4) Chaque phénol est mis en solution dans du phosphate monopotassique 3 /50 et le pH est
ajusté & 4.5. La concentration de cette solution est de 22 fois la concentration finale ddsirée.

Technique opératoive
Des cellules de levure cultivées en anaérobiose et lavées par du tampon au phtalate sont mises

en suspension dans ce méme tampon, de fagon a obtenir 87.7 mg de poids sec de levure par too ml
de tampon. l.a vitesse de fermentation cst mesurée dans 'appareil de Warburg a4 307 C, avec:

1.8 ml de la suspension de levure

0.2 ml de milieu nutritif

o.1 ml de la solution de phénol testée

o.1 ml de la solution d’orthophosphate radioactit.
Atmospheére: azote exempt d’oxygene.

Le 32D est additionné lorsque le dégagement d’anhydride carbonique est constant; aprés 30
minutes de fermentation en présence de 2D, les cellules sont refroidies a o C, transvasées quanti-
tativement, et lavées 4 'aide de tampon au phtalate, afin d'éliminer le 31> adsorbé®. La radioactivité
des cellules est mesurde au compteur de Geiger-Miiller.

Lorsque les essais sont effectués a4 un pH supdérieur a 4.5, atmosphére manométrique est con-
stituc¢e par de 'azote contenant 5%, de CO, en volume ct le tampon est additionné de la quantité
adéquate de bicarbonate de soude®. A pH 4, un tampon au succinate a ¢té utilisé.

Bibliographie p. 502.
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498 R. H. DE DEKEN voL. 17 (1953)

L’inhibition de la vitesse de fermentation (Q]&ﬁ:) déterminde par une concentration donnée
d’un phénol est mesurée par comparaison avec le (QL\[‘,) d'un témoin n‘ayant pas recu le phénol.
Le résultat est exprimé en ¢ d’inhibition. )

Il en est de méme pour les phosphorylations (radioactivité des cellules témoins = 1009,).

l.es résultats sont exprimés graphiquement (voir figures): ¢, ’inhibition en fonction de -log
de la concentration de Uinhibiteur. Par interpolation, on détermine les concentrations de phénol
inhibant soit les phosphorylations, soit la fermentation a raison de 509, ces valeurs sont appeldes
concentrations critiques.

RESULTATS

Les résultats sont donnés par le Tableau I: les substances v sont classées par ordre
d’activités inhibitrices décroissantes; les pA des principaux dérivés du phénol sont
également rapportés. A titre d’exemple. certains résultats sont présentés graphiquement
(Figs. 1 & 1I1). :

Le Tableau II rapporte les concentrations critiques du 2:4-dinitrophénol pour
différentes valeurs du pH extraccllulaire entre pH 4 et 6. Exprimées en molécules non
dissociées, les concentrations critiques sont constantes quel que soit le pH: le 2: 4-dini-
trophénol péndtre done dans la cellule sous forme de molécule non dissociée, comme on
I'a signalé précédemmentd 16, 116,17, 18,

DISCUSSION

(:lobalement, le pouvoir inhibiteur est une fonction inverse dn pA, avec cette
réserve, toutefois, que les substances qui possédent un pont d’hydrogéne intramolécu-
laire (chélation) sont moins inhibitrices que ne le fait prévoir la valeur de leur pA*. Les
principaux cas appartenant a cette catégorie sont: I'orthonitrophénol qui est beaucoup
moins actif que le dérivé para (Fig. 12); parmi les monochlorophénols, c’est le dérivé
ortho qui est le moins actif, quoique le plus acide (Fig. 13). De méme, I'orthobromo-
phénol est moins inhibiteur que son isomére para; le 2:6-dinitrophénol est moins inhibi-
teur que le 2:4-, quoique plus acide (Fig. 14). Enfin, le 2:4:0-trichlorophénol est moins
actif que son isomire 2:4:5-, quoique ce dernier soit I'acide le plus faible (IFig. 15).

OH---0 HO 6) OH. HO
| i . .
o oo Ne ‘//’J\,«fU ,//"\ -
‘ ! O Lo il
cis trans cis frans
Fig. 12. Fig. 13.
0 OH---0 O HO O HO OH..
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o | ] 0o o | 0 [
T e cr Cl Y
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OH---0O HO O OH. -HO
N RN e b .l ¢l
[ O [ 0 o b
oy SN ~
i r
N N Cl
© © 2:4-DNP © © 2-4-0 tri Cl phenol
Fig. 14. [Fig. 15,

* Au sujet de la liaison d’hydrogene, voir PATLINGI® et les travaux de WuLr ef al.20.

Bibliographie p. 502.
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TABLEAU 1

oncentrations Concentrations . -
Nom de la substance crcitiquezt?nhihu_nt critiques inhibant ) \]iuff“ des Nt o
les phospharviations la ]trmer’u‘fumn (10) 11) (12) 1
{en ML} (en M) .

21 4-dinitro 6-éthyle phénol 1.2:107% — 4.55
2:4-dinitro 6-isopropyle phénol 2.5-107% — 1.60
2:4-dinitro 6-méthyle phénol 4-1078 5.5-107° 4.40
2:4:5-trichlorophénol 1.1-107% —
2: 4-dinitrophénol 1.6-107° 1.6-1074 4.0
2:6-dinitrophénol 2.8 1075 — 3.7
21 4:6-trichlorophénol 2.9- 1075 2.8 -107% 6.42
2:4-dichlorophénol 2:107% 1.7-1078 7.75
para nitrophénol 4.3-107% — 7.01
ortho iodophénol 61074 —
para bromophénol 7.2-107% —
ortho nitrophénol 7.2-107% — 7.12
para chlorophénol 1-10738 —— 9.18
méta nitrophénol 1-1073 —— 8.0
ortho bromophénol 2.7-1073" — 8.42
acide salicylique 5.7-1073" — 13.0
méta chlorophénol 1-1072% — 8.86
ortho chlorophénol — — 8.49
2:3:5-triméthyle phénol — —
2: 4-dinitro 6-carboxyle phénol

(ac. dinitrosalicylique) — 7.20
acide picrique™™ - 0.80
para aminophénol —
phénol — — 9.77

* Valeurs obtenues par extrapolation.
** L’acide picrique, totalement dissocié & pH 4.5, n’est pas inhibiteur, ne pouvant pénétrer dans
la cellule sous cette forme.

TABLEAU 11

CONCENTRATIONS CRITIQUES DU 224—DINITROPHI:2NOL POUR DIFFERENTES VALEURS DU pH

Cones, critiques Concs. critiques
pH d’inhibition des phosphorylations d’inhibition de la fermentation
en M/l en M non dissocides|! en MJI en M non dissociées fi

4.0 7.6-1076 3.8-107% 6.6-107° 3.3-107%
4.5 1.6-107° 3.8-1076 1.6-107% 3.8-107%
5.0 3.6-107° 3.3-1078 3.0-107% 2.7+-1075
5.5 1.2-107% 3.6-1076 7.3-107% 221075
6.0 3.5-107% 3.4-1078 — —

Moyennes: 3.6-1078 3.0-107%

I’acide dinitrosalicylique est également le si¢ge d’une forte liaison d’hydrogéne: a ce
sujet, voir la note ci-dessous.

Le pouvoir inhibiteur est donc fonction de la mobilité vraie du proton de la fonction
phénol.

Comme dans les travaux de GALE? relatifs a 'inhibition du métabolisme de I’acide
glutamique par les dérivés du triphénylméthane, la liposolubilité de la molécule est un
facteur important pour sa pénétration dans la cellule. On remarque, en cffet, que les
dérivés du 2:4-dinitrophénol portant un groupe alkyle en position 6 sont tous plus actifs
Bibliographie p. 502.



500 R. H. DE DEKEN voL. 17 (1955}

que le 2:4-dinitrophénol, malgré une élévation progressive du pA. Lordre des activités
est le suivant: Cy << C <2 Gy > Cy Iy @ sans doute compétition entre les conséquences
de la liposolubilité et de augmentation de pK.

On remarque, de méme, que, a pi égal, un halophénol est plus inhibiteur qu'un
nitrophénol ou, inversément, & pouvoir inhibiteur ¢gal (méme concentration critique),
le phénol halogéné possede un pi plus élevé que le nitrophénol. Ainsi, I'orthoiodophénol
{(pA 8.23) est plus inhibiteur que le métanitrophénol (pA 8), tandis que le 2:4:6-trichlo-
rophénol (phA 6.42) est aussi inhibiteur que le 2:6-dinitrophénol (pA 3.7). De méme, le
2:4:5-trichlorophénol (pK ~ 0.5) a le méme pouvoir inhibiteur que le 2:4-dinttrophénol
(pK 4). Enfin, 'orthonitrophénol, le parachlorophénol et le métanitrophénol ont des
activités du méme ordre de grandeur malgré le pA nettement plus ¢levé du parachloro-
phénol. Or, dune fagon générale, tous les halophénols sont beaucoup plus liposolubles
que les dérivés nitrés, Le Tableau T présente quelques données quantitatives & ce sujet
et montre que, tant & pA qu'a structure ¢gale, les phénols halogénés sont beaucoup plus

2

%

liposolubles que les nitrophénols.

TABLEANU T

SOLUBILITE D'HALO- ET NITROPHENOLS DANS LE TOLURNE

A 20 CH2

EN g ", Ml DE SOLVANT SATURIE
Substance PR Solubilit!
méla nitrophénol S.0 1.65
2 g-dichlorophénol 775 72.5
2 4-dinitrophénol ) 5.15
ortho 1odophdnol leg. > 8 > 100

(Valeurs détermindes par spectrophotométrie ultra-violette)

Les résultats de ce travail laissent supposer que ¢’est la molécule non dissocicée qui
est effectivement inhibitrice & lintérieur de la cellule. Le Tableau IV montre, en effet,
que la chélation n’est nullement une entrave a la pénétration des phénols dans la cellule:
les phénols chélatés sont, en effet, nettement plus liposolubles que leurs isomdires. Le
pont d’hydrogéne est donc une entrave au pouvoir inhibiteur lui méme, ce qui implique
que c’est la molécule non dissocice qui est inhibitrice. Les phénols agissent done pro-
bablement dans une zone cytoplasmique de faible pH, telle que celle définie par Con-
WAY 23, 24.

TABLEAU

SOLUBILITES DES ISOMERES ortfio-, mdta- ET para

v
NITROPHENOL? (EN ¢ 5, ¢ DE SOLVANT)
Rappari

des solulidlitds
orlhe] pard

Constante diclectriqu.

Noliant Lsomere nrtho Isomére widta Isomére pari
e solvant

Eau 0.33 4 40.0 C 3.02a 0.0 C 3.28 &4 4o.0 ' C 0.10 St a1’ C
Alcool méthylique  11.83 & 15.5 C 240.45 4 1407 C 0.05 31.2 a2 C
Alcool éthylique 34.31 42310 C 183,774 23.4°C 193,784 2007 C 0.17 258 d20'C
Acdtone 398.97 a4 2017 C 22343 a 250 C 2208 4216 C 1.73 215 azo'C
Icther éthylique 133.79 4 21,9 C 143.07a 23.5°C 131084 241 C 1.05 4.308 a4 187 C
Chloroforme 99.68 4 15.57C 299 a1y.0 C 33.0 5.2 a18°C
Toluene 15.28 a 15.5 C 1,138 14.0°C 40.0 2.39 a 217 C
Benzeéne 143.3 a 20.1° C 1.83 4120 C 0.90 a 20.1 ' C 154.4 22884 18 C
Tétrachlorure

de carbone 40.42a 15,5 C 0.05a 130 C So8.4 2240218 C
Sulfure de carbone  47.59 4 15.5 C - 0.05 a4 14.0 C 931.3 2.61

Bibliographic p. 50:2.
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CONCLUSIONS

Le pouvoir inhibiteur des dérivés du phénol est une fonction de la mobilité du
proton; la chélation, étant une entrave & la mobilité du proton, diminue le pouvoir
inhibiteur.

Drautres facteurs jouent sur la pénétration du phénol dans la cellule: le pH extra-
cellulaire a une influence considérable, puisque les phénols ne pénctrent dans la cellule
que sous la forme de molécules non dissociées; une liposolubilité ¢levée du dérivé favorise
¢galement sa pénétration.

Dans chaque cas le pouvoir inhibiteur mesuré est la résultante de ces facteurs.

Il semble, drapres les résultats obtenus, que la forme moléculaire effectivement
inhibitrice a Uintéricur de la cellule soit la molécule non dissociée.

Ces lois sont a la fois valables pour I'inhibition des phosphorylations et de la fer-
mentation.

Nole

Les acides salicylique et o—p dinitrosalicylique ont un comportement particulier. Le pK de leur
fonction phénol est exceptionellement élevé: 13.0 pour lacide salicylique, soit 3.23 unités pius haut
que le phénol (Fig. 16); Pacide dinitrosalicylique a un p/i de 7.20 soit une élévation de 3.20 unités
par rapport au ph du 2:g-dinitrophénol (Iig. 17). A notre connaissance, aucune cxplication n'a
été fournie jusqu’a présent a ce sujet. Nous pensons que ce phénomene est le résultat de la proximité
de la charge négative de l'ion carboxyle, charge qui provoque une rétention du proton phénolique.
Ce cas est donc semblable a celui des acides ¢-aminés, dont le pA de la fonction amine (NH, b, acide
faible) est d’environ deux unités plus élevé que le p/ de la fonction amine de Pester éthylique
correspondant?®. Toutefois dans le cas de 'acide salicylique et de ses dérivés, I'écart de ph encore
plus grand est sans doute di a la disposition spatiale des groupes hydroxyle et carboxyle qui est
telle qu'une liaison (’hvdrogéne extrémement solide peut s’établir. On peut considérer que le proton
est retenu par deux liaisons ioniques a peu prés équivalentes, ce qui est schématisé par la Fig. 18.
L.e comportement du proton peut ¢tre comparé a la seconde dissociation ’un biacide.

Aun point de vue des activités biologiques, le p/ de 7.20 et la trés forte liaison d’hydrogéne
annulent le pouvoir inhibiteur de lacide dinitrosalicylique. Tar contre le caractére légérement
inhibiteur de l'acide salicylique est surprenant et il est possible qu’il soit la conséquence du pouvoir
bactéricide de 'acide salicylique, comparable a celui de 'acide benzoique.

OH OH O~
a | - .{
OH OH O~ 20N 2 -~ 20N, z:')\m/(’ =0 Al a— b
! [ A o O--H--.0
i// \‘ ‘/l\\{/ O x ( S / i
SN NO, NO, i C... 0~
- v PR NP 0O
pK:977 pHK:130 pHh:4,00 ph:7.20 I 1
A 43,23 A=+ 320 e
Fig. 16, Fig. 17. Tig. 13,
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RIESUME

L’inhibition des phosphorylations et de la fermentation de la levure occasionuée par de nom-
breux dérivés nitrés et halogénés du phénol a été mesurce.
Les influences qu’exerce la structure moldéculaire sur Pactivit¢ inhibitrice ont ¢té¢ dégagdes.

Bibliographie p. 502.



502 R. H. DE DEKEN vor. 17 (1955)

e pouvoir inhibiteur est fonction de la mobilité du proton: un p/A’ bas est [avorable, tandis
qu’une chélation avec un substituant du noyau placé en ortho affaiblit 'activité inhibitrice.

Deux autres facteurs jouent sur la pénétration des molécules dans la cellule: un pH extra-
cellulaire {aible est favorable puisque les phénols pénetrent sous la forme de moléeules non dissocides
et une liposolubilité¢ ¢levée du dérivé facilite également sa pénétration.

[inhibition mesurée est la résultante de ces facteurs.

SUMMARY

The inhibition of the phosphorylations and the fermentation of yeast resulting from the action
of numerous nitro- and halophenols was measured.

The relations existing between molecular structure and biological activity are outlined.

The inhibition power is a function of the mobility of the proton: a low pK is favourable, whereas
chelation with a ring substituent in ortho position weakens the inhibitory activity.

Two other factors act on the penetration of the molecules into the cell: a low extracellular pH
is favourable, since the phenols penetrate as undissociated molecules, and a high liposolubility of
the derivate also facilitates its penetration.

The measured inhibition is the resultant of these factors.

ZUSAMMENFASSUNG

Die von zahlreichen nitrierten und halogenierten Derivaten des Phenols verursachte Hemmung
der Phosphorylierungen und der Garung der Hefe wurde gemessen.

Der von der molekularen Struktur ausgefiihrte Einfluss aufl die hemmende Wirkung wurde
crliautert.

Die Hemmungsfihigkeit hingt von der Beweglichkeit des Protons ab: ein niedriges pK ist ihr
giinstig, wiahrenddessen eine Chelation mit einem Substituent des Ringes in Orthostellung dic hem-
mende Wirkung abschwécht.

Zwei andere IFaktoren wirken auf das Eindringen der Molekiilen in die Zelle: ein schwaches
extrazellulares pH ist giinstig, da die Phenole in der Form nicht dissoziierter Molekilen eindringen,
und eine hohe Fettloslichkeit des Derivats begiinstigt auch seine Eindringung.

Die gemessene Hemmung ist die Resultante dieser Faktoren.
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