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21. Recherches dam la s6rie des cyclitols XXl). 
Chromatographie sur papier de cyclitols et de cycloses 

par Th. Posternak, D. Reymond et W. Haerdi. 
(14 XI1 54) 

Quelques auteurs2) ont ddjB publid occasionnellement des indica- 
tions concernant la chromatographie sur papier d’inositols. Depuis 
plusieurs anndes nous employons systdmatiquement cette technique 
dans nos recherches sur les cyelitols et, dans la prdsente note, nous 
desirons communiquer quelques observations B ce sujet. 

Nous indiquons (Tableau) les Rf de divers cyclitols et de quelques 
substances apparentdes3) dans 4 systitmes de dissolvants sur papier 
Whatman. No 1 B temperature ordinaire. Dans tous les essais on a 
employ6 du ms-inositol comme substance de rdfdrence. 

Ainsi qu’on l’a constat6 d’une maniitre generale dam la famille des 
sucres et des polyalcools lindaires, les Rf des cyclitols diminuent gross0 
modo lorsque le nombre de groupes hydroxyle augmente. On voit 
toutefois (Tableau) que certains cyclitols B m6me nombre d’hydroxyles 
se laissent sdparer dans des systbmes de dissolvants appropribs. La 
presence de groupes 0- ou C-mdthyle ou encore C-halogdnomdthyle se 
traduit par une augmentation de Rf. 

Modes et durCes des chromatographies. E n  general, on doit operer, vu les faibles 
valeurs des Rf, en chromatographie descendante continue (Durchlaufchromatographie) 
sauf dans le cas des substances A Rf plus eleve pour lesquelles on peut proceder par 
chromatographie ascendante dans l’acetone aqueuse. La duree des chromatographies varie 
suivant le sysMme de dissolvants employe. Une migration de 5 cm du meso-inositol n6ces- 
site approximativement les dur&s suivantes: butanol-acide acetique-eau 20 h. ; collidine- 
eau 20 h.; phenol-eau 12 h.; acetone-eau 8 h. 

Dissolvants emplo yls et dessication des chromatogrammes. Les dissolvants doivent &re 
purs e t  frafchement distill&. 

I1 est recommand6 de purifier le phenol d’aprhs Partridge4) par entrainement A la 
vapeur d’eau et  agitation avec de l’ammoniaque, bien que des Bchantillons commerciaux 
de phenol puriss. nous aient donne parfois de bons resultats sans purification prealable. 
Les chromatogrammes, dans le systhme phenol-eau, sont sBch6s par un sejour de 30-48 h. 
& l’air, it 20-250 dans une chapelle bien ventilke. Dam ces conditions, les traces de phenol 
retenu ne gbnent pas la revelation des taches, sauf dans le cas de la revelation biochimique 
(voir plus loin) qui necessite une dessiccation de plus longue duree (72 h.). 

Lorsqu’on emploie d‘autres systhmes de dissolvants, une dessiccation de 15 h. A 
temokature ordinaire est suffisante. 

l) Communication XIX: P. Fleury, J .  Lecocq & Th. Posternak, Bull. SOC. chim. 

2, C.  E.  Ballou & A .  B. Anderson, J .  Amer. chem. SOC. 75, 648 (1953); P.  Fleury, 

3, I1 y figure quelques substances nouvelles dont la preparation sera decrite ult6- 

France 1954, 1107. 

J .  Cowtois & P. Mulangeau, Bull. SOC. Chim. biol. 35, 537 (1953). 

rieurement . *) Biochem. J. 42, 238 (1948). 
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Re'actifs de rLvdlation: Tollens I :  AgNO, 0,l-n. + NH, 5-n. + KaOH 2-n. (1 : 1 : 2 en vol). 
Tollens 11: AgNO, 0,l-n. + NH, 5-n. + NaOH 0,2-n. (I : 1 : 2 en vol.). 

Tableau. 

Substances 

Ms-inositol . . . . . . . . . . . . . 
Scyllo-ms-inosose2) . . . . . . . . . 
Epi-ms-inososel) . . . . . . . . . . . 
Scyllitol . . . . . . . . . . . . . . 
Epi-inositol l) . . . . . . . . . . . . 
( - )-.Inositol . . . . . . . . . . . . 
Mytilito13) . . . . . . . . . . . . . 
I~omyti l i tol~)  . . . . . . . . . . . . 
Hydroxy-my tihto13) . . . . . . . . . 
Hydroxy -isomytilito13) . . . . . . . . 
Chloro-isomytilito14) . . . . . . . . . 
Bromo-isom ytilito14) . . . . . . . . . 
lodo- isomyt ilito14 ) . . . . . . . . . . 
MBthyl-pentahydroxy-cyclohexane5) . . 
MBthyl&ne-pentahydroxy-cyclohexane5) . 
Oxyde de niPthyl6ne-pentahydroxy- 

cyclohexane3) . . . . . . . . . . . 
Chlorhydrate d'inosamine SA6) . . . . 
N-AcBtyl-inosamine SA6) . . . . . . , 

QuCbrachitol . . . . . . . . . . . . 
Pinitol . . . . . . . . . . . . , . . 
( - )-Viburnitol . . . . . . . . . . . 
( $; ) -  Quercitol . . . . . . . . . . . . 
Desoxy -scyllitol" ) . . . . . . . . . . 
n~-Di.soxy-4-ms-inositol~) . . . . . . . 
Cyclohexane-t6trolss) : 

DL-1 ,2,3/4. . . . . . . . . . . . . 
u~-1 ,2 ,4 /3  . . . . . . . . . . . . 
0~-1,3/2,4 . . . . . . . . . . . . 
DL-1, 2/3,4 . . . . . . . . . . . . 
1,4/2,3 . , . . . . . . . . . . . . 

Conduritol . . . . . . . . . . . . . 
Cyclohexane-triolsg) : 

DL-1, 213 . . . . . . . . . . . . . 
1,312. . . . . . . . . , . . . . . 
1,2,3 cis . . . . . . . . . . , . . 

Butanol- 
ac. a&- 
ique-eau 
(4:1:5 
en vol.) 

0,09 
0,09 
0,11 
0,09 
0,11 
0,12 
0,11 
0,14 
0,11 
0,11 
0,34 
0,36 
0,411 

0,31 

0,15 
0,08 
0,09 
0,lX 

0,17 
0,20 
0,20 
0,20 

0,37 
0,37 
0,36 
0,41 
0,41 
0,37 

0,57 
0,57 
0,57 

- 

- 

S-Colli- 
dine-eau 

0,13 
0,15 
0,20 
0,13 
0,13 
0,17 
0,14 
0,17 
0,14 
0,14 
- 
- 
- 

0,30 
0,35 

0,09 
0,14 
0,14 
- 
- 

0,27 
0,31 
- 
- 

0,46 
0,46 
0,43 
0,57 
0,57 
- 

0,77 
0,75 
0,75 

PhBnol- 
eau 

0,23 
0,20 
0,30 
0,18 
0,38 
0,20 

0,31 
0,18 
0,18 

- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 

0,43 
0,39 
0.40 
0,45 
- 
- 

0,66 
0,70 
- 
- 

0,60 
0,54 

0,80 
0,80 
0,80 

tcBtone- 
eau 

(85: 15 
en vol.) 

0,26 
0,28 
0,34 
0,26 
0,28 
0,33 

0,31 
0,27 
0,27 

- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 

0,45 
0,49 
0,39 
0,45 - 
- 

0,54 
0,54 - 
- 

0,61 
0,61 

0,74 
0,74 
0,77 

1 )  Th. Posternak, Helv. 19, 1333 (1936). 
z, A. KZuyver & A .  Boezaardt, Rec. Trav. chim. Pays-Eas 58,956 (1939); Th. Poster- 

3, Th. Posternak, Helv. 27, 457 (1944). 
4) C-halog6nom6thyl-2-ms-inositols pr6parb par A.  Giddey (non publiC). 
5 ,  2%. Posternak & D. Reymond, Helv. 36, 1370 (1953). 
6 )  H. E. Carter et coll., J. biol. Chemistry 175, 683 (1948); Th. Posternak, Helv. 33, 

') B. Magasnnik, R. E.  F r a n z l d  E .  Chargaff, J .  Amer. chem. Soc. 74, 2618 (1952). 
s, Th. Posternak & H .  FriedZi, Helv. 36, 251 (1953). 
O )  Th. Posternak & P. Bunenna, Helv. 30, 441 (1946). 

nak ,  Helv. 24, 1045 (1941). 

1597 (1950). 
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Pehling I :  34,639 g CuSO,, 5H,O+H,O ad 500 cm3. 
Fehling 11: 173 g de sel de Seignette+50 gNaOH+H,O ad 500 cm3. Des volumes 

kgaux de Fehling I et  de Fehling II sont melanges; 1 vol. de melange est ensuite diluk de 
2 vol. H,O. 

Arsdnmolybdate: 25 g de molybdate d'ammoniurn sont dissous dans 450 om3 H,O. 
On ajoute en melangeant bien d'abord 21 cm3 H,S04 conc., puis une solution de 3 g 
Na,HAsO,, 7H,O dans 25 om3 H20. Aprh un st5jour de 24-48 h. it l'btuve it 37O, on con- 
serve dans un flacon bien bouch6, de verre brun. 

Meilldre: 10 g HgO+ 10 g HNO, D. 1,4+ H,O ad 200 om3. 1 vol. de cette solution 
est ensuite dilue de 2 vol. H,O. 

Acdtate de haryum: 15 om3 de solution aqucuse B 10 yo d'acktate de baryum+ acidc 
ac6tique glacial ad 100 cm3. 

Rkvdlation des chromatogrammes. Elle peut s'effectuer par les techniques suivantes : 
a) Par les rkactifs de Tollens I et  I I .  Par pulverisation du rkactif de Tollens I sur les 

chromatogrammes, les inososes e t  les autres cycloses ae revdent presqu'instantanbment 
A froid. Pour intensifier la revelation des substances non rhductrices, on promhe encore la 
feuille durant 1/2 ti 3 min. au-dessus d'une marmite d'eau en ebullition'). I1 est indiquk de 
r6p6ter la pulvbrisation et  l'exposition it la vapeur. La revelation est ainsi plus rapide et  
sensible que par chauffe it 1'8tuve it 105O d'aprks Partridge. 

Par  cette technique, on peut dtkeler sur papier n'importe quel cyclitol. La sensibilite 
de la revelation augmente grosso modo avec le nombre d'hydroxyles du compose (mais il y 
a de nombreuses exceptions) e t  depend d'autre part de la nature des dissolvants. La quan- 
tit6 minimum de substance nkcessaire varie entre 3-20 y (inositols) e t  60-100 y (triols, 
pinitol, qu8brachitol) ; chiffres infhrieurs : butanol-acide acktique-eau, acetone-eau ; chiffres 
suphicurs : collidine-eau, phenol-eau. 

Si 1'011 desire rbvirler selectivement les cycloses par un reactif argentique, on se sert 
du reactif de Tollens I l ,  d froid, qui fait apparaitre les taches en quelques secondes. Cer- 
tains cyclitols (cyclohaxitols, cyclopentitols) presents en fortes quantites (100 y et  davan- 
tage) peuvent aussi apparaitre B froid mais ceci ne se produit qu'apr&s quelques minutes. 

b) Par la reaction de Scherer-Gallois telle qu'elle a 8tb applique% it la chromato- 
graphie sur papier des inositols par Fleury, Courtois et  Malangeau2). Pulverisation du 
rbactif de Meilldre; sejour de 10 min. it l'etuve it 85-10O0; nouvelle pulverisation et  sBjour 
ti l'btuve de 5 min., ensuite pulverisation du reactif ((acetate de baryum 8)  e t  mise it l'btuve 
pour 2 min. Le traitement it I'acbtate de baryum suivi de dessiccation est repet6 Bventuel- 
lement 4 fois. Apparition de taches roses. Cette reaction n'est donnee que par les cyclo- 
hexitols (inositols) e t  les inososes. 

c) Par une methode de Nelson3) modifiee. La liqueur de Fehling est d'abord pulvk- 
ris& sur le chromatogramme. On laisse 15 min. horizontalement, it froid, puis on pulvbrise 
abondamment le reactif (iarsdnmolybdate I), promene le papier au-dessus d'une marmite 
d'eau bouillante e t  laisse encore 1/2 h. horizontalement it l'6tuve it 800. Les cyclitols e t  les 
sucres rkducteurs tels que le glucose ne sont pas rBvB1ks; les cycloses donnent des taches 
bleues. 

d )  Par une technique nouvelle consistant en un traitement sur papier au moyen 
d' Acetobacter suboxydans; elle permet de deceler les cyclitols susceptibles d'oxydation 
biochimiq~e~).  

On effectue des cultures du microorganisme dans les conditions dkjk d6critess). Les 
batteries sont centrifugbes et  lavkes par centrifugation d'abord 2 fois par du chlorure de 
sodium it 0,9 %, puis 1 fois it l'eau distillee. Le culot provenant de 150 cm3 de culture est 

1) Cf. F. Cramer, Papierchromatographie, Verlag Chemie, 2e Bd. 69 (1953). 
,) Bull. SOC. Chim. biol. 35, 537 (1953). 
3, J. biol. Chemistry 153,375 (1944); cette methode avait Bt6 6labor6e pour le dosage 

,) Th. Posternak & D. Reymond, Helv. 36, 260 (1953), en donnent la liste. 
5 ,  Th. Posternak & D. Reymond, 1. c. 

colorimetrique des sucres. 

13 
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suspendu dans l’eau distillee (vol. total 8 cm3). Cette suspension est pulv6riske’) sur le 
chromatogrammez) prealablement desseche de 23 x 58 cm (1 /2  feuille Whatnzan No 1). 
Celui-ci est ensuite abandonne horizontalement dans une atmosphAre saturee de vapeur 
d’eau, it 30° 3), durant une heure; on laisse ensuite skcher horizontalement b l’air it temp& 
rature ordinaire. Les cyclitols transform& en polyoxycetones sous l’action des bacteries se 
revdent alors, en quelques secondes b froid, sous l‘action du reactif de Tollens 11 ou par 
les reactifs de Nelson; toutefois ces derniers ne donnent pas de bons resultats lorsqu’on 
emploie le systkme phenol-eau. 

Dans le cas de melanges complexes on utilisera plusieurs chromatogrammes obtenus 
dans des conditions identiques qu’on traitera chacun par un des reactifs de revelation 
selectifs qui viennent d’btre dbcrits. 

Une des separations chromatographiques les plus inthressantes au point de me 
biochimique est celle du melange ms-inositol-scyllitol, en raison de la presence frequente 
dans la nature de ces deux compos6s4). Cette separation se realise facilement dans le 
syst&me ph6nol-eau comme l’avaient deja constate Fleury, Courtois et  M~lungeau~) .  Ces 
auteurs avaient rencontre toutefois des difficult& lors de la revelation par la reaction de 
Scherer-Gallois, ce qui les amena b renoncer a ce systAme de dissolvants. En prenant les pr6- 
cautions indiquees plus haut pour l’emploi du phhol ,  nous avons pu faire apparaitre facile- 
ment les taches, aussi bien par la reaction de Scherer-Gallois que par le reactif de Tollens P). 
De plus, la technique biochimique d) permet la r6velation selective du meso-inositol. 

NousremercionsM. leDrA.GiddeypourIad6termination desRfdequelquessubstances. 

R ~ S U M ~ .  
Les auteurs indiquent les Rf, dans 4 systkmes de dissolvants, de 

divers cyclitols et de composes apparent&. Ces substances se laissent 
toutes reveler par le rbactif de Tollens I (a chaud). Les cycloses sont 
selectivement dhcelables par le r4actif de Tollens 11 (a froid) ou par 
les reactifs de Nelson. La reaction de h”cherer-Gallois sur papier permet 
d’autre part de dheler les inositols et les inososes alors que par traite- 
ments successifs du chromatogramme au moyen d’acetobacter suboay- 
dam et d’un des rhactifs de cycloses on peut reveler les cyclitols suscep- 
tibles d’oxydation biochimique. 

BBle, Institut de Pharmacie de l’Universit8; 
GenBve, Laboratoire de Chimie biologique et  

organique spbciale de l’Universit6. 

1) I1 est indispensable d’utiliser une suspension de batteries fraichement preparees 
d‘une souche susceptible d’oxyder le m6so-inosito1, ce qui n’est pas le cas de tous les 
Acetobacter suboxydans. 

2, La prbence sur les chromatogrammes de phenol et surtout de collidine insuffi- 
samment BliminBs par dessiccation, inhibe l’action des bact6ries. 

3) Nous utilisons une boite rectangulaire de dimensions convenables, fermant herme- 
tiquement, dont le fond est recouvert d‘une feuille de papier filtre imbibee d’eau. On y in- 
troduit un cadre rectangulaire muni d’un treillis de fils de nylon sur lequel repose horizon- 
talement le chromatogramme portant les bacteries, et le tout est place dans une Btuve 
thermostatique it 30°. 

*) Cf. la presence simultanee de ms-inositol e t  de scyllitol dans l’urine: P .  Pleury, 
J .  Courtois& A .  Jouannet, Bull. SOC. Chim. biol. 33, 1885 (1951). 

6) M. le Prof. S. J. Angyal, Sydney, a constate independamment la skparation chro- 
matographique dans le systbme phenol-eau du melange ms-inositol-scyllitol, qu’il rev61e 
au moyen d’un reactif argentique (communication personnelle). 

5 )  Loc. cit. 




