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SUMMARY. 
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Acidity constants at  20° C and the ionic strength ,u = 0,l were 
determined for the following substances : benzoic acid, terephthalic 
acid, phenol, p-nitrophenol, salicylic acid, m- und p-hydroxybenzoic 
acids. 

The pK-values are discussed in terms of Hammett’s rule and a 
@*-value (for use with reactions of phenols and anilines) is calculated 
for p-COO-: (r* = 0,351. 

Wissenschaftliche Abteilung der CTLAG AktiengeseZZschaft, 
Schaffhausen. 

1150. Biochimie des cyclitols I. 
Contribution ii 1’6tude du m6tabolisme du m6so-inositol 

chez le Rat 
par Th. Posternak, W. H. Schopfer et D. Reymond. 

(30 VI 55) 

Substance extrkmement repandue dans le monde vivant, pr6sen- 
tant pour certains organismes des propri6tBs vitaminiques, le m6so- 
inositol est un principe nature1 dont le mode de biogendse est encore 
inconnu. I1 y a dejh 68 ans, L. Hapuennel) faisait remarquer que, par 
cyclisation de sa chafne carbonbe (r6sultant peut-&re d’une aldolisa- 
tion interne)2), un aldohexose tel que le glucose pourrait donner 
naissance B un inositol. Cette reprbsentation, reprise depuis par plu- 
sieurs auteurs3), devint vraisemblable au moment ou l’on Btablit la 
structure dans l’espace du mBso-inositol qui est effectivement apparen- 
t6e a celle du glucose4). Faisons toutefois remarquer qu’aucune 
preuve exphimentale de cette hypothese n’a 4th apportde. 

Des essais ont B t B  decrits d’apr8s lesquels le glucose se converti- 
rait en mBso-inositol dans certaines plantes5). 

1) Ann. Chim. Pharm. [6] 12, 129 (1887). 
2)  L. Maquenne, Les sucres et leurs principaux dCrivks, p. 189, Gauthier-Villars Bd., 

Paris 1900. 
3) Voir en particulier: H.  0. L. Fischer, Harvey Lectures 40, 156 (1945); Chem. 

Abstr. 1950, 180. 
4)  8. Posternak & T h .  Posternak, Helv. 12,1165 (1929) (formation d’acide DL-saccha- 

rique par oxydation du mho-inositol) ; Th. Posternak, Helv. 25, 748 (1942) ; G. Dangschat, 
Naturwissenschaften 30, 146 (1942). 

5)  0. Fernandez, G. Izquierdo & E. Martinez, Farm. nueva 9, 563 (1944). 
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Apr& administration de glucose uniformement marque par du 
14C B des rats et B des embryons de poulet, N .  Daughaday, J .  Larner 
& C. Hartnettl) ont isolk recemment de ces organismes du meso-inositol 
renfermant une radioactivite a vrai dire trks faible. Comme le font 
remarquer les auteurs, on ne saurait en tirer des conclusions relatives 
au mecanisme de conversion du glucose en meso-inositol chez l’animal. 

Par un processus inverse de celui envisage par Maquenne, on 
pourrait supposer une formation biologique de glucose aux dkpens du 
meso-inositol, par ouverture directe du cycle de ce dernier. N .  R.Stetten 
d3 D. Btettenz) considbrent ce processus comme probable B la suite des 
observations suivantes : aprbs injection intraperitondale de meso-ino- 
sitol deut6ri6 (contenant 1,75 at. %D) des rats rendus glucosuriques 
par la phlorhizine, ces auteurs trouverent du deuterium dans le glucose 
urinaire (0,116 at.% D dam le gluconate de potassium obtenu par 
oxydation). 

Dans le present travail, nous avons repris les experiences de 
Xtetten & fltetten. Pour preparer leur cyclitol deuteri6, ces auteurs 
avaient trait6 durant 30 jours, 130-150°, en presence de platine, 
du meso-inositol dissous dans de l’eau lourde; ils obtinrent ainsi un 
produit contenant 1,75 at. % D. Ce procede presente des inconvdnients : 
faible teneur en deuterium du produit obtenu, possibilitc! d’inversion 
de WaZden, et surtout indetermination de l’emplacement des atomes 
de deuterium entres dans la mol6cule. Nous avons opere de la manikre 
suivante. Du scyllo-ms-inosose (I) a 6tB deutBri6 catalytiquement, en 
solution dans l’eau lourde, en presence d’oxyde de platine; de m4me 
que par hydrogenation ~atalyt ique~) ,  il se forme essentiellement du 
ms-inositol (11). Sa teneur en deuterium lie au carbone peut atteindre 
8,5 at. % (1 Dpour 11 H). Par oxydation biochimique au moyen d’dceto- 
bacter suboaydans3), trois dchantillons contenant resp. 7,5 ; 6,s; 
7,8 at.% D ont fourni du scyllo-ms-inosose ne contenant plus que 
0,71; 1,09 et 0,82 at. yo D ; on peut en conclure qu’en moyenne 88 yo 
de l’isotope 6taient lies au carbone 2, le reste &ant sans doute fix6 
symetriquement aux carbones 1 et 3 .  

Ajontons que notre ms-inositol deutdri6 est attaque par Aceto- 
bacter subozydans B peu prks B la m6me vitesse que le ms-inositol 
ordinajre. Dans d’autres cas, on a observd par contre un ralentisse- 
ment des d6shydrogenations biologiques lorsque les atomes d’hydro- 
gOne amovibles du substrat sont remplaces par le deuterium. 

D’autre part, nous avons constate que le ms-inositol deuteri6 a 
m e  action de facteur de croissance sur Neurospora GTUSSU mutant 
inositoZZess, identique a celle du ms-inositol ordinaire. 

1) J. biol. Chemistry 212, 869 (1955). 
z, J. biol. Chemistry 164, 85 (1946). 
3, Th. Posternak, Helv. 24, 1045 (1941). 
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AprBs injection intraperitoneale de ms-inositol (contenant 6,O - 
8,O at.% D )  a des rats phlorhizines, a raison de 1 g par animal, on 
recupbre dans l’urine environ 50% du cyclitol deut6ri6. L’urine de 
24 h. contient en moyenne 1 g de glucose (dose a l’anthrone), isole 
comme p-nitro-phdnylhydrazone cristallis6e ; le sucre a At6 libere 
ensuite par le traitement habitue1 au moyen du benzalddhyde. La 
teneur moyenne en D de la p-nitroph8nylhydrazone (0,177 at. % D) 
correspond un glucose de base contenant 0,25 at.% D.  On peut en 
conclure que l’isotope provenant d’au moins 6 % du ms-inositol m6ta- 
bolisB se retrouve dans le glucose urinairel). 

Par les essais suivants, nous nous sommes assures queices chiffres 
ne sont pas entaches d’erreurs notables dues a la presence dans le 
glucose d’impuretks deut&%es, en particulier de ms-inositol. 

1 O Un Qchantillon de glucose is016 par l’interm6diaire de la p-nitroph6nylhydrazone 
a 6t6 transform6 en @-penta-acBtyl-glucose. La teneur en deuterium rapportbe au glucose 
est restbe invariable: a) 0,276 at.% d‘aprhs le dosage dans la p-nitrophknyl-hydrazone; 
b) 0,276 at.% d’aprbs le dosage clans le ,S-penta-ac6tylglucose. 

2O Un Bchantillon de glucose a 6t6 converti en gluconate de potassium contenant 
0,232 at.% D. Le mhme 6chantillon purifi6 prealablement par chromatographie sup papier 
dans le systeme butanol-acide ac6tique-eau (4:1:5 en vol.) a fourni du gluconate de 
potassium ayant pratiquement la m6me teneur en isotope (0,250 at.% D). 

3O Un Qchantillon de gluconate de potassium ainsi obtenu n’a exerc6 aucune action 
de facteur de croissance sur Neurospora crassa inositolless. Compte tenu de la sensibilit6 du 
test2), la teneur en ms-inositol de cet Qchantillon doit 6txe infbrieure L O,l./,. 

Pour localiser l’isotope, nous avons prepare par les metbodes 
habituelles les derives suivants a partir du glucose deut6ri8: phe‘nyl- 
glucosazone, gluconate de potassium, saccharate acide de potassium. 

La conversion en gluconate de potassium et en phhylglucosazone 
doit provoquer 1’Blimination de l’isotope lie respectivement aux car- 
bones 1 et 2. L’examen du tableau I montre que la teneur en D rap- 
portbe au glucose de base, n’est guere modifiee dans ces deux derives, 
preuve de l’absence de quantites notables d’isotope en ces deux empla- 
cements 1 et 2. La conversion du glucona,te en saccharate amene par 
contre une disparition presque complete du D.  I1 faut en conclure que 
celni-ci est lid essentiellement au carbone 6 (formule 111). 

Cette conclusion a 6tB confirmee de la maniere suivante. Un 
Bchantillon de glucose d’une teneur de 0,280 at.% D contient, h en 
juger par la teneur en isotope de l’hydroghosaccharate de potassium 
obtenu a ses dkpens, 0,235 at.% D en position 6. AprBs reduction en 
D-sorbitol et oxydation periodique, on isole le formalde‘hyde provenant 

l) Stetten & Stetten (loc. cit.) arrivent it un chiffre analogue (7%) mais, dans leur 
calcul, ils se basent sur la quantit6 totale de ms-inositol inject&, sans tenir compte du 
cyclitol Blimin6 dans l’urine auquel ils ne font d‘ailleurs pas allusion. 

2, W. H .  Schopfer, Th. Posternak & M .  L. Boss, Rev. int. Vitaminologie 20, 121 
(1948); W .  H.  Schopfer, Bull. SOC. chim. biol. 33, 1113 (1951). 
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des carbones 1 et 6, sous forme tie 2,4-dinitrophe’nylhydraxone. Dosage 
dans cette dernikre: calculh 0,235 at. yo D; trouv6 0,30 & 0,06 at.% D. 

Le ms-inositol deutBri6 de depart contenait essentiellement, ainsi 
yu’il a 4tB indique, l’isotope en position 2 .  L’hypothkse de la conver- 
sion directe en glucose par dBcyclisation (inverse d’une aldolisation) 
exige la presence du deuterium essentiellement en position 5 du sucre; 
cette hypothese devient ainsi fort peu probable. 

Les faits experimentaux dont nous disposons ne permettent pas 
encore de prdciser le m4canisme de la glucogenkse a partir du ms-ino- 
sitol. 11 est probable que le cycle s’ouvre entre les carbones 1 (ou 3 )  et 2 .  
On pourrait supposer en outre que par scission a d’autres endroits 
encore, il se formilt au moins deux fragments dont un seul, contenant 
l’isotope, serait utilisk ensuite pour la glucogenkse. 

Ces recherches sont poursuivies. 

Tablctrri I. 
At.”/, D de d6riv6s du glucose urinaire marqu6 (moyenne de 7 rats). 

saccharate de 
potassium 

hydrazone 

0,125 0,037 
0,028 

Dans la derniBre ligne du tableau figurent les teneurs en D d’un glucose calcul6es 
dans l’hgpothhse que sa transformation en dCriv6 indiqu6 ne s’accompagnerait pas d’une 
perk en isotope. 

H OH H OH H\ //O c 
HO /I II, OH H-&-OH 

I 1  

H HO /- HO 

HO /\- ’\ 

H \L-Y 
OH H \-o < OH >I2 HO-LH 

H \r-Al/ D H-&-OH 
HO ‘ I  H HO H H-&-OH 

< 
I I1 111 6bHDOH 

Xous adressons nos trhs vifs remerciements A la Fritz Hoffmann-La Roche-Stiftung 
zur  Fiirderung wissenschuftlicher Arheitsgerne~nschuftat in der Sckweiz, pour l‘aide gu’elle 
nous a apport6e. 

Quelques dosages de deuterium ont 6tB ex6cut6s dam le laboratoire du Prof. K.  Bern- 
hard, B&le. L u n  de nous (D. R.) a effect& tous les autres dosages dans YInstitut du 
Prof. P. Fuvarger, GenBve, qui a bien voulu mettre ses appareils ii notre disposition. Nous 
remercions vivement M M .  les prof. Bernhard et Favurger et  exprimons en outre notre 
gratitude L M. le Dr M .  Roth, assistant de M. le Prof. Favarger, pour ses indications 
techniques. 

- 
Le produit shehe sous vide sur P,O,, durant 2 - 4  h., A 80-90°, que nous avons 

6galement employe pour les dosages de D, semble retenir y2 mol. H,O de cristallisation. 
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Part i e e x p Cr im en t a1 e. 
Dosage du deutkrium: I1 a BtB effectuk d’aprbs la mBthode de A.  Keston, D. Ritten- 

berg & R. Schoenheimerl), modifiBe par P. Favarger, R. Collet & E. Cherbuliez2). La teneur 
en D de I’eau de combustion de la substrance est calculBe en fonction du temps de chute des 
gouttes dans le m-fluorotoluirne. 

Nous estimons que, dans nos mains, les dosages dans des substances ayant des teneurs 
de 0,02 Q 0,30 at.% D comportent des erreurs provenant de la mesure des durBes de chute 
correspondant B environ & 0,008 at.% D. 

Prkparation du ms-inositol deutkririe‘: Du deuterium gazeux est pr8parB B partir d’eau 
lourde B 99,75% d’aprbs le procBdB de c f .  Schwarzenbach, A. Epprecht & H .  Erlenmeyer3). 
970 mg de scyllo-ms-inosose dissous dans 10 cm3 de D,O B 99,75% sont agites B pression e t  
a temperature ordinaires dans une atmosphbre de deuterium en prksence de 225 mg 
d‘oxyde de platine. Consomme apr&s 15 h., 0,93 mol. D,. Aprbs filtration du catalyseur, 
l’eau lourde est BvaporBe sous vide. On reprend plusieurs fois le rksidu par l’eau ordinaire 
en Bvaporant chaque fois B sec dans le vide; finalement on recristallise par dissolution 
dam un peu d’eau suivie d’addition d’alcool. P. 222 -2230 non dBprimB par melange avec 
du ms-inositol non marque. La teneur en isotope atteint dans c s  conditions la valeur 
thCorique de 8,3 at.% D (1 at. D gour 11 at. H). Nous avons trouvB cette m6me teneur 
dans un Bchantillon purifie par l’intermediaire de son hexa-acetate de F. 212-213O. 

Des deutBriations effectuees en solution dam de I’eau lourde recupBrBe ont conduit i 
des teneurs en deuterium plus faibles (6-8 at.% D). 

Isolement du glucose urimire: Un rat mhle adulte (Wander, Berne) d‘un poids de 
270 g est soumis B un jeiine de 18 h. On lui administre par injections intrapkritonkales 
(suivant l’horaire indiqd ci-aprbs) les substances suivantes : 
b 08 h 30: 40 mg phlorhizine Siegfried en suspension dans un melange sterile de 0,25 cm3 
d’huile de sesame et  de 0,25 cm3 NaHCO, B 4% ; 
a 10 h 30, 14 h 30 e t  16 h 30: 3,3 om3 d’une solution aqueuse sterile B 10% de ms-inositol 
deutBriB contenant 7,5 at.% D. 

Lanimal boit ad libitum mais ne regoit aucun aliment jusqu’au lendemain B 10 h 30, 
heure B laquelle on preleve l’urine de 24 h. qui a k t6  recueillie en presence de thymol. Au 
bout de 3 semaines, le m6me animal peut 6tre utilisi: pour des experiences analogues. 

On reunit l’urine de plusieurs rats, mais, dans ce qui suit, les chiffres indiquks 
representent des moyennes rapportkes B l’urine d’un seiil animal. L‘urine filtrea est dBfBqu6e 
par 1/10 volume d’acktate de plomb A 30%. Aprhs centrifugation et  Blimination des ions 
Pb++ de la solution par I’hydroghne sulfurk, on dkionise par passages successifs sur des 
colonnes de Dowex-50 (forme acide) e t  d’dmberlite IR 4 B (forme acetate) et Bvapore B see. 
Aprhs reprise par 5 cm3 d’eau et addition de 3 volumes d’alcool, il se produit une cristallisa- 
tion de ms-inositol (en moyenne 1 g) qu’on recristallise dans un melange eau-alcool. F. 222O; 
teneur en D pratiquement identique B celle du ms-inositol inject&. 

La solution-mhre du meso-inositol contient en moyenne 1 g de glucose, dBcelk par 
chromatographie sur papier et dose, avec des rBsultats concordants, par la mkthode B 
l’anthrone4) ou par celle de Nelson6). 

On ajoute 1 g de p-nitrophBnylhydrazine et  maintient 20 min. B l’kbullition It reflux. 
Aprhs evaporation Q sec sous vide, reprise par 20 em3 d’eau, skjour de 24 h. B l’obscuritk, 
on essore et  lave a fond B I’eau. Le produit dessbchk est recristallise deux fois par dissolution 
dans 10 parties de methylcellosolve bouillant suivie d‘addition, aprbs refroidissement, 
d’alcool Bthylique (obtenu en moyenne 870 mg; F. 185O (dec.)). 

Pour la liberation du glucose, on maintient 10 min. B 1’Bbullition une suspension dans 
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20 parties d’eau de 1 partie de p-nitrophknylhydrazone, de 3 p. de benzaldkhyde et  de 

l) J. biol. Chemistry 122, 227 (1937). 
2, Helv. 34, 1641 (1951). 
3) Helv. 19, 1292 (1936). 
4) R. Dreywood, Anal. Chemistry 18, 499 (1946). 
6, J. biol. Chemistry 153, 375 (1944). 
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0,l p. d'acide benzoique. Aprbs refroidissement, on filtre sur charbon et  kpuise B l'Bther le 
filtrat qu'on Bvapore B sec sous vide. Un Bchantillon du glucose ainsi obtenu a BtB trans- 
form8 d'aprbs E. Fischer en ,!?-penta-acBtyl-glucopyranose. F. et  F. de melange 130-132O. 

Autres dkrivks deutkrie's: Dans le Tableau I1 sont indiquBes quelques donnkes con- 
cernant divers autres d6rivBs du n-glucose deutkrib prkparks au cours de ce travail. 11s ont 
8t6 caracterisbs en outre par leur F. de melange avec les dBrivks correspondants non deu- 
tBriBs. 

Tableau 11. 

p-Nitrophenyl- 
hydrazone du 
glucose 
Phknylgluco- 
sazone 
Gluconate de 
potassium2) 
Hydrogkno- 
saccharate de 
potassium3) 

185O C,,H,,O,N, 

206O C1,H,Z04N4 
(dec.) 
- Ct3H1107K 

+ %H,O 
- ~e.H,O*K 

at.% D I Calcul61) I TrouvB } 

0,113 

0,240 

0,040 

analy sb 

0,150 45,71 5,44 13,33 45,83 l i l i  
60,60 6,19 15,64 60,42 

29,62 4,97 16,07 29,72 

29,03 3,66 15,75 28,88 

6,25 Ti 15,53 

o-Sorbitol et oxydution periodique: Un Bchantillon de glucose deutBriB est rkduit par 
NaBH, en D-sorbitol isole sous forme d'hexaacktate d'aprbs Ab-del-Akher, Hamilton & 
Smith*). Le polyol est degrade par le metaperiodate de sodium et le formaldehyde est isolt. 
sous forme de 2,4-dinitrophBnylhydrazone d'aprhs une prescription indiqube pour la 
(legratation du ~ - r i b i t o l ~ ) .  

Le glucose de depart contenait 0,280 at.% D dont 0,235 at.% D en position 6. 
2,4-Dinitrophbnylhydrazone du formaldkhydc : calculB 0,235 at. % D; trouve apr& dilution 
par 5,87 parties de substance non deutbriee: 0,043 f 0,009 at.% D, ce qui correspond 
pour la substance non diluee B 0,30 -j= 0,06 at.% D. 

RI?SUME. 

Du meso-inositol deutBri6 essentiellement en position 2 a BtB 
administre par voie intraperitoneale B des rats phlorhizinks. Le 
glucose retire de Ieur urine contenait I'isotope essentiellement en posi- 
tion 6. Le mecanisme de la glucogenBse B partir du m6so-inositol dans 
l'organisme du Rat a B t B  discute. 

Genhve, Laboratoire de Chimie biologique et organique 
speciale de l'Universit6. 

Berne, Institut de Botanique de I'Universit8. 
_____ 

1) La teneur en D est negligeable dans le calcul. 
z, Prkparb d'aprhs S. Moore & K .  P. Link, J. biol. Chemistry 133, 298 (1940). 
3) Prepare d'apr8s E. Fischer, Anleitung zur Darstellung organischer Priiparate, 

4, J. Amer. chem. Soc. 73, 4691 (1951). 
5 ,  8. David & J .  Renuut, Biochim. biophys. Acta 16, 598 (1955). 

9e Pd., p. 84 (Braunschweig 1920). 




