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Abstract -~ This work 1s dealing with basic hydrolysis in water of allophanic
esters as possible models of carboxybiotin A complex mechanism 1s nvolved
Tikely due to competition of nucleophilic attack on the two carbonyl groups
of the substrate The rate of hydrolysis 1s significantly increased by metal-
Tic cation (Mg*+), a specific effect which allows to consider characterization

of selectivity of bond breaking between nitrogen and carboxylate group with
other nucleophiles

Résume - Ce travail presente des resultats obtenus dans 1'hydrolyse basique en
milieu aqueux d'esters allophaniques cycliques modéles de carboxybiotine Un
mecanisme complexe est mis en evidence, vraisemblablement di a la competition
entre les deux attaques possibles sur les deux groupements carbonyle du substrat
La reaction d'hydrolyse montre une acceleration, par effet de sel specifique, due
a 1'von Mg** Cet effet permet d'envisager la coupure entre atome d'azote et grou-

pement carboxylate dans le cas d'autres nucleophiles comme cela se produit dans
1a reaction enzymatique

Malgre le nombre wmportant de travaux qui ont ete consacres au monde d'action de la biotine
1
» 2,3, 4 plusieurs aspects de la reactivite de ce coenzyme demeurent encore mal compris En effet,
s'11 est bien etabli que ces reactions se font en deux demi-étapes successives avec formation d'un

intermediaire carboxybiotine (schema 1), 1‘'etude detaillee des mecanismes m1s en jeu reste & faire
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Deuxiéme étape transfert du groupe carbonate a un accepteur AH

Schéma 1
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1'activation possible du coenzyme biotine par phosphorylation par un ATP ou bien, dans
la deuxiéme étape, le mode de transfert du groupement carbonate de la carboxybiotine & 1'accepteur
carbanionique Pour prendr2 un exemple, le transfert du groupement carboxylate de la carboxybio-
tine & 1'acétylCoA pose une question relative a la reactivite, compte tenu des deux points sul-
vants

- le carbone du groupement carboxylate de la carboxybiotine est un électrophile mediocre

- le groupement partant, 1'anion 1midazolidinone, est un mauvais nucléofuge

Dans un travail précedent nous avons tente d'apporter des eléments de réponse & la premidre
question 5

Le présent article constitue une des approches que nous développons dans le but de dégager
des éléments mécanistiques concernant la deuxieme étape la réaction de transfert

S1 1'on se référe aux travaux antérieurs, cette etape de transfert pourrait relever de trois
mécanismes d'activation 6

- une activation électrophile du carbone qui serait assuree par toute espece chimique suscep-
tible de neutraliser la charge du carboxylate

- une activation nucléophile de 1'accepteur, la réaction devant étre facilitée par une aug-
mentation du caractére carbanionique de cet accepteur

- une activation par augmentation du caractere nucléofuge du cycle uréido

Les études de réactions modéles qui ont éte developpées ont visé a confirmer la validité de
ce schéma  CAPLOW tout d'abord a étudié la décarboxylation de la carboxyimidazolidinone {(modele
de carboxybiotine) et 11 a montré que cette decarboxylation est unimoléculaire et qu'elle est

ralentie par les cations métalliques 7, 8

, le faible pouvoir donneur du substrat est attribué par
cet auteur au mauvais caractére groupe partant du cycle uréido, celui-c1 étant trop peu basique
pour étre protoné L'importance de ce facteur est 11lustrée par la décarboxylation des carbamates

ou une catalyse acide par protonation de 1'azote est effective 9 (schéma 2) Cet argument relatif

N /O H C

+ N V4 ~
N—C - + H —™ N—C - —_— NH + CQ
s o -~ o, o s 2

Schéma 2

4 la nécessaire protonation de 1'atome d'azote de la carboxybiotine a été confirmé ultérieurement

10 dans un travail relatif au transfert de groupe carboxylate & partir d'un donneur de structure 1

o T
7%
DI - HN)KN"C\
CH3N™ "Nl .. OCH, BF, OCH,
/i
1 2

pour lequel une telle reaction est observée avec des nucléophiles du type amine, le groupe partant
étant, dans ce cas, une molécule neutre Dans ce méme travail, 11 est en outre montré gque selon le
nucléophile, différentes réactions sont observees réaction de transfert avec les amines, ou
réactions d'ouverture de cycle, par attaque du carbonyle intracyclique dans le cas de nucléophiles
tels que 1'eau ou le méthanol

Enfin un dernier type d'argument a eté aéveloppe par MATSUMARA et coll
des réactions de transfert de carboxylate avec une amine comme accepteur sont observées sur des

1 qul ont montré que

substrats de type 2 en présence de cations divalents, alors qu'en leur absence, c'est une réaction
d'ouverture de cycle qu1 a lieu
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Sur la base de ces précédents résultats, nous avons poursuivi 1'étude des différents facteurs
pouvant rendre compte de cette réaction de transfert

L'approche choisie est celle de 1'etude cinétique de 1'action de nucléophiles sur les esters
allophaniques 3a, 3b et 3c, cec1 avec différents objectifs

O

/IK C/,O 2 R=H, Ar = C6H5
R-N N SoAr 3b R =H, Ar = pNO,-CcHo
EE R = CH3 , Ar = pNOZ-C6H5
3

- étudier d'abord cette réactivité en milieu agueux puis en milieu organique, 1'écart de
réactivité étant source d'information , un travail préliminaire relatif a cette partie a été pu-
b1re 12

- comparer la réactivité de ces esters en présence et en absence de cations métalliques puis-
que MATSUMARA et coll " ont montré que certains ions métalliques peuvent favoriser la réaction de

transfert du groupe alcoxycarbonyle sur une amine dans le cas de N-alcoxycarbonyl 2-imidazolidi-
nones

RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats décrits 1c1 sont relatifs 3 1'hydrolyse des substrats 3a, 3b et 3c en milieu
aqueux basique tamponné (tampons borax et carbonate) avec et sans cation métallique (Mg*‘) a force
1onique constante Les mesures cinétiques sont faites a 298 K en suivant par spectroscopie UV, la
disparition de la bande d'absorption des substrats et 1‘apparition de celles des ions phénate et
paranitrophénate La figure 1 représente le spectre en balayage pour 1'hydrolyse de 3b
DO
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Figure 1  Enregistrement du spectre U V ,en balayage de longueurs d'onde ,
pour }'hydrolyse du substrat 3b [3b] = 10-9M, pH = 11,0,4t = 11 s,
temp = 298 K, 1 = 0,1 —
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a- Sur le tableau 1est indiquée 1'influence de la force 1onique sur la vitesse d'hydrolyse
de 3a et de 3b , on peut constater que celle-ci a peu d'influence sur ces réactions dans tous les
essais la force ionique a cependant été maintenue constante (1 = 0,4) par adjonction de sel de
sodium

-1
Substrat Force 1onique 1 kobs (s ")
3a =103 0,1 3,44 107
0,4 4,56 1078
1 4,56 10°°
3b =107 M 0,1 3,31 107°
0,4 3,62 107>

Tableau 1  Influence de la force i1onique 1 sur la
constante de vitesse observee dans le cas de 3a et 3b
PH = 9,50 , T = 298 K ,Tampon borax = 5 10™2M

b - L'influence du pH sur la vitesse d'hydrolyse de 3a, 3b et 3c, & 298 K, dans le tampon
borax, & la concentration 5 10'2 M, a été etud1ée dans le domaine de pH de 8,50 a 13,00, en absen-
se d'1ons magnésium et également en présence d'1ons magnésium pour les substrats 3b et 3c pour des
PH compris entre 8,50 et 10,00 Ce domaine de pH est 1i1mité en raison de la préc1p1tat1o_n de

1'hydroxyde & pH supérieur & 10 Les variations de ]°g10kobs en fonction du pH, pour les différents
substrats, sont représentés sur la figure 2

log kobs

.3_b[HgC12] = 0,1M

-2,41 a JngCr,] = 0,1m
o3bfNaCi] = 0,3M

-2,8. adcfract) - o0,3u
@32 [racio,] = o,
edafhact) 0,9

-3,2

-3.6 -

.4.0 -

-4,4 4

-4,8 J

-5,2 4

5,6 /

8.5 1] 9,5 10 10,5 1 11,5 12 o
Figure 2 Variation de log k en fonction du pH pour les substrats étudiés
temp = 298 K °PS



Mecamsme d’hydrolyse en milicu basique aqueux d’esters allophamques 3273

Une premiére approche a été de tracer les meilleures droites passant par les points expéri-
mentaux , ces droites ont toutes une pente inférieure & 1, 1'écart & cette valeur ne pouvant &tre
wmputé a 1'imprécision des mesures Par ailleurs, dans le cas des substrats 3b et 3c {sans adjonc-
tion de MgC]z) les points représentant les kobs se situent sur une courbe 3 allure sigmoide pour
les valeurs obtenues & pH inférieur 3 9 L'ordre par rapport au nucléophile (1'ion hydroxyle) est
donc différent de 1 dans tous les cas {tableau 2)

Substrat a ordre /[oW]
3a =103 M 0,83 % 0,02
3 =107 M sans MgCl, 0,87 * 0,02
avec MgCl, 0,72 ¥ 0,02
3 = 1070 sans MgCl, 0,89 ¥ 0,02
avec MgCl, 0,73 X 0,02

Tableau 2 Ordre de la réaction d'hydrolyse par rapport
2 1'1on OH™ dans le cas des substrats 3a,3b et
3¢ Pour les deux derniers substrats 1'ordre
a ete déterminé egalement en présence de MgC]2

La constante de vitesse apparente peut s'ecrire sous la forme

Kobs = q[OH-]a

¢ - Influence des i1ons magnesium

Une premiére etude a été réalisee avec le substrat 3da (10'3M), 1a concentration en MgC\2 va-
riant de 0 a 0,3 M, le pH étant maintenu constant & la valeur 9,50 ains1 que la force onique, par
adjonction de chlorure de sodwum (figure 3) C'est donc bien un effet spécifique de cation divalent
qui est recherché

S -1
10 xkobs/s

2,54

2,0~

1,5 4

1,0 4

0,54

0

0 0,05 0,10 0,15 0.20 0.25 0,30 [MgC1, )/
Figure 3  Variation de kops en fonction de [MgC]z]dans le cas du substrat 3a

[3a] : i0_3M.Lborax] =5 1072, pH = 9,50, temp = 298 K,
=0,
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L'accélération de 1a réaction d'hydrolyse par le sel de magnésium est définie comme suit

6 X accélération de la réaction en présence de MgC]2 a la concentration X

kobsx constante de vitesse expérimentale avec [MgC12]= X
kops0 constante de vitesse expérimentale avec [Nac] = 0,3 M
kobs est une fonction linéaire croissante de la concentration en MgC]2 dont 1'équation est de
la forme
-1y -5 -6
kops(S™') = 7,00 10 [MgC]2] + 4,18 10
Les accélérations pour différentes concentrations en chlorure de magnésium sont les suivantes
50‘01 = 1,17 60‘, = 2,67

50,05 = 1,84 50,3 = 6,01

Nous avons également étud1é 1'influence de 1'anmion du sel de magnésium les différents sels
uti1l1sés sont les chlorure, perchlorate et sulfate, 11s ont des effets voisins sur la réaction étu-
diée (pH = 9,50 1 =0,4, [Mg*™*] = 0,1 M) Les valeurs de 36
2,67 , 2,15 et 1,86

Avec le substrat 3b (10'4 M) le domaine de concentration en MgC]2 étudré varie entre 0 et
0,1 M, les pH entre 8,50 et 9,80, 1a force jronique est maintenue constante a 0,4 (figure 4)

1 sont respectivement égales a

=9,80
5 -1 —— PH=Y,
10 xkobs/s -~

12,57 -

10,0 -

ph=9,50

IpH=9,00

— bH=8,50
i
o—

o L - . \ - -
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 [MgUZ]/M

Figure 4 Variation de k., - en fonction de Mg ka différents pH dans le cas
du substrat 3b~ "~ La linearité de la rélation & eté &tablie & pH 9,50
et a éte supposée également vraie pour les autres pH (courbes en pointillés)

Dans tous les cas la constante de vitesse expérimentale est une fonction linéarre croissante
de la concentration en magnésium , les pentes des droites kObs = m[MgClz] + n sont données
dans le tableau 3

L'accélération 60 1 2 été calculée aux différents pH, sa valeur est a peu prés constante
et 6gale 2 2,2 £ 0,2

Dans le cas du substrat 3a (groupe partant phénate) une accélération du méme ordre de grandeur
(2,67) est observée pour des rapports de concentrations magnésium/substrat 10 fois plus faibles ,
11 y a donc une relation entre 1'effet du cation métallique et la nature du groupe partant
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pH m (s"M'1) n(s“)
8,50 0,76 1074 0,68 107°
9,00 2,14 1074 1,45 1072
9,50 4,81 1074 3,52 107°
9,80 6,46 107% 6,34 107°

Tableau 3  Parametres m et n calcules pour kobs = m[ygc12]+ n
a différents pH, m est une constante catalytique
11ée a 1'10n Mg" La variation avec le pH démontre
que c'est un complexe de 1'ion MgH qu) est cata-
Tyseur

L'ordre apparent de la réaction par rapport 3 [OH'] en présence de sel de magnésium (0,72)
est inférieur a celul trouvé en absence de cet 1on (0,86) (tableau 2)

Avec le substrat 3c (10-4 M), nous avons utilise une concentration en MgC12 de 0,1 M et une
force 1onique de 0,4, le pH variant entre 8,50 et 9,79

L'accélération KO 1 est constante dans l1a gamme de pH étudiee et égale a 2,0 : 0,1 Le
magnésium a donc a peu prés le méme effet sur 1'hydrolyse des substrats 3b (50 1= 2,2) et 3c

L'ordre par rapport a [OH-]en présence de sel de magnésium (0,73) est 1n%ér1eur a celnn
déterminé en absence de magnesium {0,89), situation analogue & celle du substrat 3a (tableau 2)

d - Influence du tampon

L'effet éventuel des tampons sur la vitesse des reactions a ete étudi1é d'une part avec le
tampon borax dont la concent:ration varie de 0,01 M & 0,05 M dans 1a gamme de pH comprise entre
10,02 et 10,60 et d'autre part avec le tampon carbonate dont la concentration varie de 0,02 M a
0,20 M dans une gamme de pH de 9,65 a 10,05 La force 1onique est maintenue 3 0,4 dans les deux
cas

I1 ressort de cette étude que 1'effet de la concentration des tampons sur la vitesse expé-
rimentale est faible et que celle-ci est 1ndépendante de la nature du tampon

Interprétation des résultats

La réaction d'hydrolyse des substrats n'admettant pas un ordre 1 par rapport 3 la base, cela
suggere que le mécanisme est plus complexe qu'une simple catalyse basique (kobS = a[bH‘])

Dans le cas des substrats 3a et 3b, 1'écart & 1'ordre 1 par rapport 3 la base aurait pu étre
attribué a une 10misation préalable du substrat, mais 1'écart 8 1 existant également pour le subs-
trat 3c, N-substitué (tableau 2) entraine le rejet de cette eventualité

Deux types de schémas reactionnels peuvent donc étre envisagés pour rendre compte de ce
résultat

- une attaque sur le carbonyle "ester" avec catalyse acido-basique {schéma 3)

° _ o °
im0 7 o kgt kg 8] o
kK + k [OH | 3t *q no -
Ar—O/C\N)KN-R L?_[il Ar-O—C—N)kN-R — = |HO-C-N \N—R + ArO
\— e 1 ./ ~~ w_/
k-1[“;]’ k.2 on
S 1 P
Ry Schéma 3

Ar -
r 55515 pNOZCGHS
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- une compétition entre une attaque nucléophile sur carbonyle "ester” (extracyclique) et le
carbonyle "uréido" (intracyclique) des substrats (schéma 4)

2 3

ar-82E - n-r
1

OH

on o
o
Ny iR f
Ar-0r 5 W - hydrolyse spovtanee TZTST, Wor NN TN R €2 HN TNN-R
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), / VOIE & 24 (,Oq'
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} mo //
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-CQ ———
! <o, ¢ 1-ArC" HN NR —'—L"ECB O'C'N\ N(HR
PHN G NHR QT2 ConN NRR (=
A HO (] !
[l
L

1
U JU NOCE

S substrat

P produits finaux ( imidazolidinone, phénate)
Cet D ntermediaires tetrahédriques

Schema 4

Ce dernier mécanisme implique le passage par deux ntermediaires réactionnels tétraédriques,
1'attaque de OH™ sur le carbonyle "ester" devant &tre & priori prépondérante sur celle du carbo-
nyle “uréido" 10

Les produits resultant de ce schéma réactionnel sont, en plus de 1'1on ArQ, la 2-1midazoli-
dinone et 1'éthylene diamine, la premigre résultant soit d'une décarboxylation rapide de 1'acide
allophanique (vole a) soi1t de la cyclisation d'un intermédraire diamine N-carboxylée ou 1socyanate
(voie b) (schéma 4)

L'éthyl2nediamine, dont la présence pouvait traduire sans ambiguité 1'existence de la voie b,
n‘a pas été détectée Cela ne nous permet pas d'exclure cette voie car la cyclisation des deux
intermédiaires possibles doit étre extrémement rapide 13 et dans ces conditions le seul produit
formé par cette vole est en fait une 2-ymidazolidinone La compétition entre les deux voles a et
b ne peut donc étre établie par 1'analyse des produits de la réaction

Equations cinétiques des mécanismes proposés

L'hypothese de 1'etat stationnaire appliquée a 1'intermédiaire I du schéma 3 donne
R -

(kg + kg [H]) (ky + ky[OHT])

(kg + k_1)[H’]4 (kg + k_p)

kobs

avec K, = [H‘] [OH‘]

2
oH] (kpkg) + [OHT] (kpky + kokgK,) + (kqkgK)
ce qu1 devient k =

obs .
(o] (k_y + kg) + (kg + k_ K,
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a[on']z . b[OH'] .

dfow ] v e
Pour le schéma 4 nous ferons les hypothéses suivantes les concentrations des espéces autres
que S, C, D et P sont negligeables et cinétiquement non déterminantes , 1'étape correspondant & la
constante de vitesse k4 est la réaction la plus lente de 1'ensemble des réactions postérieures a
la formation de 1'intermédiaire tétrahédrigque D , 1'ouverture du cycle (k4) est vraisemblabiement
plus lente que la décarboxylation {concertée ou non) et que la cyclisation
La conservation de la masse s'écrit

[so)- [p] =[s] « lc] + [o]
So représente 1a concentration nitiale en substrat

9_|_F"|= -d ([s) - [r] :—d[S] +[c] + [o]

dt

4y

- = (k, + kyLow] + wglow]y [s]- x el - x4 (0]

qu) est de la forme kobS =

dt dt

§'£[§]= (e, + k) Le] - [ow [s]

el (k_3 + ko) [0]- i, {onT]ls]

dt
dlel -a({s] +[c] + [o]) . ) )
at at kolsl + Ky [e] « 0] ()

Dtautre part la variation suivie expérimentalement est

J96d - [Ph Kops B4 - o]

dt
en 1dentifiant cette équation devient

alel_ kops 61 + [c] + [o]) (2)
dt

La combinaison des équations (1) et (2) donne
ke[S + kylcl + kgl = Ky (ST + [c] + oD

L'hypoth2se de 1'état stationnaire sur C et O conduit & 1'équation

k1k2 k3k4 )
+ [OH ] + ko
kat ke k3t kg
Kobs =
k1 k3 )
+ [ow] + 1
k_‘ + k? k_3 + k4
quy est de la forme Kobs = a [OH_]~ b
c[on )+ d

Les courbes de "profil de pH" (figure 2) s'avdrent insuffisantes pour analyser ce mécanisme. En
effet 1'étude cinétique est Timitée 2 une zone restrewnte de pH d'une part en raison de la vitesse
trop faible des réactions a faible pH, d'autre part 3 cause de la précipitation del‘hydroxyde de
magnésium & pH trop &levé lorsque les réactions sont étudiées en présence de cet 1on métallique

Nous nous sommes a1dés du traitement informatique des données expérimentales pour tenter de résou-
dre le problame
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Discrimination de modéles mathématiques Kobs = f( [0H'])

Pour chacune des cinq séries de valeurs expérimentales correspondant aux substrats 3a, 3b,
ib_/Mg“ » 3c et E/Mg”, s1x modélisations, par des fonctions correspondant a diverses possibilités
de mécanisme, ont été étud1ées14a A titre d'exemple les résultats des meilleurs traitements obte-
nus & 1'aide du programme de 1issage VAD4A pour le substrat 3b sont donnés (figures 5 et 6)
pour montrer les critéres de discrimination choisis , pour cela, plusieurs équations sont testées
en fonction de leur accord avec les données expérimentales Les différents mod2les essayés sont

- a[on7]
My Kopg = [0k "a Kobs T T

. afon]+ b
My Kobs * afou ]" b Mo Kops * c[ow]+ d

b alon) 2 + bor)+ ¢
M3 Kobs * a[OH ] M6 Kobs * d[OH'] . e

Les critéres de sélection que nous avons retenus sont basés a la fois sur la répartition
suffisamment aléatoire des points expérimentaux par rapport & l1a courbe calculée et sur la minima-
Tisation de la somme des carres des écarts relatifs entre valeurs expérimentales et calculées

Les meilleurs accords obtenus correspondent précisément aux modéles Ms {schéma 4) et M6 (sché-
ma 3), figures 5 et 6 Le modele M3 donne un traitement assez satisfaisant mais ne correspond a
aucun schéma cinétique envisageable

Dans le cas du schéma 3 2
a[OH-] + b[OH] +C

dfow] + e

les valeurs calculées des parametres permettent d'estimer certaines des constantes de vitesse

a = kyky = 381

b= kyky + ko, 10714 = 1,65
¢ = kykg 1071 = 5,76 107
d=k_y+ ky =817

- -14
e = (kg +k_y) 107" = 1,59

I1 nous semble possible de faire les hypoth&ses suivantes

k> k_y et k3 >k,

-1
en effet le pKa du groupe partant ArQ" (pKa pN02C6H40H/pN02C6H40' = 7,2) est trés inférieur 2
celui du groupe partant OH™ (pK, H20/0H' = 15,74) I1 en résulterait que

a2k, 2 820 s

e 10"k, o2 1,6 10"

cle k, 3,6 10781

1

a/d & k,20,47 s

M
alon]+ b

Dans le cas du schéma 4 de la forme Kk  —
s cfow]e d

étant donné 1a complexite du schéma réactionnel, 11 n'est possible d'evaluer que certaines cons-
tantes de vitesse (ko et k,) et de proposer un classement pour les autres, en se basant sur des
considérations de réactivités chimiques
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109 hopg

-1,6

-2.4ﬂ

-3,2 4

-4,0 A

-4,8 4

-5,6

=T T

9,0 10,0 11:67 12,0 13,0 ph
Figure 5 Modélisation de1'hydrolyse du substrat 3b par le modéle M5

a [OH-] +b
Kk £ ———
obs c [OH']+ d

+ points expémmentaux Valeurs des coéfficients calculés a = 1,15,

b= 6,5 1076 13,7, d = 1,37
log kobs
-1,6 4
-2,4 4
-3,2 4
.4_0 .
-4,8 o
-5,6 + T v T T
9,0 10,0 11,0 12,0 13,0 ph
Figure 6 Modélisation de 1'hydrolyse du substrat 3b par le modele M6
a[ou']2 + b[OH] + ¢
obs leH-]i» e

+ points expérimentagx Valeurs des coefficients calculés a = 381,
b=1,65,¢c=5,76 107, d = 817, e = 1,59
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b/d = k, = 4,79 107"
K,k Kok
afd = —12 , 34  ~ngggs W]
kytky kgt kg
K k
c/d = —! ‘ 3 aggy!
k_‘ + k2 k_3 + kd

Nous ferons les hypothéses suivantes k2 >> k_1 , en effet, comme nous 1'avons signalé plus haut
le pKa du groupe partant (paranitrophénate) est inférieur a celur du groupe partant OH , d'autre
part la voie a est majoritaire par rapport 3 la voie b ( ky >> k3)

k3k4 k1k2 )
et —M — - o k1 = a/d kl.’! 0,88 s
kK ¢+ k
-1 2

1M-1

Ces hypothéses sont en accord avec une estimation précédemment publiée 15

D'autre part
k2 > k1|0H'| puisque dans le cas d'un bon groupe partant (Ar0”), 1'etape lente est la formation
de 1'intermédriaire
k4 et k_3 peuvent étre, a priori, du méme ordre de grandeur 1'ion hydroxyde (constante k_3)
pourrait étre un meilleur groupe partant que 1'anion carboxydiamine (constante k4), mais cette
différence doit &tre faible a cause de 1'énergie de tension 11béree lors de 1'ouverture de cycle
Les constantes k_1 et k_3 qu1 correspondent au départ du méme groupe OH~ 2 partir des intermédiai-
res tétrahédriques C et D respectivement, devraient &tre du méme ordre de grandeur Nous pouvons
donc proposer le classement suivant

klonTc g fonlec ik, et k2 kg & iy <k

11 serait bien sur intéressant de pouvoir comparer les valeurs des constantes de vitesse
déterminées 1¢c1 dans le cas de 1'un et 1'autre schéma, avec celles de réactions équivalentes de la
Iittérature

Une situation approchante est presentée ci-dessous (schema 5)

H

\
H, O~ =
A 70

R-N N-R —* R-N N-R +«—— R-N NHR

Schéma 5

dans laquelle la constante k2 d'ouverture du cycle (180 5'1) 16 est bien entendu compatible avec
les estimations faites a partir du schema cinétique 4 , mais elle est egalement du méme ordre de
grandeur que la constante de vitesse k3 qu1 correspond & la décomposition de 1'intermédiaire té-
traédrique du schéma 3

Bien que cette voie ne permette pas d'accéder & toutes les constantes de vitesse, on peut
cependant noter 1'intérét des méthodes de modélisation en tant qu'out1l de résolution de systémes
cinétiques complexes en effet dans notre cas 11 est clair que le meilleur accord entre points
expérimentaux et modeles testés est obtenu avec les deux modéles chimiques retenus

La distinction entre ces deux derniers doit &tre faite avec d'autres critéres , 1'analyse des
produits de fin de réaction ne peut étre utilisée, les deux voies conduisant aux mémes produits

Le seul critere distinct1f est celul d'absence de catalyse générale, argument gqui privilégie
le schéma 4 par rapport au schéma 3 Bien que ce critére reste 1s01é notons qu'1l va dans le méme
sens que d'autres résultats de la Iittérature

- 1'observation faite par d'autres auteurs 25 de 1'absence de catalyse générale dans 1'hydro-
lyse d'autres allophanates

- le fait que dans le cas de partition d'intermédiaires tétraédriques entre réactifs et pro-
duits - c'est celur 11lustré par le schéma 3 - une catalyse acido-basique générale est observéez



Mecanisme d’hydrolyse en milieu basique aqueux d’esters allophaniques 3281

R81le du cation MgH sur 1'hydrolyse des esters allophaniques

Les résultats précédents montrent qu'un sel de magnésium catalyse la réaction d'hydrolyse des
esters étudiés cet effet du cation n'est pas simpiement un "effet de sel" (la force ionique est
maintenue constante) Nous avons observé que 1'effet catalytique de MgH est d'autant plus grand
que sa concentration augmente & force ionique constante et d'autre part que 1'ordre de la réaction,
par rapport & OH™, est diminué en presence de cet 1on

Le magnésium peut ntervemir a differents niveaux aussi bien dans le schéma 3 que dans le
schéma 4

a) Le cation peut chélater les deux groupes carbonyles du substrat dans 1'état fondamen-
tal De telles chélations ont été mises en évidence v par spectroscopie IR et par RMN 13(: et dé-
crits également pour d'autres ions metalliques 18 ot cd*? , ™t , Fe3’ et Co3’ Dans tous
les cas, excepté 1'i1on cobalt, ces complexes sont de type LZM (L = ligand imidazolrdinone} On
peut prévoir que cette chélation aura pour effet d'une part d'augmenter 1'électrophilie des atomes
de carbone des groupes carbonyles et d'autre part de stabiliser 1'état fondamental du substrat

b) Le cation peut intereagir sur 1'état de transition avec 1a charge négative qui se
développe sur 1'on ou 1'autre des carbonyles (schéma 6)

(1: ?\ Aro /?H
_O") N7 N-R O%N;C,\?
arc! |\ - R

Mg** O.c. Mg+ +

Schema 6

L'effet global se traduira par une augmentation de la vitesse de réaction, s1 le terme sta-
bilisation de 1'état de transition est prépondérant, ce qui est en général le cas, la charge étant
plus forte dans 1'état de transition que dans 1'état fondamental

c) On peut prévoir un effet sur 1'ouverture du cycle uréido {schéma 4), s1 1'étape pos-~
térieure 3 la formation de 1'intermédiaire tétrahédrique est lente , ce doit &tre le cas puisque
1'amidure qu1 se forme lors de cette ouverture est un mauvais groupe partant Dans ce cas, 1'ion
métallique doit intervenir en stabilisant ce dernier

Les résultats cinétiques doivent étre analysés en tenant compte de ces remarques

L'accélération observée en présence du cation MgN (voisine de 2 pour un rapport Mg‘*/subs-
trat de 100 pour 3a (figure 3) et 1000 pour 3b (figure 4) et 3c, a force 1onique constante) doit
avoir pour origine des structures chelatées I1 est connu que les cations divalents n'activent pas
le groupe carbonyle des esters phénoliques vis-a-vis de 1'attaque nucléophile 19 méme lorsque le
sel métallique est, comme dans notre cas, en grand excés par rapport au substrat

La relative modicite des effets observes 1c1 doit &tre due 3 la competition entre 1'accéléra-

tion résultant de la complexation du substrat (surtout dans 1'etat de transition) par le métal et
1’ mhibition due & celle du nucléophile OH™

Cette remarque peut s'appuyer sur des resultats relatifs a 1'hydrolyse basique d'esters aliphati-
ques en présence de cations divalents 20 aucun effet n'est observe en présence d'ion calcium
dont la constante d'association avec 1'1on OH est assez élevée (K = 20 M-1) alors qu'une accélé-
ration de 10% (jugée notable) est obtenue avec 1'ion barium (moins associé a la base) La compa-
raison des constantes d'association entre OH et le cation Ca** d'une part et entre OH et le
cation Mg” (k = 380 M") d'autre part, peut expliquer nos résultats

Les effets observés sur la sélectivité méritent d'&tre soulignés comme cela a été indiqué
(voir § c) ci-dessus), 1'effet du magnésium est plus marqué pour le groupe partant phénate que
pour le paranitrophénate Le fait d'observer un effet catalytique plus marqué avec un moins bon
groupe partant, plus basique, pourrait traduire une complexation du cation MgH sur le groupe
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partant Notons toutefois qu'aucun changement de mecanisme n'a été mis en évidence en présence de
cations métalliques, celur-c1 ne pouvant &tre montré par 1'analyse des produits puisque les cou-
pures b' et b" (schéma 7) conduisent 3 la formation des mémes entités , phénate, anhydride carbo-
nique et 2-imidazolidinone substituée

Schéma 7

Ce travail sera donc poursuivi avec 1'étude d'autres nucléophiles permettant de distinguer
les deux modes de coupure et un éventuel rdle du cation sur 1'un ou 1'autre des processus, comme
cela a été précédemment proposé "

Par ailleurs, le fait que 1'écart a 1'ordre 1 soi1t augmenté en présence de cations métallr-
ques signifie que la sélectivité de 1'hydrolyse est dimnuée En effet cet écart, traduisant un
mécanisme plus complexe que la seule hydrolyse de la fonction ester, implique une réaction compé-
titive 1'ouverture du cycle ureido (réaction favorisée par la présence d'un cation métallique
comme cela a été mentionné précédemment)

Notons enfin que 1'effet de cation est 2 peu prés équivalent avec 3b et 3c c'est 2 dire
indépendant de 1'aptitude du substrat a s'énoliser (cas de 3b) , cec1 va & 1'encontre du schéma
proposé par MATSUMARA " c1té précédemment, selon lequel 1'effet du cation serait précisément de
stabiliser une forme énolique du substrat

CONCLUSION

L'étude de 1'hydrolyse basique des allophanates cycliques modeles de carboxybiotine, fait

apparaitre les caractéristiques suivantes

- dépendance linéaire de la constante de vitesse apparente en fonction du pH, avec dans
certains cas, amortissement de la courbe pour les plus faibles valeurs du pH du domaine étudié ,

- absence de catalyse acido-basique générale, en accord avec ce qui est généralement
observé pour 1'hydrolyse des esters

- mécanisme complexe qu1 peut &tre ramené 3 deux schémas possibles soit une variation
du partage d'un intermédiaire tétraédrique entre réactifs et produits différents, selon les va-
leurs du pH, comme cela a été observé pour d'autres systeémes 22, so1t une compétition de 1'attaque
du nucléophle sur les deux groupes carbonyles du substrat

Bien qu'un choix définitif ne puisse étre fait, 1'absence de catalyse générale suggere que le
schéma 4 est le plus probable
La réaction est accélérge de fagon significative et spécifique par 1'addition d'un cation divalent
métallique, ce qu1 ne peut &tre confondu avec un effet de sel primaire , le choix a di &tre 1imité
au cation Mg'* dont 1'effet catalytique est géneralement faible comparé 3 celur obtenu avec d'au-
tres cations métalliques, en particulier le zinc 23, cette 1'mite étant mposée par la précipita-
tion des hydroxydes correspondants Les mécanismes doivent &tre vraisemblablement complexes
puisqu'en plus de ceux déjd mentionnés (sur la charge se développant dans 1'état de transition) la
complexation doit auss1 concerner le groupe partant, puisque des effets différents sont observés
selon la nature de ce dernier (1'ion ph&nate meilleur 1igand que 1'ion paranitrophénate)

Aucune nterprétation cependant ne peut &tre donnée, pour 1'instant, de 1'action du cation sur
la sélectivité de 1a coupure entre atomes d'azote et groupement carboxylate dans le cas du nu-
cléophile OH™ Ce travail est donc a poursuivre avec d'autres nucléophiles en particulier les
amines , des essais préliminaires nous montrent qu'il s'agit 13 d'une situation plus favorable
1'observation d'un ordre 1 strict par rapport au réactif, indique qu'1l s'agit d'un mécanisme plus
simple
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Ce travail nous a permis de préciser la réactivité en milieu basique aqueux de ces esters

allophaniques , un de nos objectifs ultérieurs est la comparaison avec un milieu organique, plus
proche de la situation enzymatique ou 1'influence des cations doit étre plus marquée

PARTIE EXPERIMENTALE

Les cinétiques ont été suivies, 3 1'aide de spectrométre U V UNICAM S P 1800 et BECKMAN U V
5260 couplés aux calculateurs HEWLETT PACKARD 85 et TEKTRONIX 4051, par 1'apparition de la bande
d'absorption de 1'1on phénate (275 nm) ou paranitrophenate (400 nm) , les cuves sont thermostatées
3 25° *+ 0,1 °C La concentration des substrats est de 10-3 M pour 3a et 10-4M pour 3b et 3¢ La
force ionique est maintenue constante par adjonction d'une quanti1t€ convenable de sel de Sodium
(chlorure ou perchlorate) , suivant les expériences cinétiques deux valeurs de la force ionique
ont été utilisées 1= 0,4 et

Les s?ectres infra-rouge ont été enregistrés sur un spectrométre PERKIN ELMER 683, les spec-
tres RMN 'H ont été réalisés sur VARIAN T 60 (60 MHz) et BRUCKER WH (90 MHz) 3 transformée de
FOURIER, référence TMS

Les solutions tampons ont éte préparées a partir d'eau fraichement bidistiliée sur hydroxyde
de sodium et permanganate de potassium

- Le tampon borax a été préparé a partir de tétraborate disodique (NapBg07 , 10 H0 R P
Normapur Prolabo), et d'une solution aqueuse de NaOH, saturée (12 N)(ceci afin d'éviter la
solubylisation du carbonate de sodium qui se forme au contact de 1'air), ou de HCl

Nous pouvons considérer que 1'erreur d'ajustement du pH est de 1'ordre de 0,02 unité pH ,

En faisant 1'approximation a 1, pour 1'ordre de la reaction par rapport a OH™, dans les
représentations graphiques

10910 kobs = f(pH), une variation dpH = 0,02 se traduira par
k
109300, - o,oz:}i - 10002 = 1,047

Une variation de pH de 0,02 un1té se traduira donc par une modification de 4,7% de la constan-
te de vitesse

L'erreur maximale sur le traitement des donnees cinetiques a eté evaluée dans la plupart des
cas Elle est en général de 1'ordre de 1% et ne peut traduire, par exemple, 1'écart aux conditions
de pseudo-premier ordre par rapport au substrat (conditions que 1'on s'est efforcé de réaliser en
se placant en milieu tamponné ou en grand excés de base par rapport au substrat)

Nous avons confirmé la présence de 2-imidazolrdinone en chromatographie sur couche mince

Par contre, aucune trace d'éthylene diamine (NH -(CHZ)Z-NHR) n'a été décelée, plusieurs essais
ayant été réalisés, avec un échantillon de réfé;ence, par chromatographie en phase liquide
(HPLC) et sur couche mince (C C M)

Synthese du N-phénoxycarbonyl-1,2- imidazolidinone  3a

Selon la méthode de SCHAEFFER et BHARGAVA 2%

Un mélange de 0,066 mole (10,3 g) de chloroformate de phényle fraichement distil1é
(6e 15 Torr = 74-78 °C) et de 0,066 moles (5,68 g) de 2-imidazolidinone est porté a reflux dans
80m| de chloroforme, séché sur tamis, et agité pendant 45 heures (fin de dégagement de HC1)

Le melange est refroidr purs filtré, on récupere 7,42 g de cristaux blancs, qui, recristalli-
sé 3 chaud dans le chloroforme,7fourn1ssent 0,75g de produit dont le point de fusion est 191 °C
(Vitt 189 °C 24, 190-193 °C /) IR (KBr) 3250 (N-H), 1795 (C(0)-N), 1700 (N-C(0)-N), cm-1
Rendement 55% U V (CH3CN) A x_ 257 (2,37), 2,59 (2,39), 265 (2,28), nm (log€&) RMN TH
(DMSO d6) 3,43 et 4,07 (4H, Zm?f 7,3 (1H, s), 7,4 (5H, m) CCM Rf 0,17 (si1lice 60 F 254 Merck,
CHCY /CH3C0CH3- 85/15) Trouvé C, 58,26 , H, 4,98 , N, 13,76 , 0, 23,35 Calc Pour C10H10N203
C, 58,25°, H,%4,85 , N, 13,50 , 0. 23,30 %]

Synthése du N-carboxyparanitrophényl-2-imidazolidinone 3b
7

Selon 1a méthode de CAPLOW

Un mélange de 0,021 mole (4,23g) de chloroformate de paranitrophényle et de 0,020 mole
(1,72g) de 2-imidazolidinone est porte a reflux dans 24 m1 de chloroforme, séché sur tamis, pen-
dant 9 heures (fin de dégagement de HC1)

Apres refroidissement, la solution est évaporée sous vide et 1'on obtient environ 4g de pro-
durt que 1'on recristallise dans un mélange eau/éthanol (1/1) Aprds séchage et lavage au n-penta-
ne, nous obtenons des cristaux blancs (2,58g) dont le point de fusion est 230 °C (11tt 228-

230 °C) Rendement aprés recristallisation 61% IR (KBr) 3255 (N-H), 1785-1805 (C(0)-N), 1695
(N-C(0)-N), cm~1 UV (CH3CN) A max 271 (4,04), nm (loge) RMN TH (CD3CN) 3,52 et 4.02
(4H, AB, Jap = 8 Hz), 5,78 (1H, s), 7,45 et 8,32 (4H, AB, Jag = 9 Hz CCM  Rf 0,16 (S1lice

60 F 254 Merck, CHC13/CH3COCH3 - 85/15) (Trouvé C, 47,85 , H, 3,62 , N, 16,13 , 0, 32,20
Calc pour C10H9N305 C, 47,81 , H, 3,59 , N, 16,73 , 0, 31,87 %)

Synthese du 1N-paranitrophénoxycarbony1-3N-méthy)-2-1midazoldinone 3c

Un mélange de 0,01 mole (2,02g) de chloroformate de paranitrophényle et de 0,01 mole (1g) de
N-méthyl-2-1midazolidinone est porté a reflux dans 25mj de dichlorométhane seché sur tamis , apres
environ 4 jours, on refroidit et par filtration 2,54g de cristaux sont récupérés Rendement 95%

Le produit obtenu est recristallisé dans le diméthyl formamide, les cristaux obtenus ont un
point de fusion de 182 °C
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IR (KBr) 1785 (-C(0)-N), 1710 (N-C(0)-N), em ! wy (CH3CN) 272 (4,16), nm. (Yog &)
RMN 1H (CDC]B) 3,56 et 3,93 (4H, AB, JA? =7 Hz), 3,1 (3H, s),™ 7541 et 8,28 (4H, AB, Jag =9Hz)
CCM  Rf 0,45 (Sil1ce 60 F 254 Merck, CHCT3/COCH3 - 85/15) (Trouvé C, 49,90 , H, 4,09 ,
N, 15,86 , 0, 30,14 Calc CyqHyyN305 €, 49,81, H, 4,15 , N, 15,85 , 0, 30,19 %)
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