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219. Recherches sur la formation et les transformations 
des esters X1). 

Facteurs structuraux de labilisation alcaline de fonctions 
monoalcoyl (monoaryl) -phosphoriques 

par Emile Cherbuliez et J. Rabinowitz. 
(6 VIII 56) 

I. Gdndralite’s. 
D’une manikre generale les monoesters de l’acide phosphorique 

opposent k l’hydrolyse en milieu alcalin une resistance frappante. Font 
exception notamment les groupements ester phosphorique de la caskine 
et des peptides r6sultant d’une dbgradation hydrolytique partielle des 
protbines caskiniques, ainsi que les acides a-c6toalcoyl-phosphoriques 
(p. ex. acide glucose-phosphorique-2 ou ester de Watalzo). 11 existc 
done des facteurs de structure des molecules qui provoquent une labi- 
lisation, en milieu alcalin, de la fonction ester phosphorique. Nous 
nous sommes propos6 de rechereher quels pouvaicnt Atre ces facteurs, 
et ceci surtout dans l’espoir d’elucider les causes de l’alcalino -lahilit& 
du phosphore de certains protides. Dam cette etude, nous ferons abs- 
traction des hydrolyses catalys6es soit par des enzymes, soit par des 
catalyseurs mineraux tels que les hydroxydes dc certsins m6taux 
polyvalents2). 

Dans la casbine et dans les polypeptides issus des protkines eas6i- 
niques par hydrolyse particlle, le phosphore est present sous forme 
de fonction monoester phosphorique, avant tout sur des restes de s6- 
rine engages dans une ehaine polypeptidique, le reste de shine pou- 
vant Atre terminal (I ou 11) ou inshre dans la chaine (111). 

I I I I 
R CH,-OPO,H, CH2-OP0,HL R 

H,N--CH-CO-KH---CH. . . . . . CH-CO-NH-CH-COOH 
I TI 

R, CH,-OPO,H, R, 
I I I . . . CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH . . . 

I11 

l) IX: Helv. 39, 1461 (1956). 
2) D’aprBs les travaux d’E. Bamann, cette catalyse rappelle considkrablement I’ac- 

tion des phosphatases; voir p. ex. E.  Bnmann, H .  Trapmnnn & A. Schuegraf, Chem. Ber. 
88, 1726 (1955). 
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Nous avons d&s lors examine si la presence d’une unique fonction 
amino, acylBe ou non, ou d’une unique fonction carboxyle, libre ou 
transformde en amide, dans le voisinage d’un groupement monoester 
phosphorique avait un effet marque sur l’hydrolysabilite de ce dernier, 
et ceci B plusieurs pH. En  effet, la relation entre vitesse d’hydrolyse 
des monoesters phosphoriques et le p H  est particulihrement compli- 
qu6e. Cette vitesse est generalement assez grande en milieu trBs acide, 
passe par un minimum B un pH de l’ordre de 0 pour atteindre un 
maximum a pH 4,5; ensuite elle diminue de nouveau avec l’augmen- 
tation du pH (un deuxikme minimum du c6tB alcalin n’a guhre B t B  
observe jusqu’h present; nous en avons trouve par contre au moins 
deux exemples dans les derives 6tudies dans ce memoire; nous revien- 
drons ulterieurement sur ce point). Cette relation si compliquee entre 
vitesse d’hydrolyse et pH nous semble devoir &re rattachee B l’exis- 
tence de plusieurs types de reactions de scission B effet hydrolytique: 
acidolyse, hydrolyse proprement dite, basolyse et halolyse, types qui 
ont Bt6 mis en evidence ant6rieurement3). Dans ces conditions, il est 
k prevoir que l’effet inhibiteur ou ace616rateur de facteurs structuraux 
sur l’hydrolyse de groupements esters phosphoriques peut varier en 
fonction du pH; voici pourquoi nous avons en principe Btudi6 les vi- 
tesses d’hydrolysc de nos derives B trois pH: en milieu acide (ClH n.), 
au pH 4,s (pH de neutralisation de la premihre fonction acide d’un 
reste phosphorique monoesterifid et en mBme temps pH ou la courbe 
des vitesscs d’hydrolyse en fonction du pH passe generalement par 
un maximum) et en milieu alcalin (NaOH n.). 

Les vitesses d’hydrolyse ont 6tk d6terminkes b looo, en solution dkcimolaire en ester 
phosphorique, sans addition de tampon. En effet, les ions apportks par les substances 
tampon peuvent avoir une action assez marquee sur la vitesse d‘hydroly~e~). Dans les 
limites de prkcision de nos mesures, nous pouvions d’ailleurs renoncer b l’emploi de subs- 
tances tampons, comme le montrent les considerations suivantes. Le pH 4,5 correspond 
b la neutralisation d’un premier kquivalent acide du reste phosphorique present. A ce pH, 
la mise en liberti: d’une troisikme fonction acide de la molkcule PO,H, n’a pratiquement 
aucun effet sur la concentration en ions H., la constante de dissociation k, de l’acide ortho- 
phosphorique &ant de 4,8 x 10-13. Des mesures du pH avant e t  apres hydrolyse ont 
confirm6 cette prkvision. A fortiori, il en sera de mbme en milieu chlorhydrique n. Quant 
au pH en milieu NaOH n., la concentration molaire de la soude caustique ktait 10 fois 
plus klevke que celle de l’ester phosphorique. Mbme si apres hydrolyse integrale la totalit6 
des fonctions acides libkrkes Btait neutraliske - ce qui n’est pas le cas vu la trds faible 
acidit6 de la troisieme fonction acide de PO,H, - cela n’aurait fait disparaitre au maxi- 
mum que des ions OH‘ presents au dkbut, ce qui correspond b une diminution thko- 
rique maximum du pH de 0,05 unit6s. Dailleurs, dans le cas des dBriv6s phosphorylks ne 
comportant aucun autre groupement hydrolysable, la marche de l’hydrolyse a effective- 
ment present6 toujours l’allure d’une reaction du premier ordre si Yon fait abstraction 
d’une lkgdre inhibition de l’hydrolyse b partir d’environ 80% de scission, due i l’appari- 
tion en concentration croissante d’ions orthophosphoriques. 

3, E .  Cherbuliez & J.-P. Leber, Helv. 35, 2589 (1952). 
4, Dans le cas des esters phosphoriques, v. p. ex. E. Cherbuliez & GI. Gandillon, 

Arch. Sci. 9, 103 (1956). 
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A titre d’exemple, nous donnerons dans la fig. 1 la representation graphique de la 
marche de l’hydrolyse de l’acide amino-ethyl-phosphorique 0,l-n. au p H  4,5, selon 1’6qua- 
tion log [a/(a-x)] = k .  t. La droite represente la courbe theorique. On constate d u n  cBtk 
que, aux trks faiblcs pourcentages d’hydrolyse, il y a de legers Bearts dus ii l’imprbcision 
des determinations de l’acide phosphorique mis en libertk en trbs petite quantit6; mais on 

Produit ajouti! 

(yo hydrolyse . . . 

- Colamine Colamine 0,l-m. PO,H,Na 
0,l-m. + PO,H, 0,l-m. 0,l-m. 

- 

51 50 48 I 48 

Mode opdrutoire. 
a) Prdpurution des solutions: Dans le cas des acides aminoalcoyl-phosphoriques libres, 

on a dissous dans un ballon jaugi! de 25 mlO,0025 moles de l’acide, respectivement dans 
ClH n., H,O (puisqu’une fonction acide est b1oqui.e par le groupe - NH,) e t  NaOH n. 
Cette quantitk de solution permet de remplir, ii l’aide d’une pipette, 12 ampoules en verre 
neutre (Iena) de 2 ml de capaciti?, qu’on scelle ensuite. 

A partir des sels do baryum des derives phosphoryl6s ii fonction NH, acylee, nous 
avons procede conime suit: solution dans C1H n.: 0,002 moles de sel sont dissous dans 
10 ml ClH 2-n., additionnes d’une quantite Bquivalente de SO,H, 2-n. (klimination de l’ion 
baryum), centrifuges pour la separation du sulfate de baryum et ramenks au volume de 
20 ml avec l’eau de lavage du culot de sulfate de baryum. Solutions de pH 4,5 : 0,002 moles 
de sels sont suspendus dans quelques ml d’eau, on ajoute de nouveau la quantith calculke 
de SO,H, 2-11., centrifuge pour skparer du sulfate de baryum, ajoute la quantite deNaOH 11. 
necessaire pour neutraliser la premikre fonction aride de ces esters e t  porte le volume de 
la solution ii 20 in1 par addition d’eau. Solutions dam NaOH n. : on prepare une solution 

Pig. I .  
Hydrolyse de l'acide amino-2-6thyl-phosphorique 

Chiffres en 76 : Degrks respectifs d'hydrolyse atteints aux temps t. 

constate aussi, aux degrbs d'hydrolyse klevks, un kcart syst6matique vers des valeurs trop 
faibles, kcart qui va en croissant. Cet &art est effectivement dG l'intervention d'ions ortho- 
phosphoriques comme le montre le tableau 1 dans lequel sont consign& les degr6s d'hydro- 
lyseobservh, toujoursaupH4,5, avec del'acide amino-dthyl-phosphorique0,l-m. addition& 
ou non de colamine, de colamine + acide orthophosphorique, c t  finalement de phosphate pri- 
maire de sodium, toujours 8. la concentration de 0,l-m. La colamine est sans effet mais l'ad- 
dition d'ions phosphoriques provoque une diminution perceptible de la vitesse d'hydrolyse. 

Tableau 1. 
Hydrolyse de H,K-CH,-CH,-OPO,H, 0,l-m. au pH 4,5, 

avec et sans produits aiouth,  en 7 h A looo. 

droite correspondant A t+ = 6,9 h. 
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de 0,002 moles de l’acide libre comme on vient de le dkcrire, puis ajoute 10 ml NaOH 2-n. 
c t  amkne le volume b 20 ml avec de l’eau. La mise en ampoules de ces solutions s’est faite 
comme decrit plus haut. 

b) Mesures cindiques. Les ampoules ktaient chauffhes dans un bain d‘huile thermo- 
statisk b looo 0,lO. La dktermination de l’acide phosphorique liberk Btait faite dans des 
ampoules prklevkes b des intervalles de temps appropries, par l’une des mkthodes suivantes. 

lo Titrage direct de l’acide phosphorique selon BrunishoZz5): on neutralise la solu- 
tion B l’orangk de mhthyle (neutralisation de la premiere fonction acide, soit de l’acide 
orthophosphorique libre, soit du reste ester orthophosphorique) ; on ajoute un ex& de 
nitrate d’argent e t  on neutralise au rouge de chlorophenol (pH = 7)  l’aciditk qui corres- 
pond la deuxieme fonction acide des groupes phosphoriques estkrifies ou libres, ainsi 
qu’b l’acidit6 resultant de la transformation de l’acide orthophosphorique en phosphate 
triargentique insoluble. Comme on connait la quantite de groupements phosphoriques 
presents dans la prise, on peut calculer la part affkrente b I’acide orthophosphorique libBrk 
dans ce titrage. Comme ici la premiere neutralisation au pH 4,6 se fait b un pH diffkrent 
de celui de la deuxikme neutralisation (pH 7), et  que Yon travaille en presence d’acides 
alcoylphosphoriques dont les sels restent en solution, il faut tenir compte du fait qu’b ce 
deuxiame pH, la totalit6 do la deuxieme fonction acide des restes monoesters phosphori- 
ques n’est pas completement neutralishe (effet tampon). I1 faut donc Btablir des courbes 
d’etalonage en titrant de la maniare decrite des melanges en proportions connues d’acide 
nlcoylphosphorique et  d‘acide orthophosphoriquee). 

2O Titrage de l’acide orthophosphorique liberk, isole sous forme de phosphomolyb- 
date d’ammonium. Crtte separation a 6tB rkaliske dans la plupart des cas par prkcipitation 
b la mixture magnksienne, les vitesses d‘hydrolyse en milieu alcalin ktant gen6ralement 
petites. Le precipitk ammoniacomagnesien a &ti. transformi! en phosphomolybdate d’am- 
monium pour sa determination acidimbtrique (dissolution dans un excbs connu de soude 
caustique et  titrage de l’excbs d‘alcali en presence de formol neutralisk bloquant l’am- 
moniaque). Lorsque la vitesse d‘hydrolyse alcaline ktait appreciable, nous avons precipite 
d’emblke l’acide phosphorique lib%, comme phosphomolybdate d’ammonium en milieu 
nitrique. Comme les prises 6taient portkes au moins au dBcuple de leur volume pour cette 
operation, la concentration en ions C1’ n’ktait pas ghnante dans le cas des solutions chlor- 
hydriques. 

Pour le contr6le de l’allure de la reaction e t  pour la determination du temps de demi- 
hydrolyse, constant pour une reaction de premier ordre, nous avons trace la courbe du 
logarithme de la concentration de l’ester en fonction du temps, qui donne une droite pour 
une reaction de premier ordre. La pente de cette droite permet de calculer k et  le temps 
de demi-rkaction t )  = 0,693/k. Les temps de demi-hydrolyse sont exprimes sauf indication 
speciale en heures. Sauf pour les hydrolyses en milieu alcalin, oh b de rares exceptions 
pres cette vitesse est tres faible, nous avons suivi l’hydrolyse jusqu’b disparition de 90 
b 95% des fonctions ester. 

Dans le cas des dkrivks acylks des acides aminoalcoyl-phosphoriques, nous avons 
suivi en outre l’hydrolyse de la fonction acylamine par titrage au formol des fonctions 
amino mises en libertk. 

II. Effets d’une fonct ion amino, libre ou acyle’e, sur Phydrolysabilite’ des 
acides monoalco yl - p  hosp horiques. 

La prkparation des acides aminoalcoyl-phosphoriques et  de leurs derives respective- 
ment acktylks, benzoylks et tosylks a Bt6 decrite antkrie~rement~). 

5, G. Brunisholz, Helv. 30, 2028 (1947). 
6, Du fait que CherbuZiez & Bouwier, Helv. 36, 1200 (1953), n’ont pas tenu compte 

de cette circonstance, leurs donnkes numkriques concernant les vitesses d’hydrolyse des 
acides amino-2-ethyl-phosphorique et amino-3-propyl-phosphorique sont entachhes d’er- 
reurs systkmatiques (degrks d‘hydrolyse trouvks trop forts). 

7 )  E. Cherbuliez & J .  Rabinowitz, Helv. 39, 1455 (1956). 
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Les acides propyl- a hexyl-phosphoriques lion substitubs que nous avons examines 
a titre de comparaison, ont kt6 prkpares comme suit. 

10 g de l’alcool correspoiidant sont chauff6s 5 h dans un bain de 100” sous forte 
agitation (pour les alcools superieurs) avec 50 g d‘acide polyphosphorique (n env. 2,7). 
Le produit refroidi est repris par de l’eau, neutralis6 au carbonate de baryum et A. la baryte 
au pH 8,5. Le filtrat et les eaux de lavage (600 i 700 ml) sont concentrks i chaud. Les 
monoalcoylphosphates de baryum, moins solubles a chaud qu’& froid, sont filtrks chaud 
et  lavks i l’eau bouillante. Sans r6cupkration du produit adsorb6 sur le precipiti. de poly- 
phosphates et de phosphate de baryum, on obtient des Iendements qui, de l’acide propyl- 
phosphorique li. l’acide hexyl-phosphorique, tombcnt de 35 a 15 76. Nous avons obtenu 
ainsi des sels anhydres que nous avons caractkrisbs par le dosage du phosphore, du baryum 
et  la determination du poids molkculaire par titrage diffkrenticl entre la neutralisation du 
prcmier e t  celle du deuxibme equivalent acide (voir tableau 2).  

Tableau 2. 
R-OPO,Ba. 

p. mol. R 

CHZ-CHz-CH2- . . . 11,2 11,3 49,9 49,7 275,3 273,8 

CH3-(CH2)2-C€L- . . 10,7 10,9 47,5 47,3 289,3 287,2 

CHa-(CH2)Z-CH2- . . 10,2 10,O 45,3 45,O 303,3 300,s 

~ _ _ _ _ _ _ _ - _ _ _  

_ _ _ _ _ ~ _ _ _ ~ _ _ _  

I CHZ-(CHz)4-CH2- . . I 9,771 9,701 43,3 I 42,9 I 317,31 314.01 

Le tableau 3 contient les tlonnkes numdxiques les plus importantes 
rhultant de nos essais. 

Observations concernant les rtsultats obtenus acec les acides ac ylaminoalcoyl-phospho- 
r iqws.  L’hydrolyse de ces substances comporte 4 reactions, soit simultan6es, soit suc- 
cessives : 

T. Xcyl-NH-R-OPO~H~+ HzO = Acyl-NH-lt-OH+ P04HZ (k,) 
11. Acyl-NH-R-OH+ HZO = H2N--K-OH+ Acyl-OH (kid 

IV. H,N-R-OPO,H, + H,O zz= HJ-R- OH + P04H, (kIV) 
111. Acyl-NH-~OP03Hz + H,O = H,N--K-OPO,H, + Acyl-OH 

L‘etude complbte de ce systkme exigerait la determination de 4 doiin&s indbpen- 
dantes et poserait un problbme mathkmatique assez compliqui.. Comme seule une acci.16- 
ration marquee de la scission de la fonction ester phosphorique selon 1’6quation I par rap- 
port, a la scission selon I V  (dont nous connaissions les constantes) nous intkressait ici, nous 
nous sommes contenths de dbterminer, d’un cBtk la vitesse de l’apptlritiou de PO,H, (reac- 
tions I + I V )  et, de I’autre, celle de la formation de fonctions NH, (rkactions TI+III). 
Lorsque BI > klv, et que l’on calcule des constantes de reaction du premier ordre d’aprks 
les valeurs observees, on trouvera pour ti un chiffre inf6rieur L tk de la reaction IV, et 
ceci d’une manibre d’autant plus marqu6e que la dktermination du degrk d’hydrolyse aura 
k t k  faite apr&s un laps de temps plus court; le chiffre ainsi obtenu constitue kvidemment 
une limite supkrieure en-dessous de laquelle se trouvera la valeur vraie de tf pour la 
rhaction I. Linverse est le cas si kI < kIv. Ce n’est que lorsque l’hydrolyse de la fonction 
amide selon I11 est tr&3 rapide par rapport a celle de la scission de la fonction ester phos- 
phorique selon I (krrr > kI), que l’on ne peut plus tirer de conclusions quant au t+ de la 
rkaction I, ce qui est indique dam le tableau par #pas d6terminable)r. C’est ce qui se produit 
notamment en milieu CIH n. e t  surtout NaOH n. pour la plupart des derives ac6tyl&s, parmi 
lesquels nous ne donnons des rksultats que pour l’acide ac6tylamino6thyl-phosphorique. 

(kI11) 
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Tableau 3. 
XHN-R-OPO,H,, temps de demi-hydrolyse, en h, en solution 0,l-m. i looo. 

1849 

38 
16 

-- 
58 
31 

~- 

- 

Position du 
:roupe XHN- 

dans R 
- 

2 
2 

2 

2 

2 

cob) - 20000c) 

c o b )  

3300 

pas 
dkterminable 

> 3300O) 

- 
3 

-~ 
40 
25 

32 

- 
4 

4 

4 

cob ) - 10000 

Pas 
determinable 

~ 

6 

XHN-R-- 

CH,-CH,--") 
HzN-CH2-CHz- 
CH3-CHz-CH-CHz- 

hH,  
CH,-CH,- 
h~-COCH, 

NH--COC,H, 
CH,-CHZ- 

CH2-CH2- 
NH-to8 yl 

I 

CH3-CHz-CH2- 
CHz-CHz-CHz- 

I 
NH, 

CH3-(CH,),-CH2- 
CH,-(CH,)Z-CHz- 

I 
NK, 
CH2-(CHz)z-CHz- 
NH-COCCH, 
CHz-( CH2)2-CH2- 
NH-tosyl 

CH3-(CHJJ-CHA- 
CHz-( CHJ3-CHZ- 

NHZ 

I 

I 

I 

CHz-(CH2)3-CHz- 
~H-COC,H, 

CH3-( CHz)4-CHz- 
CHz-( CH2)4-CH2- 
I 

NH, 

CIH n. 

46 
30 
31 

- - 4  

1,s 

63 

69 
65 

~~ 

115 
120 

CC 120 

- 

70 
76 

77 

90 
82 

Milieu 

pH = 4,5 I NaOH n. 

31 
7 
7 

13 

13 

13 

pas 
dbterminable 

Pas 
determinable 

cob)") 

") Di'ji btudii., notamment par J .  Desjobert, C. r. hebd. Seances Acad. Sci. 
224, 275 (1947). Nos chiffres pour CIH n. et pH 4 3  sont tires des observations 
de Desjobert. 

b) 00 signifie qu'aprh env. 1000 h, il n'y a pas de quantites dosables de PO,H, 
libBr6, ce qui correspond 

c )  Les indications de Cherbuliez & Bouvier, Helv. 36,1200 (1953), concernant 
l'hydrolysabilit6 de ce corps sont erronees (voir6)); nous aivons pu confirmer au 
contraire la grande stabiliti: de l'acide aminoethyl-phosphorique en milieu alcalin, 
observee d6j8 par R. H. A. Plimmer & W .  J .  N .  Bureh, Biochem. J. 31, 398 (1937). 

d, En milieu alcalin, la fonction tosylamino est hydrolys6e Q env. loo/, en 
une semaine. 

une hydrolyse de moins de 1 yo, soit i tfr > 50000 h. 
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En milieu chlorhydrique normal, les monoesters phosphoriques 
des alcools aliphatiques primaires B chaine non ramifiee prbsentent 
une hydrolysabilite faible et qui passe par a n  minimum pour C, suivi 
d’un faible relevement pour C , ;  il est inthessant de noter h ce sujet 
clue selon Plimiiaer & Btuch*) ,  l’acide cbtyl-phosphorique se comporte, 
en ce qui concerne son hydrolysahilit6, pen prBs comme les acides 
propgl- et butyl-phosphoriques. Au pH 4,5, on observe une variation 
analogue des temps de demi-hydrolyse, d’ailleurs nettement plus 
courts que pour le milieu chlorhydrique. En  milieu NaOH n., on trouvc 
partont une vitesse d’hydrolysc extrkmcment petite, en confirmation 
de ce qui a 6 t b  observe antbrieurement. 

L’introduction, dans la chaine aliphatique, d’une fonction amino 
en position 2 provoque une nette augmentation de l’hydrolysabilitb, 
que l’on peut chiffrer pour le milieu chlorhydrique et pour le pH 4’5; 
en milieu alcalin, la vitesse d’hydrolgse, de non mesurable dans nos 
conditions de travail, devient, mesurable. En  milieu chlorhydrique, cet 
effet aec614rateur disparait presque entibrement dBs le passage de la 
position 2 B la position 3 ou B une position plus Bloignke; au pK 4,% 
l’effet diminue d’intensiti: avec l’sugmentation de la distance entre 
fonction ester phosphorique et gronpe amino, mais se fait sentir encore 
jusqu’a la position 5 ;  en milieu NaOH n. on constate un maximum 
d’hydrolysabilit6 pour l’acide amino-4-butyl-phosphorique. Toute- 
fois les vitesses d’hydrolyse en milieu alcalin restent toujours tres 
f aibles. 

La substitution de la fonction amino placee en 2 ,  par le reste 
acBtique ou benzoique se traduit par une augmentation de l’effet 
labilisant du groupe amino, pour le milieu acide, et par une diminution 
de ee m$me effet au pH 4 4 ;  en milieu NaOH n., il n’y a en tous cas 
pas d’acc618ration marquee de l’hydrolyse de la fonction ester phos- 
phorique, qui reste toujours trBs petite par comparaison B celle de la 
fonction amide carboxylique. Avec l’augmentation de l’ecart entre 
fonction amino acylbe et fonction ester phosphorique, ces effets dis- 
paraissent. Quant h la tosylation (lie la fonction amino, elk se traduit 
par une diminution de l’hydrolysahilit6 par rapport B celle du d6riv6 
non tosyl6. 

En  resume, on constate que, si la presence d’une fonction amino 
en 2 par rapport a une fonction ester phosphorique se traduit par une 
certaine labilisation de la fonction ester phosphorique et si cette labili- 
sation est accentu8e en milieu acide ou au pH 4,5 par la transformation 
du groupe amino en amide carboxylique, ces effets sont peu marques 
en milieu alcalin et ne sauraient expliquer l’alcalino-labilit8 des fonc- 
tions ester phosphorique de certaines phosphoprot6incs et phospho- 
peptones. 

*) R. H .  A. Plirnrner d. W .  J .  N .  Burclr, J. chem. SOC. 1929, 289. 
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5 
5 

18 
- 
18 

-. 

I I I .  Z f f e t  d’u.ne jof ict ion carboxyle ( O I L  resp. carbalcoxy, carbarnido et 
nitri le) sur l’h ydrol ysahilite’desacides.rrLonoalco yl (ou ary1)-phosphoriques. 

Le tableau 4 r6sume nos observations faites avee quelques mono- 
esters phosphoriques posskdant, en o! ou en ,!? par rapport B l’hydroxyle 
phosphorylh, une des fonctions mentionnees dam le titre. En  outre, 
nous avons examine l’hydrolyse du dkrivh phosphoryle d’un acide 
hydroxy-sulfonique, soit l’acide iskthionique phosphoryW”). 

Tableau 4. 
Acides carboxy-, carbamido-, nitrilo- et sulfoxy-phosphoriques, temps de demi-hydrolyse, 

en h, en solution 0,l-m., A looo. 

- 800 
< 20 

4 
<0,5 
N 0,07 (- 4 mi%) 

1,25 

Substance 

H,O,POCH,COOH 
H,O,POCH,CN 

H,O,POCH,CH,COOH 
H,O,POCH,CH,CONHC,H, 
H,O,POCH,CH,CK 

H,O,PO, ,COOH 

\\ / \  
\ /  

H,O,PO, ,CONH, 

/ \  
\- //’ 

H,O,PO 

ClH n. 

13 
13”) 

23 

25 
- 

H,O,POCH,CH,SO,H 1 48 

Milieu 

<0,3 

<0,07 (< 5 min) 

13 I 82 

”) En 1 h, 75% de la fonction C r N  sont hydrolysBs. 
b) Hydrolyse assez rapide. 

La preparation des corps en question est d4crite dans un mBmoire 
anterieurl), B l‘exception de celle de l’anilitie de l’acide p-hydroxypro- 
pionique phosphoryl6. Pour ob tenir ce t acid e c arbanilido - 2 - h thyl- 
phosphorique A partir de l’acide carboxy-2-Bthyl-phosphorique dhjh 

8a) La description de la preparation de l’acide isethionique phosphorylk, donnee 
dam le memoire cite sous I), comporte une erreur: pour obtenir ce produit, on chauffe 
de l’acide isethionique 6 h A 100° avec de l’acide polyphosphorique, suns ajouter du 
inPthunoZ (ce dernier serait Bgalement phosphoryle, ce qui compliquerait inutilement 
l’isolement du produit cherche); l’isolement du produit se fait SOUR forme de sel sesqui- 
barytique selon notre technique habituelle. 
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d6crit, nous avons tir6 profit du fait que, contrairement aux fonctions 
carboxyle, les fonctions acides B atome central coordinativement sa- 
tur@e (SO,H,, ac,ides sulfoniques, PO,H,) ne rkagissent que tr&s 
lentement arec le chlorure de thionyle. En chauffant, moderhment un 
acide carboxyalcoyl-phosphorique avec SOCl,, on r6alise effectivement 
avant tout la transformation du carboxyle en chlorure d’acide, sans 
alteration du groupe -POSH,. Le produit brut de cette reaction, trait6 
par de l’aniline, a fourni l’anilide en question. Le rendement trks 
modeste en produit fina.1 ( 7  o/o) pourrait certainement 6tre amPlior6. 

Sel de Ba de l’acide carbaniliclo-8-dthyl-phosphorique, C,H,NHCOCH,CH,OPO,Ba. 
A 3,7 g (0,Ol mole) de carboxy6thyl-phosphate sesquibarytique on ajoute 15 ml SO,H, 1-n. 
pour Bliminer l’ion Ba++. Aprh centrifugation, on chasse l’eau sous pression rdduite. Le 
rhsidu (qui ne contient que des traces de phosphore min6ral) est chauffi: 3 h 8. 50° avec 
6 ml de SOC1,. On chasse ensuite dans lo vide l’excbs du chlorure de thionyle, dissout 
le r6sidu dans du benzbne anhydre, ajoute 2 ml d’aniline sbche et  chauffe 30 min & reflux. 
La solution est filtrhe du chlorhydrate d’aniline pr6cipit6, le filtrat est d6barrass6 du reste 
d’aniline par lavages r6pkti:s 8. l’acide chlorhydrique dilud, puis on evapore sous vide la 
solution benzknique shchee. Le rdsidu, qui prdsente en quantiths &gales deux acidit6s ti- 
trables resp. & l’orangd de mdthyle et & la phholphtaldine, est repris dans peu deau et  
neutralis6 8. la ph6nophtalbine par de l’eau de baryte. On filtre, concentre le filtrat sous 
vide et prhcipite le sel barytique cherchi:, par addition de 4 vol. d’alcool; rdt 0,3 g (6,8%). 
Le sel contient 4 mol. d’eau de cristallisation. 

C,H,,O,PiPBa, 4H,O Calculi: IT 3,lO P 6,8B Ba 30,4;/, p. 6q. 452,3 
’rrouvi. ,. 3,02 ,, 6,89 ,, 30,6q.;, ,, ,, 449 

Remarques coneemant les ddterminutions des temps de demi-hydrolyse. A titre de com- 
paraison avec les observations consignhes au sujet des acides alcoylphosphoriques aminks, 
nous avons travail16 dans les memes conditions, et notamment 21 1000, quoique pour cer- 
tains d6riv6s 6tudiQs ici, les vitesses d’hydrolyse fussent trop grandes pour pouvoir ktre 
mesurbes avec prkcision. Ceci est notamment le cas pour les deux derives 8. fonction nitrile. 
E n  outre, lors de l’hydrolyse alcaline, les d6riv6s phosphoryles posshdant en plus une 
fonction amide ou nitrile subissent relativement rapidement, 8. c8th de la scission de la 
fonction ester phosphorique, une transformation resp. de COKH, en COOH et  de CN suc- 
cessivement en CONH, et  en COOH; ces transformations aboutissent chaque fois & des 
ddrivds phosphoryles chez lesquels l’hydrolyse du groupe ester phosphorique est plus lente 
que dans la moldcule primitive (voir la discussion de ces cas 8. la p. 1848). En calculant 
des ((constantes devitesse de reaction du premier ordrea d’aprbs le taux de liberation de 
PO,H, A partir du temps 0, on trouve donc des valeurs ddcroissantes - et pour les temps 
de demi-scission th, des valeurs croissantes - avec l’accroissement du temps ; t+ trouvi: 
au temps le plus court est le plus petit e t  constitue une limite suphrieure de la valeur vraie 
clu temps de demi-scission du groupe ester phosphorique. 

Dans le cas du phospho-salicylonitrile, qui nous a semblh particulibrement int6res- 
sant, nous avons fait un nombre suffisant de mesures apr&s des dur6es d’hydrolyse com- 
prises cntre 9 et  52 min, pour pouvoir prochder & une extrapolation graphique au temps 
zero (voir fig. 2). 

Quoique l’htude de l’effet des fonctions carboxyle, etc. ait 6th 
pousse jusqu’a prBsent beaucoup moins loin que celle de l’effet d’une 
fonction amino, les r6sultats acquis sont assez nets pour qu’on puisse 
en tirer les conclusions suivantes. 
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E n  mi l ieu  acide et aic pH 4 ,5 ,  les vitcsses d’hydrolyse du groupe 
ester phosphorique des ddrivds aliphatiques comportant encore une 
fonction carboxyle ou nitrile sont de l’ordre de celles qui ont dti! cons- 
tat4es pour les ddrivds analogues, dans lesquels le groupe resp. COOH 
et CW est remplacd par NH,. 

En milieu aZcaZin, il y a accroissement net de la vitesse dc scission 
de l’ester phosphorique, pour les di!rivBs dans lesquels la fonction 
COOH ou CN est port& par l’atome de carbone hydroxyld (ddrivds 
d’un acide a-hydroxy-carboxylique), par rapport a la trbs difficile hy- 
drolyse alcaline des acides alcoyl-phosphoriques non substitu6s j mais 
IPS vitesses d’hydrolyse restent 
milieu acide. 

en-dessous de ce qu’elles sont en 

ro 30 50 m;n 
dur& d@dro/yse t 

Fig. 2. 
Dhtermination du temps de demi-hydrolyse tt de la fonction ester phosphorique du phos- 

phosalicylo-nitrile, par extrapolation graphique (- - -). 
Chiffres en yo : Degrhs respectifs d’hydrolyse atteints aux temps t. 

Par contre, l’effet de la fonction COOH devient trks niarqud 
quand il s’agit de derives d’acides j3-hydroxy-carboxyliques, type au- 
quel appartient prkcisdment la phosphosdrine : le temps de demi- 
hydrolyse alcaline de 4 h trouvd pour le dbrivd phosphoryle de l’acide 
j3-hydroxypropionique est tout-&-fait dc l’ordre de grandeur trouvB 
pour la phosphosdrine dans des conditions analogues 9). Le remplace- 
ment de COOH par une fonction amide (seul exemple Btudie: un ani- 
lide) se traduit par une augmentation considkrable de la vitesse d’hy- 
drolyse - tout comme les phosphos6ryl-peptides sont plus hydroly- 
sables que la phosph~sdrine~). Le groupe nitrile finalement a un effet 
extraordinairement marqiid puisque le temps de demi-scission dkphos- 
phorylante tombe B environ 4 min dans nos conditions de travail. 

9, Th. Posternak & H.  Pollaczeck, Helv. 24, 1190 (1941); la phosphos6rine est hydro- 
lysbe de 7 O / ,  en 24 h en milieu NaOH 0,2511. & 37O. 
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C’est intentionellement que nous employons le terme de scission 
dBphosphorylante dans le cas des dBrivBs A fonction nitrile en @ par 
rapport au groupe ester phosphorique. En  effet, on peut se demander 
s’il s’agit d’une v6ritable hydrolyse - suivie Bventuellement d’une 
dBshydra tation du nitrile ,d-hydroxypropionique en acrylonitrile - ou 
si en realit6 il y a Blimination en CX-P avec formation d’un d6rivP acry- 
lique; dans l’hydrolyse alcaline do peptides h restes de phosphoskrine, il 
se forme effectivement do l’acide pyruvique et de l’ammoniaque. 

Nous n’avons pas prBcis6 ce point dans le cas du dBriv6 phospho- 
rylB de l’acide p-hydroxypropionique, car nous avons pr6fBr6 Btudier 
le comportement d’un acide /?-hydroxy-carboxylique phosphorylb, 
constituh de telle maniPre qu’une K-B Blimination de PO,H, fiit im- 
possible, et nous nous sommes adressBs aux d6rivi.s phosphoryles resp. 
de l’acide, de l’amide et du nitrile salicyliqum. Nous n’avons pas PtudiB 
de plus l’hydrolyse acide ou au pH 4’5, qui sont relativement rapides. 
Mais la scission alcaline dbphosphorylante resp. du dBrivb de l’acide, 
de l’amide et du nitrile est chaque fois encore plus rapide que celle des 
d4rivBs correspondants de l’acide P-hydroxypropionique, et il s’agit 
d’une hydrolyse puisyue I’on obtient en fin de eornpte dans chaque 
cas intbgralement de l’acide salicylique. L’activation consid6rable de 
l’hydrolyse alcaline de la fonction ester phosphorique, produite B, des 
degrBs croissants par un groupement COOH, CONH, et CN en posi- 
tion p,  nous semble done Btablie. 

Quant au mBcanisme de cette activation, sur lequel nous nous 
proposons de revenir dans un prochain mBmoire, nous voulons noter 
ici uniquement ceei que le caracthe de non saturation coordinative des 
fonctions COOH, CONH, et CN - partieuliBrement marque pour CN 
qui est le plus setivant - semble &re un facteur essentiel dans cette 
activation, l’isostkre soufr6 du dBriv6 phosphoryld de l’acide ,&hydro- 
xypropionique, l’acide phospho-iskthionique H,O,POCH,CH,BO,H, 
Btant hydrolys6 en milieu alcalin 20 fois plus lentement que le dBrivB 
phosphorylB de l’acide hydroxypropioniqne. 

SUMMARY. 

The hydrolysis of different slkyl phosphoric acids substituted 
with free or acylated amino functions or with one of the following 
groups: -COOH, -CONHR, -CN in N HC1, at  pH 4.5 and in N 
NaOH is studied. 

The influence of free or acylated amino functions on the rate of 
hydrolysis of the phosphoric ester bond is not very pronounccd, but 
the carboxyl group or its derivatives have a marked effect on the ease 
of hydrolysis in alkaline medium when these groups are situated in 
@-position to the phosphorylated hydroxyl. This effect increases 
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in the order -COO€€ < CONHR < CN : the phosphorylated ,9-hydro- 
xypropionitrile H,PO,-OCH,CH,CN is dephosphoryhted to the extent 
of SO”/” a t  l ooo  C. in N NaOE-1 in about 4 minutes. This dephosphoryl- 
ation is considered t o  he B hydrolysis (and not a ,&elimination) as 
phosphosalicylonitrile - which is not capable of undergoing a p-eli- 
mination --is hydrolyzed with the same ease. 

The possible incidence of these findings on the interpretation of the 
case of alkaline dephosphorylation of phosphopeptides is emphasized. 

Laboratoire de chimie organique et pharmaceutique 
de l’Universit8 de GenBve. 

220. Uber die Papierchromatographie 
der 4-Aryl-2-hydroxy-tetronimide und der 

5,6-Diaryl-3,4,5-trihydroxy-5,6-dihydro-2-pyronimide. 
7. Mitteilung iiber Reduktone’) 

von H. Dahn und H. v. Castelmur. 
(3.  IX. 56.) 

In  fruheren Mitteilungenl) ,) berichteten wir, dass aus aronia- 
tischeii oder heterocyclisch-aromatischen Aldehyden mit Glyoxal- 
hydrogensulfit und Cyanidionen in wasseriger Losung je nach Mengen- 
verhaltnis 4-,4ryl-2-hydroxy-tetronimide (I) oder 5,6-Diaryl-3,4,5- 
trihydroxy-5,6-dihydro-2-pyronimide (11) oder Gemische von beiden 
entstehen. Da diese beiden Reduktonarten einander in Loslichkeit 
und allgemeinen chemischen Eigenschaften nahe stehen und da die 
Smp. infolge der begleitenden Zersetzung nicht besonders charakte- 
ristisch sind, lag es nahe, eine Unterscheidung von I und I1 mit Hilfe 
der Papierchromatographie z n  versuchen. Diese war ferner besonders 
notig, wenn man unter Variation des Aldehyds R -CHO neue Reduk- 
tone vom Typus 1 oder I1 herzustellen versuchte und dahei keine 
direkte Kristallisation erhielt ; denn da die gleichzeitig anwesenden 
Sulfit- und Hydrogensulfitionen die Reduktone dem direkten quali- 
tativen Naehweis in der Losung entziehen, musste auf andere Weise 
entschieden a-erden, ob sich iiberhaupt ein Redukton gebildet hatte. 
Das gewahlte Verteilungssystem sollte diese Tonen moglichst voll- 

l) 6. Mitteilung: H. Dahn, 22. Fischer & Lotte Loewe, Helv. 39, 1774 (1956). 
2) H.  Dahn, J .  S. Lawendel, E. 3’. Hoegger & E. Schenker, Helv. 37, 1309 (1954). 




