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112. Recherches sur la formation et la transformation des esters XXI?)

Sur la phosphorylation des hydroxynitriles et sur
la vitesse d’hydrolyse des dérivés phosphorylés obtenus

par Emile Cherbuliez, G. Cordahi et J. Rabinowitz
(7 111 60)

On sait que la phosphorylation des hydroxy-acides ne peut pas se faire directement
avec les agents phosphorylants usuels tels que l'acide polyphosphorique?), 'oxy-
chlorure de phosphore?), etc., étant donné que dans ce cas le réactif phosphorylant
réagit presque exclusivement comme agent déshydratant, favorisant ainsi I'estérifica-
tion inter- ou intra-moléculaire des groupes -COOH avec les groupements hydroxyle.

Par contre, si I'on fait réagir ces mémes agents phosphorylants sur les hydroxy-
esters, les hydroxynitriles et les hydroxy-amides correspondants, la phosphorylation
se fait en général avec un bon rendement et il ne reste plus qu’a soumettre les dérivés
phosphorylés obtenus 4 une hydrolyse sélective, & un pH tel que I'’hydrolyse des
groupements —-COOR, C=N et ~-CO-NH, s’accompagne d’un minimum d’altération
de la fonction ester phosphorique. Cette dernieére étant en général stable en milieu
alcalin, c’est donc ce milieu qui convient le mieux a cette hydrolyse sélective, sauf
lorsque le groupement —COOR, -C=N ou ~CO-NH, se trouve en f par rapport au C
porteur de la fonction ester phosphorique, ces fonctions étant alors particuliérement
labiles en milieu alcalin (dans ce cas on fait cette hydrolyse en milieu acide, ce qui
attaque légérement la fonction ester phosphorique également).

Quant a la phosphorylation des esters, amides ou nitriles d’hydroxy-acides par
I'acide polyphosphorique en général, deux réserves doivent étre faites: 1° les esters
d’hydroxy-acides HO-X-COOR subissent parfois une phosphorolyse de la fonction
ester carboxylique (formation de R—-OPO3H, et de I'acide carboxylique correspondant
HO-X-COOH ou de son anhydride?)) a un degré tel que le rendement en dérivé
phosphorylé H,PO,—~X-COOR devient dérisoire voire nul; 2° dans les dérivés phos-
phorylés obtenus a partir des hydroxynitriles, la fonction nitrile est hydratée en
groupe amide ~CO-NH,. C’est 4 I'étude de ce dernier phénomene et de la possibilité
del'éviter par ’emploi d’oxychlorure de P comme agent phosphorylant qu’est consacré
ce mémoire, dans lequel nous décrivons en outre un acide alcoylphosphorique avec
une triple liaison C=C a la place de C=N, en1'espéce 'acide propargylphosphorique.

Lorsque nous avons traité les hydroxynitriles par I'acide polyphosphorique?)?),
nous n’avons pas examiné de prés les produits de phosphorylation, qui ont été soumis
a I'hydrolyse sélective en vue de la préparation des acides carboxy-alcoylphospho-
riques. D’ailleurs, on peut méme soumettre le mélange réactionnel (acide polyphos-

1) XX: Helv. 43, 464 (1960).
2y E. CaerBuLiEz & J. RaBiNowrtz, Helv. 39, 1461 (1956).
3) Bibliographie voir p. ex. 2).
) E. CHERBULIEZ, CL. GANDILLON, A. DE PicciorTo & J. RaBiNowirz, Helv. 42, 2277 (1959) ;
E. CuerBULIEZ, H. PrROBsT & J. RaBIiNowiTz, Helv. 43, 458 (1960).
5 E. CuersuLikz, H. ProBst, J. RaBINowITZz & S. SANDRIN, Helv. 47, 1163 (1958).
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phorique + hydroxynitrile) tel quel a I'hydrolyse sélective au pH voulu et isoler
directement les acides carboxy-alcoylphosphoriques correspondants. Toutefois, les
produits intermédiaires que nous avons isolés et que nous avons supposé étre les
cyanalcoylphosphates de Ba, possédaient presque tous une ou plusieurs molécules
d’eau de cristallisation et pouvaient étre tout aussi bien les carbamido-alcoylphos-
phates de Ba correspondants. L’analyse spectrale (IR.) de ces produits a permis de
trancher cette question. En effet chaque fois que nous avons effectué la phosphoryla-
tion en utilisant une mole (soit la quantité théorique) ou davantage d’acide pyro-
phosphorique par mole d’hydroxynitrile nous avons constaté dans les produits isolés
I'absence de la bande d’apsorbtion IR. caractérisant le groupement —C =N ; méme
lorsqu’on utilise seulement 0,5 mole d’acide pyrophosphorique par mole d’hydroxy-
nitrile, le produit obtenu est constitué essentiellement de carbamido-alcoylphosphate
de Ba, a c6té de trés peu de cyanalcoylphosphate de Ba. Comme 1'on ne peut guére
utiliser, en général, des températures supérieures & 100° lors de la phosphorylation
des hydroxynitriles (ces derniers produits se polymérisant facilement sous 'effet des
acides et de la chaleur), il est nécessaire d’utiliser 1 mole ou méme davantage d’acide
pyrophosphorique®) (ou la quantité correspondante d’acide polyphosphorique) par
molécule d’hydroxynitrile. Dans ces conditions, 1'acide polyphosphorique (et peut-
étre I'acide phosphorique formé en cours de réaction également) posséde une action
double sur les hydroxynitriles: a) phosphorylation du groupe —OH, b) transformation
du groupe ~-C=N en groupe -CO-NH, («propriétés hydratantes»), selon:

CH,OPO,H,
}\{ . <OJ). .

NH .
CH,OH CH,OPO,H, CH,OPO,H,

i + H,P,0, ou . +H0 | _oH [ —* ’ o
R-C=N — R-C < /4
- C|H20P02H g SNH R-C-NH,
0
R
SNH

Il s’agit bien d’amides (et non de sels d’ammonium) puisque par une hydrolyse
sélective qui ménage la fonction ester phosphorique, on les transforme en des corps
avec une fonction acide supplémentaire, caractérisés par la faculté de donner des sels
avec 3 équivalents de base (au lieu de deux dans les amides & fonction ester phos-
phorique) et par une vitesse d’hydrolyse alcaline de la fonction ester phosphorique,
différente de celle du dérivé primitif (donc a fonction amide).

Quant aux nitriles phosphorylés ou acides cyanalcoyl-phosphoriques, nous avons
réussi 4 les obtenir en traitant les hydroxynitriles par I'oxychlorure de phosphore a
basse température et en présence d'une basc tertiaire:

"H,OH CH,OPOC1 CH,OPrQ,B

CH,O base e 2 paoH), o 20FO:Ba

R + POCly ———> R _—> R + BaCl,
(‘.‘EN tertiaire éEN H,0O (IZEN

%) Lorsqu’on peut travailler & des températures élevées (140° et davantage) et sous vide
{alcools de départ non volatils a ces températures: amino-alcools, glycérol, etc.), il suffit d’utiliser
0,5 mole d’acide pyrophosphorique par mole d’alcool car l'acide orthophosphorique formé en
cours de réaction se retransforme dans ces conditions en acide pyrophosphorique qui phosphoryle
a son tour, el ainsi de suite jusqu’a épuisement d’un des constituants.
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On peut isoler leurs sels de Ba si I'on prend les précautions décrites plus loin.
Les acides B-cyanalcoyl-phosphoriques s’hydrolysent en milieu alcalin encore plus
rapidement que les acides f-carbamido-alcoyl-phosphoriques ainsi que nous le
verrons dans la partie consacrée & I'étude de I'hydrolyse de ces produits.

La phosphorylation de I’alcool propargylique par l'acide polyphosphorique n’a pas
présenté de difficultés.

I. Phosphorylations par I’acide polyphosphorique

A) Hydvoxynitviles transformés en acides carbamido-alcoyl-phosphovigues. Nous avons repris
la phosphorylation des hydroxynitriles déja décrite dans de précédents mémoires?)5), pour dé-
terminer la constitution exacte des produits obtenus. Le mode opératoire reste le méme:

1 mole d’hydroxynitrile et 1 mole (ou davantage) d’acide pyrophosphorique (ou la quantité
correspondante d’acide polyphosphorique) sont bien mélangées et chauffées & 55-110° (selon la
stabilité du produit de départ) pendant quelques heures (si le mélange ne devient pas tout de
suite homogéne, on effectue cette phosphorylation sous agitation). Aprés refroidissement, on
reprend la masse réactionnelle par H,O, extrait éventuellement a I'éther le produit de départ non
transformé et neutralise au carbonate de Ba d’abord et a la baryte ensuite jusqu’au pH de virage
de la phénolphtaléine. On filtre (élimination des phosphate et polyphosphates de Ba), concentre
le filtrat sous vide, si nécessaire, et y précipite par addition de 1 volume d’alcool, le carbamido-
alcoylphosphate de Ba que l'on filtre et séche a I'étuve. Le filtrat aquo-alcoolique, évaporé sous
vide & sec, donne une certaine quantité d’ester secondaire (di-(carbamido-alcoyl)-phosphate de
Ba). Si le produit de la premiére précipitation & l’alcool contient déja de l'ester secondaire, on
purifie 'ester primaire par précipitation fractionnée?) (les sels barytiques des esters secondaires
sont beaucoup plus solubles dans un mélange aquo-alcoolique que les sels barytiques des esters
primaires).

Les résultats obtenus figurent dans le tableau I et corrigent en méme temps ceux déja
publiés #)%).

B) Alcool propargylique transformé en acide propyne-2-yl-phosphovigue. 10 g d’alcool pro-
pargylique et 18 g d’acide polyphosphorique (» = 3 env.) sont chauffés 20 h & 55°. Aprés re-
froidissement, on reprend la masse brunitre par H,O et traite la solution aqueuse par du noir
animal. Aprés filtration, on neutralise par CO,Ba et Ba{OH), jusqu’au pH de virage de la phénol-
phtaléine, filtre (élimination des phosphate et polyphosphates de Ba) et précipite le propargyl-
phosphate de Ba par addition de 2 volumes d’alcool: 22,2 g de produit (rendement 45%,) sans
eau de cristallisation aprés séchage d’une nuit & 70°. Le spectre infra-rouge confirme la présence
du groupement ~C=C- (bande & 2120 cm™1).

C,H,0,PBa Cale. C 13,3 H 11 P 114 Ba 50,8% P.M. 2713
Tr. ,, 13,1%H 1,24 ,, 11,9 ,, 49,0% P.M. 266
11. Phosphorylations des hydroxy-nitriles par I’oxychlorure de phosphore.
- L’acide polyphosphorique agissant sur la fonction nitrile également, nous nous
sommes adressés & d’autres agents phosphorylants en vue de transformer les hydroxy-
nitriles en acides cyanalcoyl-phosphoriques correspondants.

Nous n’avons retenu pour cette phosphorylation ni le chlorure de 'acide di-
phénylphosphorique ni le chlorure de 'acide dibenzylphosphorique qui permettent
d’obtenir les esters phosphoriques primaires exclusivement, lorsqu’'on soumet le
produit de la réaction (alcoyl-diphénylphosphate ou alcoyl-dibenzylphosphate) soit
4 une hydrolyse en milieu alcalin (a), soit & une hydrogénation catalytique (b).

%) E. CuerBuULIEZ, H. ProesT & J. RaBiNnowirz, Helv. 42, 1377 (1959).

8) Pour le microdosage du carbone, il faut mélanger le produit avec un oxydant (le dichro-
mate de K par exemple), sinon le résidu de la combustion retient du C élémentaire et on trouve
trop peu de carbone.
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En effet, les opérations (a) et (b) transformeraient le groupe -C=N également,
en dehors du fait déja mentionné que les esters f-cyanalcoylphosphoriques sont trés
labiles en milieu alcalin.

Par contre, la phosphorylation des hydroxynitriles par 1 mole ou davantage
d’oxychlorure de phosphore nous a fourni les acides cyanalcoylphosphoriques.

base tertiaire

R-OH + (C4H,0),POCI ———————> (RO)(C,H,0),PO
(a) i, Hydrolyse alcaline
ROPOH,
(b) 4 Hydrogénation catalytique
R-OH + (CgHy CH,0),POC ——————» (RO)(C4H,-CH,0)PO

Dase tertiaire

Dans un ballon a trois cols avec agitateur, réfrigérant a reflux et ampoule a robinet, on intro-
duit 1,1 mole de POCI; (excés de 109%,), 1 mole de base tertiaire (trié¢thylamine ou pyridine) et
50 a 100 ml d’éther anhydre. On plonge le ballon dans un bain de glace et introduit goutte a
goutte et sous bonne agitation 1 mole d’hydroxynitrile dissoute dans 50 2 100 mi d'éther. Apreés
adjonction de la totalité de I'hydroxynitrile on chauffe 30 min. & 30° afin d’achever la réaction,
ct abandonne le tout pendant une nuit & température ambiante. On filtre le chlorhydrate de la
base tertiaire qui s’est déposé, et le filtrat (soit tel quel, soit, s’il présente deux couches, la couche
inférieure) est indroduit petit & petit dans de 'eau glacée (1 &4 21). La solution aqueuse est ex-
traite & 1'éther (élimination de I’hydroxynitrile qui n’aurait pas réagi), puis neutralisée par du
carbonate de Ba d’abord et par de la baryte ensuite jusqu’au pH de neutralisation de la phénol-
phtaléine. Comme I'hydrolyse du dichlorure de ’acide cyanalcoylphosphorique en acide cyan-
alcoylphosphorique est lente, on effectue la neutralisation sous agitation, en introduisant la
baryte (on une solution saturée de baryte) petit & petit, en ayant soin de ne pas trop dépasser
le pH de virage de la phénolphtaléine (afin d’éviter I’hydrolyse soit du groupement ester phos-
phorique, soit du groupement nitrile); dés qu'il y a décoloration de la phénolphtaléine on rajoute
un peu de baryte et ainsi de suite, jusqu’a persistance d’une légére coloration rose®) (pH 8,4 env.).
A ce moment, on filtre (élimination de phosphate de Ba) et précipite le cyanalcoylphosphate
dibarytique par addition de 0,5 2 1 volume d’alcool au filtrat; dans ces conditions le chlorure de
Ba formé reste en solution. Le précipité est filtré et séché a 1'étuve a 70°. Tous les produits ainsi
isolés sont cxempts de P minéral et de chlorure. I.es rendements sont de 1'ordre de 15 & 309,
par rapport a I'hydroxynitrile de départ (sans tcnir compte de la quantité d’hydroxynitrile
récupérée). Les spectres IR. de ces esters phosphoriques présentent tous le pic caractéristique
du groupement -C=N a 2240-2280 cm~1. Les résultats sont consignés dans le tableau II.

III. Scission des acides cyano-alcoyl-phosphoriques et de 1’acide propar-
gylphosphorique. — Ces scissions ont été effectuées a 100°, en solutions 0,1M
en ester et aux pH suivants: 0 (HCI 1In), 4,5 et 14 (NaOH 1x). Nous avons suivi
d’une part I'hydrolyse du groupement ester phosphorique, et d’autre part I'hydrolyse
du groupement —C=N en -COOH. Nous avons étudié a 21° également, la vitesse
d’hydrolyse alcaline des esters phosphoriques présentant une treés grande labilité
dans ce milieu. Dans nos conditions de travail ces scissions se font selon une cinétique
du premier ordre. Les temps de demi-réaction de chaque ester étudié figurent dans
le tableau II1. 1l en ressort que le groupement —C=N, stable a pH 4,5, s’hydrolyse
lentement en milieu HCI 1 N et rapidement en milien NaOH 1n. Cette hydrolyse
est activée par la présence du groupement cster phosphorique surtout lorsque le
groupe nitrile se trouve en position § par rapport au carbone («) porteur de la liaison
ester phosphorique. Cette activation est douc réciproque, surtout en milieu alcalin.

9 On prend toutes ces précautions pendant la neutralisation, uniquement dans le cas d’es-
ters phosphoriques labiles en milieu alecalin ou si le groupe ~C=N est trés labile dans ce milieu.
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Nous avons déja insisté sur la grande labilité en milieu alcalin des esters f-car-
boxy- et f-carbamido-alcoyl-phosphoriques; le tableau III montre nettement que
les acides S-cyanoalcoylphosphoriques sont encore plus labiles que les acides f-
carbamido-alcoylphosphoriques correspondants. En effet, l'acide g-cyano-éthyl-
phosphorique présente a 100° en milieu NaOH 1 x, un t,;, de 1 min env., et a 21°,
de 1,6 h env. (A titre de comparaison, nous donnons dans le tableau I1I les t,, des

Tableau I11. Temps de demi-scission, en h, en solution 0,1M, @ 100° de divers esters
phosphoriques primaires

t!/, fonction est hosphorique £'), autres fonctions®
onc ester Tl C
Substance : PROSPROTANE | (-C=N -~ -COOH)
HCl1~n | pH4,5 NaOH 1w HCl In |NaOH 1IN
HOOC-CH,-CH,—OPO,H,!%) 23 18 4 - —
H,N--CO-CH,—CH,~-0OPO,;H, 23 18 ~ 0,07** ~ 0,3 ~ 0,08
(4 min)
N=C-CH,-CH,-OPO,H, 31 13 ~ (0,017%** ~ 17 ~ 0,12
(1 min)
HC=C-CH,-OPO,H, 18 7.5 28
HO,S-CH,-CH,~OPO,H,!?) 48 13 82
HOOC-CH,~CH,—CH,~-OPO,H,5) 40 ~ 1500
H,N-CO-CH,~CH,~CH,~OPO,H, légere < 0,5
activation
au début
N=C-CH,~CHy-CH,-OPO4H, 40 29 légere ~ 17 ~0,5
activation
au début
* a pH 4,5, -C=N et —CéNH2 sont stables, tout au moins pendant la durée de
I’hydrolyse dc la fonction ester phosphorique
*k h 21°, tYf, = 8,5 h.
*xx 3 21° t1/, = 1,6 h.

acides g-carbamido- et f-carboxy-éthyl-phosphorique, ainsi que de 'acide iséthionique
phosphorylé.)

Soulignons en outre I'hydrolysabilité de I’acide propargylphosphorique en milieu
alcalin, provoquée selon nous par le groupement =CH- en § par rapport au C («)
porteur de la liaison ester phosphorique. La question de savoir si dans tous ces cas
il s’agit d’une hydrolyse du groupement ester phosphorique ou bien d’une g-élimina-
tion (ol I'hydrogéne fixé sur le C (f) serait activé par le voisinage d’un groupement
carbonyle) n’a pas encore été étudiée, mais dans le cas de l'acide propargylphos-
phorique, une g-élimination n’est pas a envisager puisqu’il n'y a pas de H sur le C-4.
Les groupements qui provoquent une labilisation de la fonction ester phosphorique
en milieu alcalin lorsqu’ils se trouvent en § par rapport au groupement ester phos-

phorique sont donc les suivants: -C=N, —CANHz, -COOH, =CH- et -SOzH.

12) E. CHERBULIEZ & J. RaBiNnowitz, Helv. 39, 1844 (1956).
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SUMMARY

Hydroxy nitriles when treated with polyphosphoric acid yield the corresponding
carbamido-alkyl phosphoric acids; but when treated with POCI, in the presence of
a tertiary base they yield the corresponding cyano-alkyl phosphoric acids. g-cyano-
ethyl phosphoric acid is very easily dephosphorylated in 1n NaOH. pg-X-alkyl-
phosphoric esters are dephosphorylated in alkaline medium when -X is -C=N,

~c22NH,-, -COOH, =CH or ~SO,H.

Laboratoires de chimie organique et pharmaceutique
de I'Université de Geneve

113. Macro- et microdosage de traces de cobalt

VIY). Dosage du cobalt dans le sang

par W, Haerdi, J. Vogel, D.Monnier et P. E. Wenger
(3 TII 60)

Introduction. Le dosage de traces de cobalt dans le sang a pris un intérét parti-
culier depuis que certains auteurs, notamment SMITH?), ont montré que cet élément
jouait un roéle important, sous forme ionique comme a 1'état complexé dans la vita-
mine B,,, en tant que facteur antianémique. D’autre part, divers auteurs?®) ont dé-
terminé la teneur en cobalt du sang dans le cas d'infections hépatiques. Ils affirment
avoir trouvé jusqu’a 12,26 pug de cobalt pour 100 ml de sang. On peut donc supposer
que dans certains cas pathologiques, la vitamine B,, stockée dans le foie, se décompose
et que le cobalt ionique formé passe dans le sang.

Le premier article important relatif au dosage du cobalt dans le sérum de sang de vache est
df & PorL & DEMMELY). Ils minéralisent 10 ml de sérum au moyen d’acide perchlorique et d’'un
mélange sulfo-nitrique. Le cuivre est extrait par la dithizone, le fer, au moyen de l'oxine, et le
cobalt, avec le diéthyl-dithiocarbamate de sodium. Ce dernier complexe est détruit, et le cobalt,
dosé spectrophotométriquement avec le nitroso-sel R (le volume de la solution finale est de 1 ml,
et la contamination au cours des opérations, de 0,01 ug).

THIERS, WILLIAMS & YOES®) ont déterminé le cobalt dans le sang humain complet. Un échan-
tillon de 50 & 100 ml est minéralisé par calcination a 450° et le résidu est repris par HCl 9m. Le
fer est extrait par l'éther isopropylique chlorhydrique et les derniéres traces sont éliminées au
moyen de la résine Dowex 1-X8 qui retient le cobalt, le cuivre, le zinc et le fer. Le cobalt est
élué par du HCI 4M, et on ajoute un peu de nickel qui servira d’étalon intcrne. Une goutte de
la solution concentrée est spectrographiée sur €lectrode de carbone. Toutes les pertes subies au
cours des opérations sont déterminées par marquage au cobalt 60.

Ropier®) dose le cobalt dans le sang pour dépister la cobaltémie des mineurs travaillant
dans les mines d’arséniure de cobalt. L'auteur cffectue une minéralisation par voie humide d’en-
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