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Abstract - Base catalysed hydrolysis of allophanic esters-models of carboxybiotine- in acé-
tonitrile/water mixture, shows a sharp increase in rate constant in the range of 0.1-0.3 M
in water, with a maximum which is interpreted as a balance between two desolvation terms,
one concerning the nucleophile, the other the an1on1c transition state. Moreover, in aceto-
nitrile/water mixtures at low water content (2.10-2 M), a fast hydrolysis (kexp~ 0.5 s-1 at
20 °C) of allophanic esters (carboxy-biotin models) is observed due to catalysis by the eno-
late of acetamide. This species also catalyses the decarboxylation step, 1ikely behaving as
a bifunctional catalyst.

L'hydrolyse baso-catalysée d'esters allophaniques cycliques du type 1 constitue une mo-
délisation possible de Ta réaction de transfert du groupement carbonate dans les réactions de
carboxylation enzymatiques réalisées par les enzymes a biotine (schéma 1), réaction dont le

mécanisme demeure mal compris 1.
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A titre d'exemple la premiere étape de la biosynthése des acides gras met en jeu un
transfert de carboxyle d'une carboxybiotine a 1'accepteur acétyl-CoA transformé en malonyl-

CoA. Les résultats décrits ici sont relatifs a 1'hydrolyse du substrat 1a en milieu acétoni-

trile/eau progressivement appauvri en eau, milieu choisi en raison de sa meilleure conformité
avec le caractére hydrophobe du site dans lequel a lieu la réaction enzymatique.

Les mesures cinétiques sont faites en suivant en spectroscopie U.V. la disparition du
substrat (10_5 M)} et 1'apparition de 1'ion paranitrophénate dans des mélanges eau/acétonitri-
le pour lesquels la molarité en eau varie de 55,5 M a 2.10"2 M et en présence de la base
hydroxyde de tétraéthylammonium (5.10'4 M), a 20 °C.

Résultats et interprétation

Nous observons une forte dépendance de la constante de vitesse avec la composition du
binaire eau/acétonitrile (Fig. 1) et de 1'ordre de la réaction (Fig. 2).
Dans la zone de molarités en eau comprises entre 0,3 a 0,1 M Ta constante de vitesse

passe par un maximum trés aigu, qui correspond & une valeur au moins 103

fois supérieure a
celle obtenue dans 1'eau
Pour des concentrations comprises entre 0,1 et 0,02 M, la constante décroit et se sta-

bilise & une valeur qui reste 10 fois supérieure & la valeur obtenue dans 1'eau.
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Figure 1 : Variation de la constante de Figure 2 : Variation de 1'ordre par rap-
vitesse expérimentale et de son log o &N port @ OH™NEt,* en fonction de
fonction de 1a concentration en eau - ou log 0 H q de 1a réaction d'hydrolyse
de 10910 [HZO]dans Te milieu CH3CN/H20. de 12_ ans le mélange CH3CN/H20.
20 °C 5 [Et,N"0H] = 5.107% w5 substrat
= -5
[13] 10-2'M

Comme nous 1'avons montré 3 , 1'hydrolyse basique des allophanates en milieu aqueux se

. 4 . .
fait comme celle des carbamates, proches en structure ', selon un mécanisme B C25 ; dans ces

A
conditions le passage d'un solvant protique & aprotique doit provoquer deux effets antagonis-

tes : 1 - Une augmentation de la réactivité du nucléophile puisque celui-ci est de moins en

moins solvaté par liaison hydrogéne au fur et a mesure que Te pourcentage en eau du milieu
diminue 6

2 - Une désolvatation de 1'état de transition ayant pour effet de ralentir la réaction.
C'est de ce compromis que résulte, selon les cas, soit une accélération (cas du mélange DMSO/
eau, ol le terme désolvatation du nucléophile prédomine, le milieu restant polaire), soit un
ralentissement (cas du mélange eau/dioxanne) pour lequel le second effet ]'emporte
Un élément d'interprétation compiémentaire est 11é au pK du paranitrophénol qui passe de 7,2
a 20,7 de HZO a CH3CN; 1'ion paranitrophénate devenant dans ces conditions mauvais groupement
partant entraine un changement de 1'étape lente. De plus Tes valeurs non entigres de 1'ordre
(fig. 2) par rapport a 1'hydrolyse de tétraéthylammonium permettent d'envisager la formation
d'agrégats qui peuvent étre responsables d'un effet catalytique 8

Réaction d'hydrolyse catalysée par une entité formée entre base et solvant (substrat 1a, 20°C)

Dans Te domaine des concentrations en eau dans 1'acétonitrile comprises entre 0,2 et
0,02 M dans lequel est réalisée 1'hydrolyse du schéma 1, deux séries de résultats sont obser-
vées suivant les conditions dans lesquelles est utilisée la solution de base Et4N+0H— :
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a - Les résultats décrits ci-dessus relatifs & des réactions dans lesquelles la base

-1 . .
mesurées 30 minutes

OH™ est le catalyseur (constantes de vitesse d'hydrolyse 1073 s
aprés préparation du milieu réactionnel).

b - Des constantes de vitesse beaucoup plus élevées (estimées supérieures a 0,5 5_1)
sont observées quand la mesure est faite immédiatement aprés préparation de la solution. Dans
ce second cas i1 y a formation d'une entité réactive entre base et acétonitrile responsable
de la réactivité élevée observée. Une solution aqueuse saturée d'hydroxyde de tétraéthylam-
monfum aprés dilution dans 1'acétonitrile (DH]= 5.107, [H,0]= 1,7.10°2 M) constitue Te
milieu réactionnel d'hydrolyse. L'évolution de son spectre U.V montre un épaulement a

215 nm qui disparait progressivement et une bande a 245 nm, Par ailleurs 1'addition d'eau a
cette solution fait immédiatement disparaitre la bande a 215 nm.

Nature de 1'espece réactive

L'espece absorbant & 215 nm correspond & 1'addition d'un ion OH™ sur 1'acétonitrile,

premiere étape de 1'hydrolyse basique des nitriles 9.
H,0
CH3CEN+OH' -_— CH3-IC:NH —_— CH3% NHZ
(o) o]
CHSCN oW~
CH=C-NH | —2— - CHC-CH~C-NH, —— & CH-C-CH- C-NH_ +NHK
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o~ NH o 2 [e] o
Schéma 2

Cette structure énolate s'accumule dans ce milieu de faible concentration en eau et
réagit sur cette derniére pour donner 1'acétamide qui est connu comme étant une impureté de
1'acétonitrile 10 du fait de cette hydrolyse partielle.

Le schéma 2 est confirmé par le fait que le spectre U.V d'une solution d'acétamide
dans 1'acétonitrile sur laquelle on fait réagir la base OH™ +NEt4 a la méme concentration,
est identique a celui du milieu réactionnel (bandes a 215 et 245 nm).

La bande a 245 nm ne correspond pas a 1'acétamide (qui absorbe peu dans 1'U.V) mais au
produit résultant de 1'addition de 1'énolate sur une autre molécule d'acétonitrile : 1'acé-
tylacétamide (schéma 2). Ce dernier produit est caractérisé par son spectre de masse M =
101) et par son spectre U.V 11. La concentration en énolate peut étre estimée en déterminant,
par approches successives, la concentration en substrat a partir de laquelle peuvent é&tre
distinguées les deux vitesses d'hydrolyse (celle due a 1'énolate et celle due & 1'ion OH ).
Cette mesure donne une valeur de 5.10_5 M. Cette valeur non négligeable devrait d'ailleurs
&tre prise en considération pour toute réaction réalisée par une base dans 1'acétonitrile
considéré comme sec.

I1 est a priori surprenant que cet ion énolate soit meilleur catalyseur basique que
1'ion OH puisque sa charge est plus délocalisée et sa concentration moindre. Une interpré-
tation vraisemblable est que cet ion énolate réagit en tant que catalyseur bifonctionnel

(schéma 3) 12.
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Réaction de décarboxylation de 1'intermédiaire 2 (substrat lb, 20 °C)

Cette réaction qui correspond & la décarboxylation du produit 2b (schéma 1) constitue
une bonne modélisation de la réaction enzymatique de transfert de carboxyle. La réaction
rapide d'hydrolyse de 1'ester catalysée par 1'énolate de 1'acétamide (disparition de la ban-
de du substrat a 253 nm, apparition de la bande paranitrophénate a 428 nm) est suivie d'une
cinétique plus lente (disparition de la bande & 269 nm formée apres 1'étape d'hydrolyse et
apparition d'une nouvelle bande a 247 nm, avec une constante de vitesse k0b5= 7% 0,2.10_35-1
(concentration initiale en base 5.10_4 M). Par ailleurs, on note le méme type de modification

du spectre U.V dans celui de la N-phényl imidazolidine traitée par EtZOH' (méme concentration

méme kObs =6,91% 0,2.10_3 5-1). La réaction commune est :
o o - o - - CH,CONH e
o ce E9 L b —2 - f-nNy SN gy N COCH; 4 NH,
/) O _J J _J

2b
—_ Schéma 4

Ce résultat signifie que la vitesse de décarboxylation de 1'acide allophanique 2b
(1° étape, schéma 4) est au moins 10 fois supérieure a celle de la réaction suivie (2° étape
schéma 4) puisque la constante de vitesse n'est pas modifiée par rapport a la valeur obtenue
avec la réaction de référence, celle de la N-phénylimidazolidone. La constante de vitesse de
decarboxylation peut donc étre estimée & une valeur de 1'ordre de 10-1 5_1.

La valeur observée ici, est donc supérieure d'un facteur de 1'ordre de 103 a celles
précédemment indiquées 13 vraisemblablement 1iée & une décarboxylation bimoléculaire.
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