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Abstract - Base catalysed hydrolysis of allophanic esters-models of carboxvbiotine- in ace- 
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 anionic transition state. Moreover, in aceto- 
nitrile/water mixtures at low water content (2.10-2 M), a fast hydrolysis (kexp"0.5 s-l 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, likely behaving as 
a bifunctional catalyst. 

L'hydrolyse baso-catalysee d'esters allophaniques cycliques du type 1 constitue une mo- 

delisation possible de la reaction de transfert du groupement carbonate dans les reactions de 

carboxylation enzymatiques realisees par les enzymes a biotine (schema I), r&action dont le 
1 

mecanisme demeure ma1 compris . 

lb: Rz c6Hg - 
Schema 1 

Zb:R+i5 

A titre d'exemple la premiere @tape de la biTsynth&e des acides gras met en jeu un 

transfert de carboxyle d'une carboxybiotine a l'accepteur acetyl-CoA transform@ en malonyl- 

CoA. 
Les resultats decrits ici sont relatifs a l'hydrolyse du substrat la en milieu acetoni- - 

trile/eau progressivement appauvri en eau, milieu choisi en raison de sa meilleure conformite 

avec le caractere hydrophobe du site dans lequel a lieu la reaction enzymatique. 

Les mesures cinetiques sont faites en suivant en spectroscopic U.V. la disparition du 

substrat (10s5 M) et l'apparition de l'ion paranitrophknate dans des melanges eau/ac@tonitri- 

le pour lesquels la molarite en eau varie de 55,5 M a 2.10m2 M et en presence de la base 

hydroxyde de t&raethylammonium (5.10m4 M), a 20 "C. 

R&.ultats et interpretation 

Nous observons une forte dependance de la constante de vitesse avec la composition du 

binaire eau/a&tonitrile (Fig. 1) et de l'ordre de la reaction (Fig. 2). 

Dans la zone de molarit& en eau comprises entre 0,3 a 0,l M la constante de vitesse 

passe par un maximum tres aigu, qui correspond a une valeur au moins IO3 fois superieure a 
2 

celle obtenue dans l'eau . 

Pour des concentrations comprises entre 0,l et 0,02 M, la constante decroit et se sta- 

bilise a une valeur qui reste IO fois superieure a la valeur obtenue dans l'eau. 
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Figure 1 : Variation de la constante de 
vltesse experimentale et de son log,0 en 
fonction de la concentration en eau ou 
de log,0 [H2O]dans le milieu CH3CN/H20. 
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Figure 2 : Variation de l'ordre par rap- 
port a OH_NEt4+ en fonction de 
loglo p2q de !a reaction d'hydrolyse 
de a ans le melange CH3CN/H20. - 

Comme nous l'avons montre J , l'hydrolyse basique des allophanates en milieu aqueux se 

fait comme celle des carbamates, proches en structure 
4 I , selon un mecanisme BAc2 5 ; dans ces 

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

tes: , - Une augmentation de la reactivite du nucleophile puisque celui-ci est de moins en 

moins solvate par liaison hydrogene au fur et a mesure que le pourcentage en eau du milieu 
6 

diminue . 

2- Une desolvatation de l'etat de transition ayant pour effet de ralentir la reaction. 

C'est de ce compromis que resulte, selon les cas, soit une acceleration (cas du melange DMSO/ 

eau, OD le terme desolvatation du nucleophile predomine, le milieu restant polaire), soit un 
7 

ralentissement (cas du melange eau/dioxanne) pour lequel le second effet l'emporte . 

Un element d'interpretation complementaire est lie au pK du paranitrophenol qui passe de 7,2 

a 20,7 de H 0 a CH CN; 
2 3 

l'ion paranitrophenate devenant dans ces conditions mauvais groupement 

partant entraine un changement de l'etape lente. De plus les valeurs non entieres de l'ordre 

(fig. 2) par rapport a l'hydrolyse de tetraethylanonium permettent d'envisager la formation 
8 

d'agregats qui peuvent etre responsables d'un effet catalytique . 

Reaction d'hydrolyse catalysee par une entite formee entre base et solvant (substrat &, 20°C) 

Dans le domaine des concentrations en eau dans l'acetonitrile comprises entre 0,2 et 

0,02 M dans lequel est realisee l'hydrolyse du schema 1, deux series de resultats sont obser- 

vees suivant les conditions dans lesquelles est utilisee la solution de base Et4N+OH- : 
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a - Les resultats decrits ci-dessus relatifs a des reactions dans lesquelles la base 

OH- est le catalyseur (constantes de vitesse d'hydrolyse 10-3 s-' mesurees 30 minutes 

apres preparation du milieu reactionnel). 

b - Des constantes de vitesse beaucoup plus elevees (estimees superieures a 0,5 s-') 

sont observees quand la mesure est faite immediatement apres preparation de la solution. Dans 

ce second cas il y a formation d'une entite reactive entre base et acetonitrile responsable 

de la reactivite elevee observee. Une solution aqueuse saturee d'hydroxyde de tetraethylam- 

monium apt-es dilution dans l'acetonitrile @H-I= 5.10-4M,[H20]= l,7.lO-2 M) constitue le 

milieu reactionnel d'hydrolyse. L'evolution de son spectre U.V montre un epaulement a 

215 nm qui disparait progressivement et une bande a 245 nm. Par ailleurs l'addition d'eau a 

cette solution fait immediatement disparaitre la bande a 215 nm. 

Nature de l'espece reactive 

L'espece absorbant a 215 nm correspond a l'addition d'un ion OH- sur l'acetonitrile, 
9 

premiere etape de l'hydrolyse basique des nitriles . 

CH CZN+OH- 
3 

Schema 2 

Cette structure enolate s'accumule dans ce milieu de 

reagit sur cette derniere pour donner l'acetamide qui est 

l'acetonitrile lo du fait de cette hydrolyse partielle. 

Le schema 2 est confirme par le fait que le spectre 

faible concentration en eau et 

connu comme etant une impure@ de 

U.V d'une solution d'acetamide 

dans l'acetonitrile sur laquelle on fait reagir la base OH- +NEt4 a la m@me concentration, 

est identique a celui du milieu reactionnel (bandes a 215 et 245 nm). 

La bande a 245 nm ne correspond pas a l'acetamide (qui absorbe peu dans 1'lJ.V) mais au 

produit resultant de l'addition de l'enolate sur une autre molecule d'acetonitrile : l'ace- 

tylacetamide (schema 2). Ce dernier produit est caracterise par son spectre de masse (M+ = 

101) et par son spectre U.V 
II 

. La concentration en enolate peut Ptre estimee en determinant, 

par approches successives, la concentration en substrat a partir de laquelle peuvent etre 

distinguees les deux vitesses d'hydrolyse (celle due a l'enolate et celle due a l'ion OH-). 

Cette mesure donne une valeur de 5.10m5 M. Cette valeur non negligeable devrait d'ailleurs 

etre prise en consideration pour toute reaction realisee par une base dans l'acetonitrile 

consider? comme sec. 

11 est a priori surprenant que cet ion enolate soit meilleur catalyseur basique que 

l'ion OH- puisque sa charge est plus delocalisee et sa concentration moindre. Une interpre- 

tation vraisemblable est que cet ion enolate reagit en tant que catalyseur bifonctionnel 
12 

(schema 3) . 
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Reaction de decarboxylation de l'intermediaire 2 (substrat $, 20 "C) _ 

Cette reaction qui correspond a la decarboxylation du produit 2b (schema I) constitue - 
une bonne modelisation de la reaction enzymatique de transfert de carboxyle. La reaction 

rapide d'hydrolyse de l'ester catalysee par l'enolate de l'acetamide (disparition de la ban- 

de du substrat a 253 nm, apparition de la bande paranitrophenate a 428 nm) est suivie d'une 

cinetique plus lente (disparition de la bande a 269 nm formee apt-es l'etape d'hydrolyse et 

apparition d'une nouvelle bande a 247 nm, avec une constante de vitesse k ohs= 7 + 0,2.10 
-3 -1 

s 

(concentration initiale en base 5.10 
-4 

M). Par ailleurs, on note le meme type de modification 

du spectre U.V dans celui de la N-phenyl imidazolidine traitee par EtiOH- (meme concentration 

meme k 
obs 

= 6,9 'r o,2.10-3 s-l). L a reaction commune est : 

2b - SchPna 4 __.. -...- 

Ce resultat signifie que la vitesse de decarboxylation de l'acide allophanique 2b 

(I" &ape, schema 4) est au moins IO fois superieure a celle de la reaction suivie (2" etape 

schema 4) puisque la constante de vitesse n'est pas modifiee par rapport a la valeur obtenue 

avec la reaction de reference, celle de la N-phenylimidazolidone. La constante de vitesse de 

decarboxylation peut done etre estimee a une valeur de l'ordre de 10 
-1 s-l 

. 

La valeur observee ici, est done superieure d'un facteur de l'ordre de IO3 a celles 

precedemment indiquees 
13 

vraisemblablement lice a une decarboxylation bimoleculaire. 
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