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SUMMARY : 

The equilibrium 

oxyl and B-cyclodextrin 

constant, K, for association of 2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine-l- 

has been measured by monitoring by EPR spectroscopy the kinetics of 

the reduction of nitroxide by the ascorbate anion in the presence of varying concentrations 

of B-cyclodextrin in phosphate buffered solutions. The values found for K by kinetics 

are in satisfactory agreement with the values obtained by analysis (spectral simulation) of 

the high field line of the EPR spectrum under static conditions. 

On peut mesurer par Resonance Paramagnetique Electronique (R.P.E.) les constantes 

d'association K entre nitroxyde et cyclodextrine lorsque les spectres des especes libres 

et likes sont bien distinctes 
2 . Cependant lorsque les spectres sont ma1 resolus, cette 

determination est peu precise. 11 nous a paru utile de rechercher une autre methode 

de determination des constantes d'association K en utilisant la cinetique de reduction du 

tetramethyl-2,2,5,5-pyrrolidine-oxyle-1 & par l'acide ascorbique en presence de B-cyclo- 

dextrine (CD). 
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L'equilibre entre nitroxyde et cyclodextrine s'ecrit : 

k 
R2NO + CD & R2N0, CD 

k-l 

CD, R2N0 et R2N0,CD ddsignent respectivement la B-cyclodextrine , le nitroxyde lihre et 

complexe, kl, k-1 sont les constantes de vitesse de formation et de dissociation du complexe 

et K = kl/k_l la constante d'association correspondante. 
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Les nitroxydes sent reduits par l'acide ascorbique AH2 : les produits de la reaction 

sont l'hydroxylamine R2NOH et l'acide dehydroascorbique 
3-7 . La vitesse depend du pH car 

l'agent reducteur est le monoanion 

fois en nitroxyde et en ascorbate. 

ascorbate AH-. La reaction est du premier ordre B la 

Un schema reactionnel possible est le suivant : 

lent 
R2NO. + AH- _----, R2NOH 

R2NO. + A'- 
rapide 
+ R2NOH 

Lorsqu'on fait reagir le nitroxyde 

dans un tampon phosphate (5 lo-'1, 

A 
.- 

A--H (A-_H est l'anion dehydroascorbate) 

(10e4M) avec une solution d'acide ascorbique (2,5 10w2M) 

pH = 5,551 1 20°C, on observe par R.P.E. une diminution 

de la hauteur h pit a pit de la raie B bas champ(par exemple). En portant log h en 

fonction du temps (et pendant plus d'un demi-temps de reaction), on obtient une droite. 

Comme dans les conditions de l'experience, la largeur de raie est independante de la con- 

centration, ceci est compatible avec une cinetique du pseudo-premier ordre,de constante de 

vitesse k' = 20,4 10 -4 s-l(fig. 1. La m&me reaction effectuee en presence de H-cyclo- 

dextrine (1,42 10-2M) montre Bgalement une cinetique de pseudo-premier ordre avec une dimi- 

nution notable de la vitesse totale de reaction, kobs= 11,3 10-4s-1= 0,55 k' (fig. ). 

Fig. : Decroissance du signal de R.P.E. du radical 1 [10w4M] au tours de sa reaction avec 
une solution d'acide ascorbique (2,5 10m2M) aans un tampon phosphate (5 lo-2M 9 

pH = 5,55) B ZOOC. La droite superieure correspond B [CD] = 0, la droite infe- 
rieure B [CD] = 1,42 lo-2M. 

kl 
Si on 6crit le schema reactionnel suivant : R-NO. + CD_R_NO,CD 

oti k 2 et kg sont 

ascorbate, et si 

les constantes 

l'equilibre de 

2 R2N0.+ AH- - destruction du radical 

k3 
2 R2N0,CD + AH--r destruction du radical 

de vitesse du premier ordre en nitroxyde libre ou lie et en 

complexation est rapide, on a : 
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-d[NOIT 
dt= 

-drNOl+ -d [NOCD] 
dt 

-= 
dt 

2k [NO][AH-] 
2 

+ 2k3 [NOCD][AH-I 

oti [NO] , [NOCD] , [No&, [CD] et [AH-I sent respectivement les concentrations en nitroxyde 

libre, en nitroxyde complex&, en nitroxyde total, en cyclodextrine et en ascorbate. 

Les termes 2k2 et 2k3 apparaissent puisque deux molecules de nitroxyde sont detruites 

par une molecule d'ascorbate3. La combinaison de ces equations donne : 

-d[NOIT 2k2 K-l + 2k3[CD] 
-= [AH-I _ K-l + [CD] 

iNo]T K-l + [CD] 
[AH-]dt = kobsdt d'oii k - 

obs 2k2K-l+ 2k3[CD] 

Si la concentration en radical nitroxyde est faible par rapport B celles d'acide ascorbique 

et de cyclodextrine, les concentrations en CD et en AH- sont dgales aux concentrations 

initiales. Une serie de mesures 1 differentes concentrations de cyclodextrine permet de 

determiner la constante d'association : h pH = 5,55, nous avons trouv6 K = 7 10 2 M -' avec 

k2 = 4,7 10m2 M-'s-l et kg = 2,l lob2 M-'s-l. A pH = 6,85, K = 7,5 lo2 MS1 avec k2 = 

4,7 lo-2 M-is-l 1 at k 
3 

= 2,7 NJ-~ M-'s-~. 

L'experience donne done la constante d'association K et un ralentissement k3/k2=0,45 

et kg/k2= 0,57. Cette constante d'association peut gtre determinee par des methodes 

"statiques" 2,899 . En presence de g-cyclodextrine le spectre de R.P.E. d'un radical 

nitroxyde complexe montre un couplage hyperfin entre le noyau d'azote et l'electron plus 

faible que dans le cas du radical non complexe (attribuable h l'environnement moins polaire 

de l'interieur de la cavite de la g-cyclodextrine) et un temps de correlation plus grand 

(attribuable au ralentissement du mouvement du radical inclus). Dans le cas du radical 1, 

en presence de B-cyclodextrine, la raie i champ fort du spectre R.P.E. est partiellement 

resolue. Nous avons done pu determiner la constante d'association K par reconstitution 

de spectres : K = 4 2 lo2 M-l , a pH = 6,85. 

Les valeurs obtenues pour la constante d'association K par ces deux techniques sont en bon 

accord : en effet la valeur de K determinee pour le di-tert-butyl nitroxyde par des methodes 

de simulation spectrale varie entre 4,94 lo2 M-l (bande X)8 et 1,5 lo2 M-'(bande Qj2. 
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Conclusion : 

Lorsque les spectres sont bien resolus, la determination de la constante d'association K par 

cinetique a done une precision comparable h celle de reconstitution de spectres ou d'uno 

autre methode "statique". Lorsque les spectres sont peu resolus, on ne peut attendre une 

grande precision danz la determination de K par les methodes "statiques". Cette methode 

cindtique nous semble alors preferable. 
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