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Rknn& On a CtudiC la reconjugaison de la A5 cholestknone en solution benzknique catalyske par des 
acides carboxyliques et des melanges pknols-amine. Lc caractire bifonctionnel dc la kaction est dkmontti 
et, pour la catalyse par les acides carboxyliques, on propose un mkcanisme faisant intervenir deux molk- 
cules d’acide. 

ON SAIT DEPUIS LONGTEMPS que la mutarotation du glucose et du titramtthylglucose 
(TMG) est catalyske dans I’eau par les acides et les bases.’ Dans les solvants apro- 
tiques, de nombreux auteurs2*3V4 ont montrk que la r&action Ctait bifonctionnelle. 
Nous mCmes avons ttudik5*6 dans le benztne, l’activid catalytique des acides car- 
boxyliques et des paires d’ions formCes par les mklanges de phitnols ct d’amincs. 
Nous avons tgalement constatt que les acides et les bases monofonctionnels n’avaient 
seuls, aucune action catalytique alors qu’il est connu que dans I’eau ces memes rtactifs 
monofonctionnels (HCl, phtnols, amines, OH-) provoquent la mutarotation. Ccs 
rtsultats ne sont contradictoires qu’en apparence, en effet, de par son caracttre 
amphottre I’eau participe g la rtaction et masque ainsi le caracdre bifonctionnel. 

Ainsi en catalyse basique, I’hydroxyle en 1 est attaquk par le rkactif nuckophile, 
mais le r6le de catalyseur klectrophile est jouC par une mokculc d’eau dont un 
proton est attaqut par I’oxygtne pontal (Fig 1). 

$ OH @He 

\ 
0 H-O-H 

FIG. I. Catalyse basique de la mutarotation du glucose dans I‘eau. 

C’est I’inverse en catalyse acide oh I’oxygtne pontal attaque le rkactif Clectrophile. 
mais dans ce cas le proton de I’oxydrile en 1 est attaquk par une mokcule d’eau 
jouant lc r61e de rkactif nuckophile (Fig 2). 

FIG. 2. Catalyse acide de la mutarotation du glucose dans I’cau. 
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Le benzene au contraire ne comporte aucun site nucleophile ou Clectrophile 
pouvant participer a la reaction, ce qui rend ce solvant precieux pour 1Vtude de ce 
genre de mecanisme. 

La mutarotation du TMG dans le benzene est gentralement considerke comme 
un bon modele pour l’etude de la catalyse bifonctionnelle, catalyse qui peut Etre 
importante dans les processus enzymatiques. C’est d’ailleurs dans cette optique que 
nous avons utilise comme catalyseur de cette reaction les deux tnantiomtres de 
I’acide naphtoxypropionique.’ Nous avons ainsi pu mettrc en evidence une stereo- 
selectivite qui bien que faible constitue neanmoins un resultat encourageant. Cepen- 
dant, le TMG ne presente pas une stereochimie assez lixe pour permettre une etude 
plus pousste des nombreux problemes restants, en particulier du probltme de la 
distance entre sites actifs dans les paires d’ions. 

Nous avons alors pen& Ctudier la reconjugaison de A5 &to-3 steroi’des dont la 
stereochimie trb rigide se pretait bien a I’etude des distances. 

La reconjugaison de A5 c&o-3 steroi’des a tte etudite par Jones et Wigfield’ qui 
ont montrt, en milieu aqueux une catalyse par les acides, les bases et certaines 
enzymes. La determination des parametres thermodynamiques d’activation montre 
que I’activite catalytique de I’enzyme est caracteriske par une forte diminution du 
factcur enthalpiquc (Tableau 1). Comme dans le cas de la mutarotation du TMG 
on peut penser qu’en milieu aqueux le caractere bifonctionnel de la reaction est 
masque par le caractere amphotere de I’eau. Cette reaction a Cgalement tte Ctudiee 
par Ringold et Malhotra’ qui se sont interesses a I’activite catalytique de l’isomerase 
extraite de Pseudomonas testosteroni. Etudiant la stereochimie du transfert du 
proton du carbone 4 au carbone 6, ces auteurs ont pu montrer, par etude de produits 
deuteries, que ce transfert Ctait diaxal c’est-a-dire s’effectuait par la face fl, point qui 
peut d‘ailleurs paraitre surprenant Q cause de l’encombrement de cette face par lc 
methyle 19. Par contre Torgov lo dsns une etude de cette meme reaction par un extrait 
de placenta humain a montre que dans ce cas, le transfert Ctait diequatorial. Plus 
recemment Jones et Wigfield’ ’ ont propose un mecanisme pour I’action de l’iso- 
merase de Pseudomonas testosteroni, mtcanisme qui fait appel a deux sites actifs 
d’une chainc prottique enzymatique, le site nucleophile serait constitue par une 
molecule d’imidazole (provenant sans doute d’un chainon histidine) alors que le 
site Clectrophile serait constitue par un phenol (provenant sans doute d’un chainon 
tyrosine). 

Nous avons done Ctudie la reconjugaison de la A5 cholestenone en milieu ben- 
ztnique en utilisant les catalyseurs deja employ& pour l’etude de la mutarotation 
du TMG : les acides carboxyliques et les paires d’ions. 

Catalyse par les acides carhoxyliques 
Nous avons utilise un certain nombre d’acides carboxyliques pour catalyser la 

reconjugaison de la A5 cholesttnone aprts avoir veritie qu’en solution benztnique 
les acides monofonctionnels tels que les phenols ne provoquaient aucune isomerisa- 
tion, mtme s’il s’agit de phenols aussi acides que I’acide picrique ou le dinitro-2,4 
phenol. La faible vitesse de la reaction nous a oblige a limiter notre etude a des acides 
forts: acide trifluoracetique, trichloracetique, dichloracttique. Pour chacun de ces 
acides nous dtterminons la vitesse de reconjugaison par des mesures polarimetriques, 
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les valeurs des pouvoirs rotatoires des deux cholestenones &ant tres differentes 
(a)&, = 5” pour la A’, fr)& = + 88” pour la A4.12 

Nous Ccrivons la loi cinttique sous la forme 

v = k’ kholestenone) tacide)” = k tcholestenone). 

Expkrimentalement les mesures polarimetriques conduisant a 

k = --t- = k’ tcatalyseur)” 
‘I’ kholest) 

rco rotation au temps 5 

kerp t = 2.3 log %S-E.:L? a0 rotation au temps 0 
a, r 

a, rotation au temps t 

’ Nous avons determine k,, pour un certain nombre de valeurs de la concentration 
d’un meme acide. On trouvera ces valeurs en partie experimentale (Tableau 2). Si 
nous reportons ces valeurs sur le graphique de la Fig 3 nous constatons que la courbe 

FIG. 3. Vitesse de reconjugaison en fonction de la concentration (+) du carrk de la 
concentration (0). 

en fonction de la concentration a une allure parabolique alors qu’en fonction du 
cart-6 de la concentration les points sont align&s pour les faibles concentrations. Par 
contre, lorsque la concentration augmente la courbe s’incurve vers le bas a cause de 
la dimtrisation des acides carboxyliques dans le benzene; ce phenomene est le 
mCme que celui prkcctdemment etudie pour la mutarotation du TMG.‘j 

Ces determinations conduisent a faire n = 2 dans la loi cinetique prkedemment 
don&. et a tcrire 

v = k’ tcholestenone) facide)2 

lesvaleursdek’sont donniesen partieexperimentalepour lesacidesetudiCs(Tab1eat.t 3). 

7G 
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Pour etudier l’influence de la force de l’acide sur son activitt catalytique, nous 
avons effectue une correlation entre le pK, dans I’eau des divers acidcs13 et le log 
de leur activitt catalytique determink. a la mCme temperature et pour la mi?me con- 
centration, les points sont correctement alignb comme on peut le constater sur la 
Fig 4. L’assimilation de cette relation a une correlation de Bronsted ne nous a pas 
pat-u aller de soi dans la mesure ou la concentration de l’acide intervient par son car& 

log k 

3 I 1 -C F3-C02H 

A: 
2-CCl-J-C02H 

5 3-CHC12-Co.JH 

5 & 
4-Ct12BrCHf3r-C02H 

FIG. 4. Log k en fonction du pK,. 

Pour comparer avec la reaction enzymatique, nous avons Cgalement determine 
les constantes thermodynamiques d’activation pour l’acide trichloracktique, elles 
sont don&s dans le Tableau 1 avec les valeurs de ces mtmes parametres determines 
par Jones et Wigfield* pour la reconjugaison de l’androsttne-5 dione 3-17 en milieu 
aqueux. 

TARLEAU 1. PARAMkTRFIS THERMODYNAMIQUES D’ACTIVATTON POUR LA RECONJUGAJSON DE L’ ANDRCSTkNE-5 

DIONE 3-17 ET DE LA CHOLkSTt!NE 5 ONE-3 

Androsttne-5 dione 3.17 
CholestC- 

none 

HCI tampon CCI,COOH 3.5 di cl 
4N0, 

CCI,COOH 

pH = 0.88 pH = 8.82 Enzyme dans C,H, 
n, OH NEt, #J OH NE13 dans c 
dsns C, I I, dans C,H, 

H 
6 6 

-- ___- ___-.- -.-. .-- 
AH’ kcal/mole 14 f 0-l 11,4 + @l 5,0 f 0.1 8*2 IO f 3 i*2 II *2 
~--.~- -- ----- 

AS u.e -19.6+@4-15.5k0.4 -16.8_+04 -6oklO -45 + 10 -so+10 -38f4 

On peut constater sur ce tableau que, si en milieu aqueux la forte activite catalytique 
de I’enzyme semble due a la diminution du facteur enthalpique, en milieu benzenique 
la tris forte valeur negative de I’entropie d’activation (pour la reaction catalyske 
par les acides carboxyliques) permet de penser que l’on a a faire a un &at de transition 
trb organist. 
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HypothPses SW le m&mime. Dans une note prCliminaire14 nous avions propose, 
pour rendre compte des rbultats experimentaux, un micanisme en deux stades 
successifs: un premier stade comportant l’enolisation de la c&one et un deuxieme 
dans lequel l’enol pr~~~emment forme 3 itait attaque par un dim&e ouvert de 
l’acide carboxylique. Des rtsultats expkimentaux nouveaux et une etude plus 
pousske des diverses ttapes nous ont amen4 a modifier quelque peu ce mtcanisme 
que nous allons maintenant Ctudier point par point. 

Dans le benzene, solvant aprotique et non polaire, qui ne peut par consequent 
intervenir dans la reaction, I’Cnolisation de la A5 cholestenone exige une attaque 
simultanke par un reactif unique SW deux sites. L’oxygene en 3 est proton& tandis 
que le proton en 4 est arrache pour conduire a un tnol iii a l’acide par deux liaisons 
hydrogine. 

+ RCOOH z=== 

H H 

z RCOOH + 

I 
ti 

4 

C’est ce que nous avions admis prkckdemment avec une attaque de cet enol par un 
dim&e ouvert des acides carboxyliques. 

Or cette dernitre hypothtse ne tient pas compte de la double liaison 5-6 qui se 
conjugue avec la double liaison H en formation. On peut done admettre aussi 
l’apparition dune charge negative sur le carbone 6 et la formation dune liason 
hydrogtne schematiske en 5 entre le carbone 6 et l’oxhydrile d’une deuxieme molecule 
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d’acide, de plus en plus forte au fur et B mesure que la reaction Cvolue vers la forme 
Cnolique. 

On a done un intermtdiaire 6 qui peut evoluer vet-s la A4 cholestenone par addition 
d’un proton en 6 et basculement de la double liaison. 

Cette hypothese mkcanistique rend compte de la trb forte entropie d’activation. 
On peut expliquer ainsi l’intervention necessaire de deux molecules d’acide car- 
boxylique jouant toutes k-s deux un role de catalyseur bifonctionnel. Aucune d’entre 
elks ne peut Ctre remplacke par un acide monofonctionnel tel qu’un phenol. Ainsi 
l’addition de quantites relativement importantes d’acide picrique a un milieu rtac- 
tionnel contenant un acide carboxylique ne modifie en rien la vitesse de reconjugaison. 

Pour verifier I’hypothese de la catalyse par 2 molecules dTacide carboxylique nous 
avons alors pen& a utiliser un diacide dont la configuration tixke correspondrait a 
celle des deux molecules d’acides representees sur la formule 5. En effet avec un 
tel diacide on pouvait espkrer avoir une relation linkaire entre la vitesse specifique 
k,, et la concentration de ce diacide. Malheureusement il ne nous a pas ete possible 
de trouver un tel diacide soluble dans le benzene, les acides phtaliques substituts ou 
non, un grand nombre de derives de I’acide succinique, de l’acide maleique, des 
acides naphtalene dicarboxyliques, etc. . . . sent trop insolubles dans le benzene pour 
pouvoir &re utilisb (solubilitt inferieure a 10e3 mole. I- ‘). Un changement de solvant 
ne peut i5tre d’aucun secours puisque les seuls solvants dans lesquels ces acides sont 
un peu solubles sont des solvants trb polaires ou basiques tels que l’acetone dans 
lesquels la reaction ne se produit pas. 

Nous avons done ete obliges de nous borner a effectuer des mesures avec I’acide 
maltique sans pouvoir verifier s’il existait une relation lineaire entre la vitesse 
spkcitique k et la concentration. Nous avons seulement pu montrer que l’acide 
maltique se situe tres en dehors de la correlation log k,, en fonction de pK,. La 
constante catalytique pour l’acide maleique est en effet de 1.2 x 10s6 see-’ alors 
que d’aprb la correlation la valeur attendue wait de 2*10-‘ sec- ‘. Ce rapport de 
1 a 6 entre valeur theorique et valeur experimentale contirme I’hypothtke proposke. 
Remarquons a ce sujet que dans le cas du TMG pour lequel c’est le monomere qui 
agit, la constante catalytique de I’acide maleique est au contraire plus faible que ne 
le laisserait prevoir la correlation de Bronsted (0185 mole-’ set- ’ au lieu de 1.21 
mole- ’ set- ’ ). Nous avons tgalement employt un autre diacide: l’acide m&o- 
diphenylsuccinique dont la solubilite est un peu plus fortea la tempkrature d’ebullition 
du benzene. Malgrt les mauvaises conditions experimentales, nous avons pu effectuer 
des mesures de vitesse a diverses concentrations. Comme pour les monoacides, le 
graphe representant les variations de la vi&se de reconjugaison en fonction de la 
concentration n’est pas une droite. Cependant, si nous representons la vitesse en 
fonction du carre de la concentration on n’obtient pas non plus une droitc, on peut 
done admettre que la vitesse est proportionnelle a une puissance de la concentration 
comprise entre 1 et 2 (de I’ordre de 1.3). 

On peut expliquer ce fait en considtrant les conformations privilegikes de l’acide 
m&o-diphenylsuccinique 7 (et son inverse optique) et 8. Seule 7 peut &re cornparke 
a l’acide maleique, I’acide dans sa conformation 8 &ant analogue a un monoacide. 
Le facteur de 1.3 donne une idke de l’tquilibre conformationnel. 

Ringold et Malhotrag ont montre que la reaction etait stereospkcitique et que 
c’etait I’hydrogene en 48 qui ttait transfert par I’enzyme jusqu’a la position 6p. 
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Nous avons commend une etude analogue avec une cholestenone deuteriee en 
48, la reaction &ant catalyske par des acides carboxyliques. L’ttude de l’effet iso- 
topique en utilisant comme catalyseur des acides carboxyliques deuteries est Cgale- 
ment en tours. 

2 5 6 

7 8 

Catalyse par les melanges phenols-amine 
Comme pour le TMG, nous avons Ctudie la catalyse de la reconjugaison de la 

A5 cholestenone par des melanges de phenols et d’amines. Dans le benzene, ces 
melanges existent soit sous forme de paires d’ions tc’est le MS des phenols les plus 
acides) (Fig 6) soit sous forme d’association par liaison hydrogene (Fig 7). 

8 @ 
0 . . . . . . . . . . . . H__N&, O-H 

P P 

. . . . . . . . . . . . NEt, 

X’ X’ 

FIG. 5. Paire d’ions. FIG. 6. Association. 

Pour toutes ces espkes tpaires d’ions ou association) on peut determiner, par 
spectroscopic UV, la constante d’association dans le benzene. C’est tgalement par 
spectroscopic UV que I’on peut se rendre compte si l’on a a faire a de vraies paires 
d’ions ou a des complexes d’association. En effet, le spectre de la paire d’ions est 
identique a celui de l’anion Id&ermine sur une solution de phenate de tttraalcoyl- 
ammonium). Dans le cas d’un complexe, le spectre est intermediaire entre celui de 
l’anion et celui de la molecule libre. 
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Si now essayons de relier la force du phenol (represent&e par son pK, dans l’eau’ 3 
A son activito catalytique (represent&z par la vitesse de la reaction de reconjugaison 
a tempkrature et concentration determinkes) la courbe representative de cette 
correlation part d’une valeur tres faible pour les phenols les plus acides tdinitro-2,4 
phenol) passe par un maximum pour un pK, de I’ordre de 8.25-85 et revient a une 
vitesse tres faible pour les pK, de l’ordre de 10. La poursuite de ce travail est en 
tours avec un grand nombre de phenols diversement substitues. 

Les parametres d’activation dtterminb pour deux couples phenol-amine et pour 
la reconjugaison de l’androstene dione tvoir Tableau 1) sont trb voisins de ceux 
correspondant a la catalyse par les acides carboxyliques, ce qui peut laisser supposer 
un mecanisme voisin. 

CONCLUSION 

Tous les resultats dans ce travail et les hypotheses emises montrent que le probleme 
le plus important souleve par cette etude est celui de la distance stparant les sites 
actifs du substrat et du catalyseur. Lors de I’etude de la mutarotation du TMG nous 
avons montre6 que l’espkce catalysante Ctait le monomtre de l’acide carboxylique 
(Fig 8) nous faisons par contre intervenir deux molecules d’acide carboxylique pour 
la reconjugaison de la cholestenone. Si nous construisons les modeles molkculaires 
correspondant a ces deux reactions nous constatons que la distance separant les 

-5A- 

FIG. 7. Distance entre sites actifs pour la 
mutarotation du TMG. 

FIG. 8. Distance entre sites actifs pour la 

reconjugaison de la A5cholestbnone. 

deux sites actifs du TMG est de l’ordre de 2*5A fFig 8) de mCme que celle dparant 
les deux sites d’un acide carboxylique. Dans le cas de la cholestenone, par contre, ce 
sont 5A qui skparent les deux sites actifs (Fig 9). L’utilisation de l’acide maleique 
contirme ces hypotheses, sa constante catalytique est anormalement faible lorsqu’il 
catalyse la mutarotation du TMG et anormalement forte lorsqu’il s’agit de la re- 
conjugaison de la cholesttnone. C’est Cgalement une question de distance entre 
sites actifs qui peut expliquer la correlation entre I’aciditt des phenols et l’activite 
catalytique des paires d’ions qu’ils produisent. Avec les phenols les plus acides, la 
distance entre sites est trop forte, elle devient optimale pour les phenols dont le pK, 
est de l’ordre de 8.5 puis devient trop forte pour les phenols de faible aciditt alors 
que l’activitt catalytique passe par un maximum. C’est dans ce sens que ce travail 
est actuellement poursuivi. 

RESULTATS 

Blocage de la reaction avec l’acide trifluoracetique deuterie 
Pour bloquer la reaction il est indispensable de n’utiliser qu’un rkactif qui ne 

produise dans le milieu ni eau , ni aucun autre solvant polaire. Ceci exclut l’emploi 
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des bases telles que -OH-, COT, EtO-, etc.. . . La mkthode la plus e&ace que 
nous ayons trouvke consiste A waiter le milieu rkactionnel par I’hydrure de calcium 
en exds pendant environ 30 mn, on Mtre ensuite, lave et dose la cholestknone prksente 
dans le milieu. 

TABLIMJ 2. VALEUR DE IO'kSEC-' ENFONCTlON DE LACIONENACIDE 

Cion @OOl 0002 0004 005 0006 o-010 0.015 0020 0025 0032 0040 @06U 
-- -.- _-_-. ~-~ 

CHCI,COOH 3.2 10 42 113 195 
--..- -- -... -.. -.--. --.- -. __ 

CCIsCOOH (40”) 40 90 200 350 610 940 l3OU 
---. -. .- -... - -..__ 

CF,COOH 7 45 88 210 775 

TABLEAU 3. VALEURDE k’= (k/(acide?. 

k’ see’ molem2 litre2 

CH,Cl,COOH 011 
--- -.-. 

CCl,COOH (40” C) 1.4 
- ------ ~.._ -.-. -. 

CF,COOH I.0 

TABLF.AU~.VALEUR~DE km FONCTIONDEWTEMPERATUREPOURL'ACIDE 

TRICHLORACBTIQUEALA CONCENTRATlONDE0~025 MOLE/L 

T, “K 288 293 298 303 308 313 
-. -. ~~._. _- _-- .._ 

104ksec-’ 1.8 2-5 3.3 4.3 6.1 9.4 

TABLWU 5. VALEUR DB k POUR LA RECONIUGAIWN DB LA A' 

CHLOESTENONE CATALYSFJ? PAR L'ACIDE DIPHENYIXJCCINIQUEA LA 

TEMPERATURED'BBULLITION DU BENZENE 

Cion oGO3 0006 001 0.012 0.015 
-_---- -..._- 

10s k,_,se-’ 1.6 4.5 9 10.5 15 

La As cholestCnone est prtparC g partir du cholest&rol par la mithode de Fieser.16 Le bentine de 
qualitt “pour analyses” est distill& sur sodium. 

Les mesures sont faites g 25” (sauf indication contraire) pour la raie jaune du mercure (1 = 578 nm). 
La concentration en cholestenone &ant toujours Cgale a 0.025 mole/l. 
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