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Résumé — La cinétique de I'isomérisation de la A-5 cholesténone en milieu benzénique, catalysée par
des mélanges phénols-triéthylamine, indique I'existence d’'un état de transition comportant une molé-
cule de phénol et un complexe d’association phénol-triéthylamine. L'activité catalytique des mélanges
phénols-triéthylamine en fonction des constantes d'association de ces complexes dans le benzéne est
caractérisée par un maximum net pour le m-nitro phénol. Par ailleurs. les enthalpies d’activation
diminuent avec I'acidité des phénols, pendant que les entropies d'activation deviennent de plus en plus
négatives.

Abstract— Kinetic study of A-S cholestenone isomerisation in benzene, catalysed by phenols-triethyl-
amine mixtures indicates a transition state with a mole of phenol and a phenol-triethylamine complex.
Catalytic activity of phenols-triethylamine mixtures according to versus those complexes association
constants in benzene shows a clear maximum for m-nitrophenol. Besides, activation enthalpies are

decreasing with phenols acidities, while activation entropies become more negative.

L’isomérisation des A-5 androsténedione et A-5
cholesténone est une réaction catalysée par des
enzymes extraites de Pseudomonas testosteroni®
ou de placenta humain.?2 Nous avons étudié la
méme réaction catalysée par des réactifs multi-
fonctionnels, les acides carboxyliques et les mé-
langes phénols-amine, en milieu benzénique, déja
utilisé dans d’autres études sur la catalyse multi-
fonctionnelle. A notre avis, il peut simuler d'une
maniére intéressante le micro-environnement
hydrophobe des réactions enzymatiques. En effet,
pour certaines d’entre elles, aucune molécule
d’eau n’intervient dans le mécanisme réactionnel
purement chimique. Par exemple, certaines ré-
actions ou stades de réactions sont de simples
transferts de protons (mutarotation, isomérisations
prototropiques . . .), il est alors intéressant, si I'on
veut comparer les réactions enzymatiques a celles
de la chimie organique, de savoir d’ou viennent et
ol vont les protons déplacés. 1l est donc essentiel
d'éviter les solvants donneurs ou accepteurs de
protons si 1'on veut connaitre sans ambiguité le
role des catalyseurs. Ces solvants ont en plus de
désavantage, du point de vue cinétique, d’apporter
un trés grand nombre de sites actifs, acides et/ou
basiques.

Par ailleurs, dans un solvant mixte, la présence
d’un cosolvant peut interdire toute comparaison.
Ainsi, dans le cas de la mutarotation du tétraméthyl-
glucose catalysée par des mélanges dinitro-2,4
phénol-diéthylamine, des résultats trés différents
ont été obtenus avec le benzéne pur comme
solvant!’® et avec le benzéne contenant 6% de
méthanol."

Enfin, dans les solvants apolaires, comme le

benzéne, il y a agglutination des molécules polaires
ce qui rappelle, dans une certaine mesure, la
formation du complexe enzyme-substrat.

Deux d’entre nous ont déja publié des résultats
préliminaires® concernant les deux types de cata-
lyseur et un mémoire concernant le premier type.*
Le but de ce mémoire est de préciser la catalyse de
I'isomérisation de la A-5 cholesténone par les
mélanges phénols-amine.

Nature du catalyseur et hypothéses sur le meca-
nisme

Différents mélanges phénol-amine ont été utilisés
pour catalyser I'isomérisation de la A-5 cholesté-
none. Pour chacun, nous avons déterminé la vitesse
de la réaction par polarimétrie, les deux cholesté-
nones ayant des pouvoirs rotatoires différents,
faly, = —5° pour la A-5 cholesténone, et [al} =
+ 88° pour la A-4 cholesténone. La loi cinétique est
donnée par la relation: v = k' (cholesténone)(cata-
lyseur)" = k (cholesténone).

Les valeurs expérimentales k.., = (v/(cholesté-
none)) = k' (catalyseur)" sont données par:

Kexp t = 2:3 log 22— %0

Qx — 0y

(ap la rotation observée a t =0, correspond a la
A-5 cholesténone; o, la rotation observée au
temps t; a. la rotation observée a t = «, corre-
spond a la A-4 cholesténone).

Les amines seules n'ont aucune activité cata-
lytique, les phénols seuls ont une activité extréme-
ment faible au moins en début de réaction (vide
infra). Ainsi, la constante de vitesse k., est inféri-
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eure a 107%sec™! pour une concentration en di-
chloro-3,4 phénol de 0-10 ou 0-20 molei~!. En
présence de triéthylamine (avec une concentration
de 0-05 mole 1-') et pour les mémes concentrations
en phénol, les constantes resnectivement

LONSIANNRCS LopLlllvenne

sont

égales a 3 et 8 X 10~%sec™! environ.

Les mélanges de dichloro-3,4 phénol et de tri-
éthylamine catalysent donc la réaction étudiée et
nous avons essayé de déterminer la loi cinétique
avec ces mélanges comme catalyseurs. Le Tableau
| donne les valeurs des constantes de vitesse en
fonction des concentrations en phénol, la concen-
tration en amine restant constante. Sur la Fig I, on
a tracé la courbe 1 correspondante. Le Tableau 2
donne les valeurs des constantes de vitesse en fonc-
tion des concentrations en triéthylamine, la con-
centration en dichloro-3,4 phénol restant constante
(courbe 2 de la Fig 1). Le Tableau 3 donne les
valeurs de k.., déterminées en utilisant comme
catalyseur des quantités variables de mélanges
équimoléculaires de dichloro-3,4 phénol et de
triéthylamine (courbe 3).

Ces résultats peuvent s'interpréter en admettant
une association phénol-amine suivant un équilibre:
phénol + amine <L>_complexe d’association. On
peut écrire la relation: K =[A]/[N—A]J[P—A],
ou A est la concentration en complexe d’associa-
tion, P et N les concentrations totales en phénol et
en triéthylamine. La constante K de I'équilibre a
été déterminée par diverses méthodes physiques
(spectroscopie ultraviolette et microcalorimétrie).®
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Fig 1. Variations de la vitesse d’isomérisation en fonc-

tion des concentrations relatives en phénol et en amine.

La constante de vitesse k., correspondant aux
trois cas étudiés ne suit pas une loi de propor-
tionalité & (A). Une loi en (A)? analogue a la loi en
fonction du carré de la concentration en acide
carboxylique, n'est pas non plus compatible avec
les données expérimentales.

Par contre, les différents résultats sont en accord
avec une loi cinétique ol la vitesse est proportion-

nelle a la fois 4 la concentration en complexe

Tableau 1. Vitesses d'isomérisation de la A-5 cholesténone dans le benzéne a 25°C en fonction de la concentration P en
dichloro-3.4 phénol (concentration en triéthylamine: 0-05 mole [~1)

2
10 P_, 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 15 17 20
mole |
6
19, kexo 05 15 25 43 75 10-5 15-0 19-3 24-6 28-8 41-6 57-3 64:1 775

S

Tableau 2. Vitesses d'isomérisation de la A-5 cholesténone dans le benzéne a 25°C en fonction de
la concentration N en triéthylamine (concentration en dichloro-3,4 phénol: 0-05 mole I-*)

10:N
mole I! 1 2 3 4 5

6 8 10 12 15 17 20

10° A exp
-1

S 4-6 6-6 69 7-1 7-0

6-1 5:2 45 4-2 35 32 31

Tableau 3. Vitesses d'isomérisation de la A-5 cholesténone dans le benzéne a 25°C en fonction
des concentrations égales en triéthylamine et en dichloro-3,4 phénol

10:N(=P

moole IEI ) 1 3 5 7 9 10 12 15 17 20
108 kexy

g1 0-6 35 7-5 12:0 20-1 249 317 46-0 60-5 70-5
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d’association (A) et a la concentration en phénol
restant(P-A). Les points expérimentaux corre-
spondant aux trois cas étudiés se placent sur une
droite dont la pente varie avec la nature du phénol.
v = k' (A-5 cholesténone) (P-A)A).

Cette loi cinétique nous conduit a proposer le
schéma réactionnel suivant. La molécule de phénol
non associée a la triéthylamine peut donner une
liaison hydrogéne avec le groupement carbonyle en
3 du stéroide, ’appauvrissement électronique du
carbone 3 qui en résulte augmente la mobilité du
proton en 4 et facilite son attaque par la site nucléo-
phile du complexe d’association. Le proton de ce
complexe se fixe alors sur le carbone 6. Sur le
schéma, I'ion phénate est représenté comme site
nucléophile, ce point sera discuté ultérieurement.

>~

Ko :
H” AN /JNEts
Tell H = -H
? 1ot
Ar Ar

Le mécanisme proposé rend bien compte de
Iallure des courbes 1, 2 et 3 de la Fig 1.

Ainsi, on note une asymptote oblique sur la
courbe 1. Pour une concentration en phénol double
de celle de la triéthylamine, 85% de I'amine est
transformée en complexe. A partir de ce point, la
concentration en complexe augmente beaucoup
moins vite que la concentration en phénol restant
et la vitesse suit une variation pratiquement linéaire
avec la concentration en phénol.

La courbe 2 est caractérisée par un maximum.
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Un calcul simple montre que le produit (AXP-A)
passe lui aussi par un maximum pour une concen-
tration en amine de 0-035 mole~!, la concentration
en phénol (constante dans ce cas) étant égale a
0-050 mole |~!. Pour une concentration en amine
double de celle de phénol, on a 4-25 X 1072 mole ™!
de complexe d’association, et il reste 0-75 % 102
mole 1! de phénol libre. Si la concentration en
amine est quadruple de celle du phénol, la concen-
tration en complexe a peu augmenté, jusqu'a
4-68 X 1072 mole I=!, par contre celle du phénol a
diminué de plus de moitié (0:32 X 1072 mole 171).

Il est nécessaire de préciser ici la question de la
molécularité de ces réactions. On a déja proposé
pour la catalyse par les acides carboxyliques, un
état de transition comprenant la molécule de A-S
cholesténone et deux molécules dacides, soit un
complexe a 3 molécules. On avait admis une
attaque de la cétone par une molécule d'acide.
attaque évoluant vers la forme énolique et vers la
formation d’une liaison hydrogéne entre le carbone
6 acquérant une charge négative (du fait de la for-
mation de I’énol) et une deuxiéme molécule d'acide.
Dans ce travail, nous admettons un état de transi-
tion comprenant la molécule de cholesténone, une
molécule d’'amine et deux de phénol. En fait, le
mécanisme proposé revient a I'attaque du com-
plexe phénol-cétone par un complexe d’association
phénol-amine.

Influence de la nature du phénol

Les valeurs de k., données le Tableau 4
ont été déterminées pour des mélanges équimolé-
culaires de divers phénols et de triéthylamine. Si on
porte ces valeurs en fonction du pK, des phénols
dans 1’eau (Tableau 4), il est difficile de dégager
une loi simple correspondant a tous les points

Tableau 4. Vitesses de I'isomérisation de la A-5 cholesténone a 25°C dans le benzéne
catalysée par la triéthylamine et divers phénols. Constantes d'association des phénols
et de la triéthylamine, enthalpies de formation correspondantes. (P)=(N)=0-10

mole 1!
Ar pK, K I mole! AH kcal/mole 108 kgxp 571
tert Bu—4 CgH, 10-25 - - 2:4
CeHy— 9-99 39 -79 27
Br—4 C¢H,— 9:34 - - 89
Cl—3 CgH,— 9-02 - - 9-0
Cl,—3,4C4H;— 8-47 100 —9-4 230
NO,—3 C¢H,— 8:39 144 -99 28-6
NO,—4,Me,—3,5 C¢H,— 8:25 105 - 249
Cl,—3,5 C¢H;— 8:10 125 - 23-7
CN—4 CgH,— 7-95 195 - 18-6
Cl,—2,4 C¢H,;— 7-85 45 - 8:6
Cl,—2,3 CgH;— 7-74 33 - 69
Cl,—2,5 CgH,— 7-51 44 - 7-4
Cl,—2,6 CiH,— 6-88 56 - 31
Br;—2,4,6 C¢H,— 6-08 454 - 76
(NO,);—2,5 CgH;— 5:22 - - 35
(NO,),—2,4 C¢H,— 4:00 2500 — 149 0-4
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expérimentaux. On peourrait avoir le choix entre
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nitro-3 phénol (pK, = 8-39), qui donne, avec la
triéthylamine, une activité catalytique 60 fois plus
grand que le dinitro-2,4 phénol.

Puisque la vitesse passe par un maximum en
fonction du pK, des phénols, larelation de Brgnsted
n’est pas applicable comme dans le cas de la cata-
lyse par les acides carboxyliques.® En fait, une cor-
rélation entre l'activité catalytique des mélanges
phénols-amine dans le benzéne et I'acidité des
phénols dans I'’eau peut paraitre arbitraire puisque
le solvant employé est évidemment trés différent de
I’eau. Une corrélation entre I'activité catalytique et
la constante d’association phénol-amine refléterait
probablement mieux le phénoméne réel de la
catalyse.

Les valeurs des constantes K étant connues
(Tableau 4), nous avons porté k., en fonction de
—log K, par analogie avec la corrélation en fonction
de pK.. On obtient alors une courbe passant par
tous les points expérimentaux. Elle est caractérisée
par un maximum pour des constantes d’association
comprises entre 130 et 150 1 mole™".

Il est intéressant de noter la différence de com-
portement dans I'’eau et dans le benzéne, des
phénols substitués par un ou deux atomes de chlore
en ortho. Ces phénols ont, dans le benzéne, une
constante d’association particuliérement faible
avec la triéthylamine, alors qu’ils sont beaucoup
plus acides dans l'eau. L'intervention de liaison
hydrogéne peut probablement expliquer ce phé-
noméne et 'absence de corrélation entre ke, et
les pK, dans I’eau.

Pour toutes ces études, nous avons employé,
comme constantes d’association, celles que nous
avons déterminées en ajoutant des quantités de
triéthylamine a un phénol, dans le benzéne, Or,
dans le milieu réactionnel, nous avons deux sub-
strats basiques, les A-5 et A-4 cholesténones. Une
partie du phénol employé est ainsi utilisée dans
une association avec les cétones et des constantes
d’associations ont pu étre déterminées avec le
m-nitro-phénol: K = 4 I mol~! avec la A-5 choles-
ténone, K = 501 mol~! avec la A-4 cholesténone,
(K = 1441 mole~! avec la triéthylamine). Ces va-
leurs, introduites dans le calcul de (A), ont une
influence négligeable et comparable aux erreurs
d’expérience, méme lorsque 99% de A-S cholesté-
none est transformée.

Une association phénol-groupement carbonyle a
un pouvoir catalytique sur I'isomérisation. Ainsi,
en employant un mélange équimoléculaire de m-
nitrophénol et de A-4 cholesténone, une constante
de vitesse a pu étre calculée, mais, en raison de sa
trés faible valeur, il n’en a pas été tenu compte dans
cette étude.

Determination des parametres d’activation
Des constantes de vitesse expérimentales ont
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été déterminées a 7 tempéralures différentes pour
des mélanges de
phénols.

On rappelle que la constante k' caractéristique
de chaque phénol est obtenue par: k' = k.,/
[P — A][A]. Or, pour obtenir (A) et par conséquent
(P— A), il est nécessaire de connaitre la constante
d’association K aux différentes températures
étudiées. On peut alors, soit effectuer des déter-
minations directes de K, soit utiliser I’enthalpie de
formation du complexe déterminée par calorimétrie.

Ces enthalpies sont données dans le Tableau 4,
les paramétres d'activation dans le Tableau 5. On
constate que si la constante d’association diminue
(de haut en bas sur le Tableau 5) I'enthalpie d’acti-
vation diminue alors que I'entropie d’activation
devient de plus en plus fortement négative.

Pour I’enthalpie, on peut admettre que le facteur
le plus important dans I'isomérisation est la
basicité de la base conjuguée du phénol qui, d’aprés
nos hypothéses, arrache le proton en 4. La valeur
obtenue pour le phénol, soit 5-7 kcal/mole, nous
parait remarquable, elle est faible et trés voisine
de celle déterminée pour la réaction enzymatique,
5 kcal/mole pour 'androsténe dione.’

On peut également proposer une explication
pour les variations du facteur entropique. La va-
feur la plus faible du facteur entropique, pour le
dinitro-2,4 phénol, pourrait s’expliquer par la
rigidité de la paire d’ions formée par ce phénol et la
triéthylamine. On peut admettre en effet que les
distances sont plus fixes dans les vraies paires
d’ions que dans les complexes d'association formés
avec les phénols moins acides. Par ailleurs, la
liaison carbonyle-phénol est plus forte pour les-
phénols les plus acides, ainsi, on peut admettre,
avec les catalyseurs dinitro-2,4 phénol-triéthyl-
amine, un état initial déjd fortement organisé.
Quand I'acidité des phénols décroit, la constante
d’association decroit également, les liaisons phénol-
amine deviennent beaucoup plus laches ainsi que la
liaison carbonyle-phénol, et I'organisation, a partir
de I’état initial, d’un état de transition caractérisé
par une correspondance entre les sites actifs du
catalyseur et ceux du substrat, sera donc moins
probable.

On peut revenir ici sur la signification du maxi-
mum de la courbe £, en fonction de —log K. Les
variations de [I'énergie libre correspondantes
n’atteignent pas 2 kcal/mole alors que les termes
enthalpiques AH# et entropiques TAS? varient, en
sens inverse, de 3:7 et 3-6 kcal/mole respective-
ment. Les variations de ces deux termes sont donc
probablement plus significatives que celles des
constantes de vitesse.

Nous voudrions enfin proposer une variante du
mécanisme envisagé jusqu'ici. Le site nucléophile
attaquant le proton en 4 serait la triéthylamine, le
proton additionné en 6 serait celui du phénol. Dans
ces conditions l'acidité du phénol interviendrait

teslthylominma nuan smliscliaiieo
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Tableau 5. Constantes de vitesse de I'isomérisation de la A-5 cholesténone dans
le benzéne, catalysée par divers phénols ArOH et la triéthylamine. Paramétres

d’activation
Ar TC 103k’ mole2*s™! AH$ kcal/mole AStue
(NO,),—2,4 C¢H; 15 0-51 9:4+0-5 —41+1
20 063
25 0-86
30 114
35 1-55
40 194
45 2:63
NO,—3 C¢H, 15 12-03 6:3+0-5 —45+1
20 13-47
25 16-10
30 19-07
35 24-52
40 30-69
Cl,—3,4 CgH, 20 8-80 7-1+0-5 —43=+1
25 10-65
30 13-66
35 16-95
40 19-95
45 25-35
C.H, 15 0-81 57+0-5 —53+1
20 1-04
25 1-17
30 1-39
35 1-69
40 2-:00
45 2-37

par la force de la liaison hydrogéne entre la tri-
éthylamine et le phénol. Plus le phénol serait acide,
plus le doublet libre de I’azote serait engagé dans
cette liaison et moins le site nucléophile serait actif.
Dans I'état actuel des choses, il parait difficile de
trancher entre les deux mécanismes. Nous espé-
rons que des catalyseurs ‘‘sur mesure’’ permettront
d’apporter une réponse a cette question.

Nous avons ainsi précisé certains aspects de la
catalyse de la réaction d'isomérisation de la A-5
cholesténone par deux types de catalyseurs, les
acides carboxyliques et les mélanges phénol-
amine. Ils présentent des caractéristiques assez
différentes. Ainsi, il y a un double déplacement
tautomérique dans I'isomérisation par les acides, le
déplacement est simple avec les mélanges phénols-
amines.

Une différence plus importante apparait dans
I'arrachement du proton en 4. En effet la catalyse
multifonctionnelle est caractérisée par I'existence
de sites antagonistes, certains acides, d’autres
basiques. Avec les acides carboxyliques, I'hy-
droxyl acide joue le réle le plus important puisque
les acides les plus forts sont les plus actifs. Avec les
mélanges phénols-amine, c'est le centre nucléo-
phile qui semble le plus important puisque I'en-
thalpie d’activation la plus faible est observée avec
le phénol le moins acide.

La comparaison avec le mécanisme de la ré-

action enzymatique est également intéressante.
Celle-ci se déroule avec formation intermédiaire de
I'énol,! comme la réaction catalysée par les acides
carboxyliques. Par contre, nous ne supposons pas
le passage par I'énol pour la réaction par les mé-
langes phénol-amine.

Ce dernier mécanisme, cependant, a un point
commun avec le mécanisme enzymatique puisque
les deux supposent une liaison hydrogéne phénol-
carbonyle en 3 (phénol d’un reste tyrosine pour
I'enzyme de Pseudomonas testosteroni).

Une caractéristique essentielle de ce dernier
mécanisme est le transfert spécifique du proton 48
en 63.! Les deux catalyses que nous avons étudiées
ne semblent pas présenter ce caractére de spécifi-
cité. Ce point sera précisé ultérieurement.

Au cours de ce travail, nous avons bénéficié de
discussions fructueuses avec Melle B. Tchoubar.
Nous I’en remercions trés vivement.

PARTIE EXPERIMENTALE
Réactifs. La A-5 cholesténone est préparée a partir du
cholestérol.? Le benzéne, de qualité “‘pour analyses’, est
distillé sur sodium. La triéthylamine est un produit
“puriss” distillé. Les phénols utilisés sont, en général, des
produits commerciaux. Certains ont été préparés au

laboratoire selon des méthodes classiques.
Mesures. Les mesures polarimétriques sont faites sur
un polarimétre automatique Perkin-Elmer PE 141, pour
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la raie J du mercure, a 25°C, sauf indication contraire.
La concentration en substrat est toujours égale a 0-025
mole |71,
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