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Abstract

The resolution of racemic mixtures presents an mapd route to obtain molecules of high

optical purity. These molecules are implied in phaceutical and food industries.

The kinetic resolution by enzymatic hydrolysis iseay used approach in organic synthesis.
In this study, we have used the kinetic resolubgrenzymatic hydrolysis in order to reach a
series of enantiomerically pur acetates correspantti arylalkylcarbinols having a potential

interest.

The study has also concerned the effect, of theuamof the immobilized lipase from
Candida antarctica(CAL-B), on the reactional system constituted from a phate buffer
solution and a cosolvent. Another part of this wddwvelops deracemization processes that
allow an exclusive access to one enantiomer framcamic mixture of acetates through an

enzymatic hydrolysis combined with a stereochenioarsion.

Acetates with § configuration of studied substrates are obtaiméti good enantiomeric

excesses and very satisfactory yields.

Key words: Enzymatic kinetic hydrolysis, lipase, enantiostisty, deracemization,

Mitsunobu reaction.



Résumé

Le dédoublement cinétigue d’'un mélange racémiquestdoe une voie importante pour
obtenir des molécules de haute pureté optique.n@#écules sont impliquées dans divers

domaines telles que les industries pharmaceutigugigmentaires.

La résolution cinétique par hydrolyse enzymatiqgé wne voie d'acces tres utilisée en

synthése organique.

Dans le cadre de ce travail, nous avons mis en exdavréaction de dédoublement par
hydrolyse enzymatique afin de parvenir a une séliacétates correspondant aux

arylalkylcarbinols d’intérét potentiel, optiquememnirs.

L’étude a concerné linfluence de la quantité déidase immobilisé&CAL-B sur le systéme

réactionnel constitué d’une solution tampon et ddosolvant. Une autre partie de ce travalil
développe les méthodes de déracémisation qui pemhein acces exclusif a un énantiomeére,
a partir d'un acétate racémique, par la réactidnydfolyse enzymatique combinée a une

stéreéoinversion chimique.

Les acétates de configuratioB) (des substrats étudiés sont obtenus avec de bmes e

énantiomériques et des rendements chimiques tiéagants.

Les mots clés :

Dédoublement cinétique par hydrolyse, lipase, éoséiectivite, déracémisation, réaction de
Mitsunobu.
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Introduction générale

Introduction générale

La chiralité est inhérente au monde du vivantyi¢aelle-méme en dépend puisqu’un
grand nombre de fonctions biologiques et physigjogs reposent sur la reconnaissance
moléculaire générée par la chiralité. Les acidemésnpar exemple sont des fragments clés
constitutifs des protéines structurelles, des emsyrau des récepteurs biologiques. Les
interactions des systemes vivants peuvent difféeefacon notoire, voire radicale, avec I'un
ou l'autre des énantioméres. Nos mains fournisieenteilleur exemple de ce cas particulier

de dissymétrie. L’étymologie de ce mot vient ducgegeip » qui signifie la main.

Ces derniéres années, environ 80% des compo#sspaésents dans les bibliothéques
des industries pharmaceutigie®nt chiraux et ces chiffres sont en nette preipas En
effet, la commercialisation d’'une molécule a viséérapeutique, sous sa forme racémique,
s’avere de plus en plus difficile du fait d’'une lefgentation stricte, mise en place par la
F.D.A. (US Food and Drugs Administration) et la Goonauté Européenne. Depuis 1992,
toute entreprise qui souhaite mettre sur le maochBouveau composeé racemique, se doit de
caractériser individuellement les propriétés pHggjigjues de chacun des énantiomeres et de

démontrer que I'énantiomeére indésirable n'a pa$fet® secondaires ou ne présente pas de

toxicité.

P
T
P
T

OH \/'\,OH

g

(2S,3B-propoxyphéne (2R,33-propoxyphéne (S,9 Ethambutol (R,R Ethambutol
Analaésique o traitement de entraine de grage
gesiq Antitussif la tuberculose troubles oculaires

Schéma -1Activités biologigques des molécules chirales

' M. Breuer, K. Ditrich, T. Habicher, B. Hauer, MeKseler, R. Stiirmer, T. Zelinski Ange@he, Int, Ed2004
43, 788-824.
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Parfois, les énantioméres d'un médicament ont pespriétés thérapeutiques
complétement différentes. Ainsi le §23R)-propoxyphéne est un médicament analgésique
tandis que son énantiomere est un antitussif. Ndoas également le cas de I'Ethambutol
qui, sous sa formeS( 9, est utilisé pour le traitement de la tuberculeders que son

énantiomeéreR,R entraine de graves troubles oculaires (schéma-1).

Depuis 1997, la F.D.A. encourage, par ailleurs, déatreprises pharmaceutiques a
développer sous forme d'un unique énantiomére dlsiirsomer program”) leurs
médicaments disponibles sous formes racémiques, aenélérant les processus
d’enregistrement et de mise sur le marché des ®rémantiopures permettant ainsi de
prolonger les brevets des produits racémiques émriv expiration. En termes purement
médicaux, lI'existence de ces médicaments sous farmamtiopure permet d’injecter de
moindres doses de produits aux patients et a piiatieindre une meilleure efficacité. D’un
point de vue économique, si 'un des énantiomesesactif, la synthese énantiosélective de
la molécule permet d’éviter la perte de la moits dnatieres premiéres engagées ou la mise

en place d’une méthode de recyclage.

Face a ces exigences commerciales et médicalefeneande en produits chiraux
énantiopures s’est fortement accrue; ce qui a ibadtrau développement soutenu, ces
dernieres années, de voies de syntheses énantiosgde
Deux stratégies distinctes rassemblent I'essedésl méthodes de préparation de molécules

chirales énantiomériquement enrichies ou énantespur

1-Une premiére catégorie en pleine expansion regrgpetactions basées sur la formation
d’un nouveau centre stéréogéne de maniére stérgdiéan Pour cela, il est nécessaire que le
centre réactif soit dans un environnement stéréoahiant lors de I'état de transition de la
réaction. Ceci peut étre induit soit par le sulbstméme, chiral a l'origine (centre
stéréogene ou auxiliaire chiral) soit par l'utitisa d'un réactif chiral sur un substrat
prochiral. Des avancées notables ont été réalmésgnthése asymétriquees trois derniéres

décennies et plus particulierement avec I'appottadeimie organométallique et I'essor de la

“H.B. Kagan,Tetrahedron2001, 57, 2449-2468.
#J.D. MorrissonAsymmetric Organic Reactions, Vols. 1-5, Academés$® New York19831985
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catalyse énantiosélectivd 'attribution du Prix Nobel en 2001 & R. NoydN..S. Knowles et
K.B. Sharpless pour leurs travaux dans les domaileeBhydrogénation et de I'oxydation

asymétriques en témoighe

2-L’autre approche est basée sur le dédoublement hélange d’énantiomeres; stratégie
encore majoritairement exploitée a I'échelle indale.

L'obtention d’'un unique énantiomére par dédoublenmesut reposer sur une méthode de
séparation conventionnelle dite "statique" (Schézapcomme la cristallisation préférentielle

(qui implique l'utilisation d’'une quantité stoechi@trique d’agent de dédoublement chiral)
ou sur une technique, largement utilisée, qui eawpléa différence de réactivité des

énantiomeéres vis a vis d'un réactif chiral (agemimique en quantité stoechiométrique ou

catalytique, enzyme...). Il s'agit alors de dédoulgancinétique

— = (K)-substrat-B* —= (R)-substrat

- 0% max
[(R)y+(5]-substrat ——
. | (§)-substarB* — (S)-substrat
B*: agent de W) 50% max
dédonklement
chural

Schéma -2Dédoublement d’'un mélange racémique par formateudidstéréoisomeres

Les enzymes peuvent jouer le role des catalyseams des méthodes donnant ainsi lieu a la
biocatalyse. La chiralité intrinséque de ces pn&eileur confére la faculté de différencier les

énantiomeres d’'une molécule chirale afin de lesuspet évaluer leurs activités biologiques.

Cependant, l'inconvénient majeur de cette dernigréthodologie, a savoir le
dédoublement cinétique demeure la limitation dudeament chimique a 50% au maximum ;
ce qui, en termes d'économie d’atomes n'est pas dadisfaisant De plus, si un seul des
énantiomeéres est désiré, la moitié de la matidrpezdue ou doit étre recyclée.

“* a) R. Noyori, Asymmetric Catalysis in Organic Synthesis, WilegwN ork 1994 b) E.N. Jacobsen, A. Pfaltz,
H. Yamamoto,Comprehensive Asymmetric Catalysis I-Ill, Springldew York 1999 c) I. Ojima, Catalytic
Asymmetric Synthesis, 2nd Ed., Wiley: New Y20R0

°a) R. Noyori, AngewChem. Int. Ed2002 41, 2008-2022. b) W.S. Knowlesngew Chem. Int. Eg2002 41,
1998-2007. c) K.B. Sharplesangew. Chem. Int. EQ002 41, 2024-2032.

® a) H.B. Kagan, J.C. Fiaud,op. Stereochemi988 18, 249-330. b) J.M. Keith, J.F. Larrow, E.N. dlasen
Adv.Synth. CataP001, 343, 5-26.

"B.M. Trost AngewChem. Int. Ed1995 34, 259-281.
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Les stratégies de déracémisations qui succedenti@loublements cinétiques enzymatiques
sont actuellement en progression pour remédiet encenvénient et permettre I'obtention de
molécules énantiopures et efficaces avec des resmtsrohimiques trés élevés

Le théme de recherche développé par notre groaperi&nté essentiellement vers la
synthése énantiosélective et la catalyse enzynmatilgu substrats chiraux a haute valeur
ajoutée, constituant un intérét majeur pour la redihe fondamentale, I'industrie du
médicament, celle des arbmes ou de I'agro-alimeatatette étude s’inscrit dans le cadre
d’'une thématique qui vise I'obtention de molécidaantiopures avec de bons rendements
chimique en utilisant une méthode de déracémisatitdiguate.

Ce sujet de mémoire constitue également une deiteavaux antérieurs concernant
la déracémisation via une transestérification enatygue d’une série d’arylalkylcarbinols.

Il vise a étudier la réaction d’hydrolyse enzymaggdes acétates correspondants en
les soumettant par la suite & la méme méthode cecéidisation dans le but de mettre en
evidence I'énantiocomplémentarité des deux réasti@nsavoir, I'acylation et I'hydrolyse

enzymatique.

* Le premier chapitre permet une mise au point ibtpaphique sur les enzymes, la
réaction de dédoublement cinétique par hydrolyseymatique et les facteurs influant sur la
réaction de dédoublement cinétique enzymatique.

* Le deuxieme chapitre est consacré a une misepaint bibliographique des
différentes méthodes de déracémisation, qui péemted’atteindre un seul énantiomeére avec
un meilleur rendement chimique a partir d’'un mélamgcémique.

* Dans le troisieme chapitre nous étudierons lategse énantiosélective d’alcools
chiraux par hydrolyse enzymatique d’'une série dates benzyliques combinée a la stéréo

inversion chimique, selon le protocole de Mitsunobu

Pour terminer, les protocoles expérimentaux etrisultats d’analyse sont réunis

dans la partie expérimentale et une conclusion gidedinalise les résultats de ce mémoire.

8a) Kroutil.W, Faber.KTetrahedron: Asymmetr§998 9, 2901-2913, b) Strauss.U, Felfer.U, Faber.K,
Tetrahedron: Asymmetr999 10, 107-117.
“N. Bouzemi, L. Aribi-Zouioueche, J-C. FiauBetrahedron: Asymmetr2006 17, 797-800.
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|-1-Introduction :

Au cours de 'anné&833 A. Payen et J. Persoz isolerent un complexe enzyueat
de malt, le nommant diastdeDans les années qui suivirent, de nombreux ktcsEurs
furent isolés, notamment la lipase de pancréas Glaude Bernard eri84Q Il fallut
néanmoins attendré878 pour que Kiich introduise le terme modemm@zymé’. Aprés;
'emploi des enzymes a connu un succes remarquetble entrouvert des perspectives

étonnantes.

Actuellement, le nombre de procédés industrieisafd appel a la biocatalyse
enzymatique pour la synthése dans de nombreuxusect@harmaceutique, alimentaire,
agrochimique, ou des parfums ne cesse d’augmetrnesynthése organique, la demande de
composeés optiquement purs et actifs biologiqueraessi bien que de leurs précurseurs est en
constante augmentation. Parmi ces méthodes nogssomomes intéressés au dédoublement
cinétique enzymatique des mélanges racémiquesepéisente une méthode de choix pour la
synthése de nombreux médicaments.

Le composé chiral @-cis-3-acetyloxy-4-(1,1-dimethylethyl)-2-azetidm®2 a été
préparé pour la semi synthése du nouveau taxane médicament anticancéreux actif.a

synthése du taxartecomporte une étape biocatalysée. (Schéma-3)

AcO . HO AcO \<
Lipase
—_— +
NH PS-30 NH NH ee =99%
) Rdt = 49%
3 2
MeOH
K,CO,
22-25°C
o | W
- “ R
-~
- NH
o 4

Schéma-3 Synthése du taxane

YA. Payen, J. F. PersoAnn, Chim, Physl833 53, 73-92.
L. Penassdes enzymes: cinétique et mécanisme d'acfiei4.
2W.C. Rose, B. H. Long, C. R. Fairchild, F. Y LdeF. Kadow(lin. Cancer Re2001, 7, 2016—2021.
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Le mélange racémique cis-3-acetyloxy-4-(1,1-dimietimyl)-2-azetidinonda été dédoublé’
par hydrolyse enzymatique en présence de la lipas®bilisé PS-30. L'acétate résidu2|
(Acetoxyp-lactam) a été obtenu avec un exces énantiomerigde et un rendement >48%.

Ce dernier a été converti en hydrgk&jactam4 pour usage dans la semi- synthésé.de

|-2- Généralités sur les enzymes :

Les enzymes sont des édifices macromoléculairesatiege protéique qui jouent le
réle de catalyseurs avec une efficacité et uneifspe fonctionnelle, elles sont utilisées
souvent pour obtenir des molécules chirales a hautté optique.

En 1893, Wilhelm Ostwald montra que les enzymes den catalyseurs et en 1894
Emil Fisher posa l'acte fondateur de la notion weésspécificité dans le phénomene de
catalyse enzymatique sous l'image d'une clé quieoue serrure et une seule.

Les mécanismes moléculaires de la catalyse enayneathe posent pas de problémes

différents de ceux de la réactivité chimique. $oréaction élémentaire catalysée

E+S —>ES_, EP—» E+P

Ou E est I'enzyme, S est le substrat et P le produi
Les biocatalyseurs sont capables d’accélérer kssat de la réaction jusqu'a cent
milliards (13%) de fois la vitesse de la réaction spontanée enindant |'énergie

d’activation™”. Ainsi elles offrent une facon propre et écologici’exécuter des processus

chimiques en conditions douces et avec un hauédigsélectivité

|-2-1- Structure des enzymes :

Les enzymes sont des protéines qui sont elles-méeeenchainements des acides
aminés de configuratioh. La structure primaire est la séquence des acad@sés. On
reconnait principalement les structures en hélia feuillet p qui représentent la structure

secondaire. La structure tertiaire se rapporte malations dans l'espace des difféerentes

“R.N. Patel, J. Howell, R. Chidambaram, S. Berbiknt, Tetrahedron: Asymmetr2003 14, 3673-3677.
“Ref 11: L. Penassdes enzymes: cinétique et mécanisme d’acfi6i4.
V. Gotor-ferrandez, R.Brieva, V. Gotar,molecular catalysis B: enzymat&00§ 40, 111-120.
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structures; hélices et feuillets. Les protéinesaguitiennent plus d’'une chaine polypeptidique

présentent un niveau supplémentaire d’organisaliola structure quaternaire (figure-1)

Structure secondaire

RLH 0
PPN
HN N ~cooH
O R H

Structure primaire

Structure quaternaire
Structure tertiaire

Figure-1 : Les différents niveaux de structure des enzymes.

La fonction des enzymes est liée a la présence dam structure (secondaire et
tertiaire) d’'un site particulier appelé site actif. Schématiquement, il a la forme d’une cavité
ou d’'un sillon dans lequel vont se fixer les sudtstigrace a plusieurs liaisons chimiques. Une

fois fixes, les substrats vont réagir et se tramséo en produits (figure-2).

Enzyme

e (. Boutb oo

"

Figure-2 : Mode d’action des enzymes

L'enzyme illustrée ci-dessus catalyse une réaatiomique au cours de laquelle une
molécule A se lie a une molécule B pour former laléoule AB. On constate que chacune
des deux molécules a une affinité avec le sitd detil'enzyme. Lorsque A et B sont fixés
dans le site actif, elles sont exactement danddesies conditions pour former une liaison
entre elles et former AB. A la fin de la réactida,nouvelle molécule AB se détache de

'enzyme qui, de ce fait, peut a nouveau recommedacaméme réaction. L'enzyme n'est pas
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altérée par la réaction. Une méme enzyme peutredtaiméme réaction des milliers de fois a

la seconde.

|-2-2- Classification des enzymes :

Les enzymes sont classées et hommées en fonctiota dhature des réactions

chimiques qu’elles catalysent. Il y a six class@sqipales® :

1 oxydoréductases | catalysent les réactions d’'oxydoréduction des ddca@tones,

aldéhyde....

2 transférases transférent les groupes : monocarboné, azoté, pbospetc...

3 hydrolases hydrolysent des liaisons esters, amides, thioester

4 lyases permettent la formation des doubles liaisons oddigon des
groupements fonctionnels sur ces liaisons (C=C, GN).

5 isomérases permettent 'isomérisation-racémisation

6 ligases effectuent des synthéses avec une source d’én@rgieation des

liaisons (C-O, C-C, C-N, C-S).

Parmi les enzymes les plus utilisées par les chisidans le domaine de recherche ou celui
de lindustrie, les hydrolases (qui proviennent dieerses origines : animales, fongiques,
végetales...) sont les plus importantes, elles @avahtage de ne pas utiliser de coenzyme,

ainsi leur manipulation est aisée et leur colfabte.

|-2-3- Utilisation des hydrolases en synthése orgayue :

Depuis le milieu des années quatre vingt et grageeemiers travaux de Klibantwqui
a montré la réactivité des enzymes dans un miligaroque en présence d’'un minimum
d’eau qui est le milieu naturel des enzymes, l'eitption de ces biocatalyseurs dans les
biotransformations en synthese organique a conndéueloppement notable. Comme nous

'avons signalé précédemment, les hydrolases ssnplus fréquemment sollicitées lors des

“D.Voet, G. Rousseaw Biochimie »2005
H a) B. Cambou, A. M. Klibanow]. Am. Chem. Soc1984106, 2687, b) G. Kirchner, M. P Scollar, A. M.
Klibanov,J. Am. Chem. Sod 985 107, 7072, ¢) A. M. Klibanod, Am. Chem. Socl986 108, 2767.

10
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biocatalyses et les lipases qui en font partie Eogement utilisées Cette classe d'enzyme
est capable d’exécuter des réactions d'hydrolysasti@sélective’s

Nous nous somme intéressés aux hydrolases plaos¢méent aux lipases qui sont les
enzymes les plus sollicitées par le chimiste omgjanj la figure-3 illustre la fréquence

d'utilisation des enzymé$

Ligases
1%

4 Isomérases
Transférases Lyases
2%
5% 7%

Oxydoréductases
25%

Hydrolases
60%

Figure-3 : Fréquence d'utilisation des enzymes
Les guatre grands types de réactions ou intervigrias lipases sont les suivants :

% Estérification d'un acide par un alcool
(R, S)R-OH + RCOOH —— > (R)R-OH +(S)RCOOR' + HO
# Transesterfication de l'alcool
(R, SR'-OH + RCOOR —— > (R)R'-OH +(S)RCOOR' + R-OH
% Hydrolyse d'un ester
(R,SIRCOOR+*H,0 — 5 (S)RCOOR' +(R)R'-OH + RCOOH
# Inter estérification de deux esters
(R, S)RCOOR + RCOOR ——> (R)RCOOR + (S)R°COOR + RCOOR

Dans le cadre de notre travail, nous nous sommémrssés aux réactions de dédoublement

cinétique par hydrolyse enzymatique des estersnigoes.

UK. Faber, Biotransformation in Organic Chemistry”, Springétgidelberg 1995.
“B. G. Davis, V. BoyerJ. Royal Society of Chemistrg00118, 618-640.
UK. Faber, Biotransformation in organic chemistry”, 5th editioSpringer22.2004.

11
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I-3- Généralités sur le dédoublement cinétigue enmyatique :

Les composés optiguement purs peuvent étre obpErus/nthése asymétrique ou par
dédoublement de mélanges racémiques. Les deuxamétbat ceci en commun qu'elles font
souvent appel a une substance naturelle chiraleli@gconstitue la source primaire d'activité
optique. Malgré les progrés incessants de la sgatlEsymeétrique, le dédoublement des
mélanges racémiques reste un procédé trés utpeidude vue industriél car les mélanges

racémiques sont prédominants lors des diversebéses organiques.

I-3-1- Principe du dédoublement cinétigue enzymatige :

Le dédoublementcinétique enzymatiquepermet de séparer deux énantiomeres
existant en mélange dans un racémique en trangfibre@ectivement un seul des deux,
'origine de I'énantiosélectivité est liee a la fdilence de vitesse de réaction de chaque

énantiomere vis-a-vis d'une enzyme (schéma-4).

(R) A

K et K étant les constantes de vitesse respectives dtsrgareRR etS

Schéma-4:Principe du dédoublement cinétigerezymatique

La difféerence dans les vitesses de réaction des éeantiomeres Aet As, découle de
la difference d’énergie libre des états de tramsitAAG#) des deux complexes enzyme-
substrat, [Ez- A]* et [Ez- Ag]* (schéma-5)

“a)J. Touet, L. Faveriel, E. Browfietrahedron 1995 51-6, 1709-1720. b) A. Ghanem, H. Y. Aboul-Eneib,
Tetrahedron: Asymmetr2004 15, 3331-3351.

12
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[Ez-Sg)*

Energie

Pyt P

s

Cordonnées de la réaction

e FE+S = ES »> ETP —

Schéma-5 différence d’énergie des états de transition

I-3-2- Mécanise réactionnel :

Le mécanisme réactionnel du dédoublement cinétayee les lipases est similaire a
I’hydrolyse chimique catalysée par une base. Taoides aminés responsables de la réaction
d’hydrolyse du substratacide aspartique(ASP), I'histidine (HIS), etla sérine(SER) Ces
trois acides aminés constituent ce qu'on appellridale catalytique. La triade catalytiqgue
polarise la liaison OH de la sérine qui deviens tagide et capable de protoner I'histidine
dans une premiere étape. Une fois le complexe -@rygme est formé, il survient I'attaque
d'une entité nucléophile. Le cycle catalytique samine par la libération du produit et la

régénération du site acfichéma-6).

13
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E
Enzyme nzyme

Site actif

NH N
N
Ser N IV
Tof \o A=
o Hs Iy
° R Oy YT
= T O HN_
r—C Complexe acyl-enzyme
Enzyme + substrat ﬂ
E
nzyme Enzyme
Site actif Site actif
H y
<— NS
\ N\ / LN
© H Q © Q 4 o
© - *, .
R% OﬁAv/k R%go OM
_0 _O  HN o
H H ~ ] H/O—.H__,,,,,.,H,——— o HN\\

Libération du produit, et régénération du site actif Attaque d’un nucléophile

Schéma-6. Mécanisme réactionnel du dédoublement cinétiquays# par les lipases.

I-3-3- Parametres d’évaluation du dédoublement cinéue enzymatique :

L'efficacité du dédoublement cinétique et la réatdi enzymatique dépendent des
paramétres, qui sont identifiés & des relationshématiques décrites par Kagan et Fiaud
ainsi que Sift et coll

v' L'excés énantiomériquee : caractérise la pureté énantiomérique du mélange

racémique par un des deux énantiomeres.

_[RrI-[s] |
ee—m Equation.1.

v La conversion (C) : représente le taux d’avancerdena réaction.

e
C = —%
eg +eg
2 H. B. Kagan, J.C. FiaudKinetic Resolution! Topics in StereochemistryE. L. Eliel, S. H. Wilen, Eds; J.

Wiley & sons, IncNewyork 1988 18, 249-330.
*3C.S. Chen, Y. Fujimoto, C.J. SilJ, Am. Chem. Socl982 104, 7294-7299.

0<C<1 Equation.2.

14
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v' Le facteur de sélectivité (E): ce parameétre caras l'affinité spécifique d’'une
enzyme pour son énantiomere. il est déterminéaapport des vitesses des deux

énantiomeres en compétition dans la réaction.

E= Ke Equation.3.
KS
_ Lni-C(t+ee)] Equation.4.
Ln[@-C(1-ee, )]
Ln|(1-C)l-e
= [( )( eS)] Equation.5.

" Ln[-C)1+ee,)
I-3-4- variations des exces énantiomériques en fammn de la conversion :

Le facteur de sélectivitE estexprimé par le taux d’avancemef)(de la réaction de
dédoublement cinétigue enzymatique, et respectimen@®) I'excés énantiomérique du
substrat n'ayant pas réagi egy) I'exces enantiomérique du produit formé. L’'obtentd’une
haute pureté énantiomérique est lieée a la rapaliee laquelle le site actif peut différencier
entre les deux énantiomeéres ainsi que la préférenda reconnaissance enzyme-substrat. En
effet, si la pureté énantiomérique du produit deadéaugmente celle du produit de la

réaction doit nécessairement diminuer. Deux ca®mds se visualisent :

#® Facteur de sélectivité faible :
Pour un facteur de sélectivité faible € 10) I'énantiomére n’ayant pas réagi
peut étre obtenu avec enrichissement optiqgue &éewde conversion tres avancé et l'autre

antipode optique avec un exces énantiomérique roedio
= [Facteur de sélectivité élevée :

Dans le cas ouE(> 100 on pourrait obtenir les deux énantiomeres d'un

racémique avec une haute pureté optique en urdédalblement.

15
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Substrat Produit Substrat

l l ee(%

ee (%) : 100

Produit - \/f——
= | // \\ |
/ AN

+ 0
o i an 100

0 5 100

Conversion (%#E < 1C. Conversion (%E > 10(

Figure-4 : Dépendance des exces énantiomériques a la conversio

I-4- Synthése énantiosélective des alcools chirapar les hydrolases :

Les alcools secondaires chiraux ont un intérémajue majeur, quand ils sont
disponibles sous la forme optiquement pure, powsyldhése de composés biologiquement
actifs””. Les alcools primaires présentent généralementsélestivités moins importantes ;
ceci est probablement da a I'éloignement de latfondhydroxyle du centre asymétrique. Les
alcools tertiaires sont encore plus difficiles dalgbler selon les données de la littérature.

De nombreux travaux ont été effectués sur la résolution des alcootorsdaires
chiraux avec les hydrolases par transestérificatieh hydrolyse enzymatiques
énantiosélectives. Ces réactions sont les plussédd car elles sont tres efficaces et

applicables a un grand nombre de substrats.

[-4-1- Transestérification enzymatique :

La réaction de transestérification enzymatiquetrest intéressante pour la résolution

des alcools racémiques. Le principe de cette r@snliest basé sur une estérification

**U. Andreoni, G. Baggi, S. Bernasconi, F. Pelizzépipl Microbiol Biotechnql199Q 33, 633-636.
> C.H. Wong, G.M. Whiteside, Enzymes in Synthetig&@rc Chemistry, Pergamon press, Oxfdi@94 70-98.

16
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énantiosélective d’'un énantiomere du mélange rapéenie I'alcool par un agent acylant en
présence d’une lipase.

L’exemple suivarif illustre I'acylation enzymatique dwazidoalcool avec la lipase
immobilisée de RS-D dans le n-hexane, en utilisant I'acétate d’ispgnyle comme agent

acylant (schéma-7).

OH o)K
Llpase PS-D H
N3 + ()/@/\/\N3
AI n-Hexane Me Me
C=51% ge 96 % 3299%

E> 200
Schéma-7 Transestérification enzymatique ghazidoalcool.

Les deux énantiomeres ont été récupérés avecrdeezoes énantiomériques=¥%

et eg=99%, a un facteur de sélectivité supérieur a 200.

[-4-2- Hydrolyse enzymatique :

Depuis l'utilisation de la premiere réaction énasélective en présence des enzymes
pancréatiques en 1900, I'hydrolysezymatique a fait un avancement considérable &€ a
appliquée dans la production industrielle pourtésttion de composés optiquement actifs.

La réaction de I'hydrolyse enzymatique se déradeéralement dans un systéme
biphasique et la lipase agit sur des substratslubes en phase aqueuse. Elle a lieu a
linterface eau/substrat Il est également possible d'obtenir des alcoalscade bonnes

bY

puretés optiques a partir des esters racémiquegrésence de lipases dans un mélange
solvant/solution tampons.

A.Ghanem et coff ont effectué I'hydrolyse enzymatique du 2-acetdxyhenyl-but-
3-ene, en présence de la lipaseGi#d_-B. Les deux énantiomeres ont été obtenus avec des
exces énantiomériques elevés=e80% et eg= 99%, a un facteur de sélectivité supérieur a

150 (schéma-8).

5 A. Kamal, M. Shaheer Malik, A.A. Shaik, S. AzeZatrahedron: Asymmytrg008§ 19, 1078-1083.
" (a) R.D. Schmid, R. Verger, Ange®hem., Int. E41998 37, 1608-1633:
(b) A.J.J. Straathof, S. Panke, A. Schmid, GDpin. Biotechnol2002 13, 548-556.
S P. Fickers, J. Destain, P.Thon&iptechnol. Agron. Soc. Envirp008 12 (2), 119-130.
* A.Ghanem, V. Schurigetrahedron: Asymmytr2003 14 , 57-62.
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. CAL-B N N
- . +
Solution tompon ©/\/\

(R) ee = 99% (S ee = 80%

C =45.
E>150.

Schéma-8 Hydrolyse enzymatique @iacetoxy-4-phenyl-but-3-ene.

Un autre exempié décrit la réaction du dédoublement cinétique pgdrdiyse
enzymatique de 'ester 1-phenylsulfanyl-3-thiocytapaopan-2-yl, en présence de Novozym
SP 435. Les deux énantiomeres ont été obtenusdiegeexces énantiomeériques éleves—ee

90% et ep= 96%, a un facteur de sélectivité supérieur a 100

OAc OH OAc
S\;\/ SCN Novozym sP 435 ©/S\/\/ SCN ©/S\/k/ SCN
> +
©/ Solution tompon pH=7,
R,9 t-BuOMe, T=30°C (S ee = 96% (R) ee =90
C=148
E > 100

Schéma-9 Hydrolyse enzymatique dlester 1-phenylsulfanyl-3-thiocyanatopropan-2-yl

I-5- Facteurs influant sur une réaction de dédoublment cinétigue par

hydrolyse enzymatique :

De nombreux facteurs peuvent influer sur la r@déteet la sélectivité dans la réaction
d’hydrolyse enzymatique notamment, le solvant, taucsure du substrat, la nature de

'enzyme ainsi que le pH et la température.

I-5-1 Influence du solvant:

% E. bukowska, J. PlenkiewicZetrahedron:Asymmytr007, 18, 493-499.
18
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Le solvant joue un réle important dans les régmhst cinétiques enzymatiques et des

modifications importantes de I'activité d'une engypeuvent étre observées selon la nature du
solvant utilisé. Plusieurs travaux ont démontrélité de choisir des solvants qui contiennent
un minimum d’eau pour que I'enzyme fonctionne dassmilieux organiques.
Dans le cas des réactions d’hydrolyse enzymatilgusolvant principal est constitué par la
solution tampon qui est le milieu aqueux alors Bubquide organique ajouté est considéré
comme un co-solvant afin d’augmenter la solubitité substrat organique dans le milieu
réactionnel.

Dans I'exemple suivant qui décrit la réaction ‘tgdrolyse de I'ester anti-3-acetoxy-
2-iodo-3-phenylpropanoate, les résultats montrestdifférentes sélectivités selon le solvant
organique utilis&. L'addition du toluéne et de I'acétonitrile, & $mlution tampon, s’est
avéree bénéfigue en termes de taux de conversiofemantiosélectivité. En présence de

I’'hnexane, utilisé comme co-solvant, seule la ré&#étiest améliorée.

Amano AS, 30°C

COOMe
Solution Tompon pH=7, Solvant

Schéma-1Q Hydrolyse enzymatique de I'ester anti-3-acetoxgdbi3-phenylpropanoate.

Solvants Temps (h) | ee(%) @ eq(%) C (%) E

Sans solvant 144 17 96 15 3
Toluene 18 76 97.4 44 176

Acétonitrile 12 63 97 40 123
Hexane 76 78 85 47 28

|-5-2- Influence du substrat :

La structure du substrat est un facteur important igflue considérablement sur
I'énantiosélectivité. L'exemple suivant illustrdydrolyse enzymatique du 1-arylallyl acétate

avec la lipase d€andida antartica-BCAL-B) dans le solvant (eau/acétonitrile).

*(a) A. M. Klibanov,Chemtech1986 16, 354-359.

(b) A. M. Klibanov,J. Am. Chem. So&986 108, 2767-2768.
% N. Anand, M. Kapoor, S. Koul, S.C. Taneja, R. lhaBna, G.N. QaziTetrahedron:Asymmytr2004 15,
3131-3138.
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La résolution cinétique par hydrolyse enzymatiguentre des résultats différents selon le
substituant utilis€ (schéma 11). Il est a constater que le substrat an substituant
électroattracteur manifeste un taux d’hydrolysesphpide que son homologue non substitué.
Par contre, un substituant donneur d’électronsntidléa réaction d’hydrolyse et la pureté

énantiomérique est indéterminée dans ce cas.

CAL
R R Ry R
1\{\/ 2 HZO, CI—%CN \‘/\

OAc OH

Schéma-11 Hydrolyse enzymatique de 1-arylallyl acétate

Durée (h) R1 Ro | eg(%)
1 24 Ph H >99
2 3 p-CN-CsH, | H | >99
3 48 p-CHsO-CeHs | H -

I-5-3- Influence de la nature d’enzyme :

L’activité et I'énantiosélectivité varient d'unengyme a une autre et grace a leur
stéréospécificité, les enzymes ne donnent pasédedtats identiques avec le méme substrat.

Cette observation peut étre illustrée par I'exenspigant”

OA
Lipase ‘
OO hydrolyse

(RS

Schéma-12 Influence de la nature d’enzyme dans la réactitwydtolyse enzymatique.
Lipase (mg) Temps (h)  ee(%) @ eg(%) C (%) E
PFL (50) 90 99 99 50 >800
LGL (100) 24 81 51 61 8

* E. N. Kadnikova, V. A. ThakofTetrahedron:Asymmytr2008 19, 1053-1058
* L. Aribi-Zouioueche, J.C. FiaudetrahedroriLett, 200Q 41, 4085-4088
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Pour le méme substrat, la lipasep®udomonas fluoresce(l®-L) montre une réactivité et
une sélectivité importante par rapport a la lipgastrique du lapinLGL). L'affinité de la
PFL vis-a-vis de ce substrat est supérieure a cella dEL.

I-5-4- Influence de la température et du pH :

L'activité des enzymes est fortement affectée par dhangements de pH et de
température. Chaque enzyme qui fonctionne le méeux certain pH et a une température
déterminée voit son activité diminuée a des valguis’écartent de ces points. Ceci est di a
I'importance de la structure tertiaire de I'enzyereraison des interactions ioniques et des

liaisons hydrogene qui déterminent la forme du até.

Les enzymes fonctionnent donc le mieux a une teatp& optimale. Elles sont
dénaturées et leur site actif perd sa forme etecdedonctionner a températures trop élevees
bien que les lipases immobilisées soient plus relsust supportent des températures qui
s’approchent de 80°C (IBAL-B en fournit I'exemple d’une lipase qui peut étrariobilisée
sur résine acrylique).

Comme avec la température, les enzymes ont urppirhal. Si le pH varie beaucoup,
la nature chimique des acides aminés peut chalhgeut en résulter un changement dans les
liens de la structure tertiaire qui peut se décasupaole site actif sera perturbé et I'enzyme

sera dénaturée également.

-6 Conclusion :

Les hydrolases sont les biocatalyseurs les plilgigs en chimie organique, leurs
caractéristiques stéreo -, régio-, et énantiogetsctes mettent parmi les catalyseurs les plus
doués pour accéder aux molécules optiquement égsiches lipases et les estérases sont les

plus utilisées en chimie fine

Dans ce chapitre nous avons défini la réactiodétmublement cinétique enzymatique
qui permet lacces aux composes optiguement actius avons choisi la
réaction d’hydrolyse enzymatique qui constitue urdend’acces trés intéressant aux alcools

chiraux et leurs acétates correspondants. Diveranpgres peuvent influer d’'une maniére
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significative sur le déroulement de la réaction dgloublement cinétique par hydrolyse

enzymatique.
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Chapitre I Geénéralité sur les méthodes daciEmisation

[1-1- Introduction :

La forte demande qui concerne les meédicaments awhir sous formes
énantiomériqguement pures a dirigé la recherche éacmgie vers de nouvelles méthodes,
lesquelles autorisent la transformation d’un métamgcémique en un produit d’'un seul
énantiomére avec un rendement chimique théorigus’gpproche de100%. Ces molécules
sont devenues des cibles principales de la syntrgs@ique contemporaiie®®.

Ces derniéres années, le développement des statigjidéracémisatidna permis d’obtenir
un énantiomére unigue avec un rendement chimigaatigatif, & partir du dédoublement

cinétigue enzymatique d'un mélange racémique.

[1-2- Principe de déracémisation :

Le dédoublement cinétique enzymatique du mélaraggmique d’'une molécule
chirale donne lieu a deux produits selon les vageskes deux énantiomeres. L'un sous forme
de produit obtenu et I'autre sous forme du subsésitiuel, et par conséquence le rendement
théorique de chaque énantiomére ne peut jamaissiépk limite de 50% de conversian
Pour pallier a cet inconvénient, qui réside danpdee de la moitié du produit de départ
notamment dans le cas ou seul un énantiomére ebhig® la déracémisation présente la
solution idoine. Elle permet d’aboutir exclusivern@nun énantiomere avec une excellente
pureté optique et un rendement chimique théoriguetd%o.

La déracémisation repose sur le changement dér@oshimie de I'énantiomere qui réagit le
plus lentement afin d’accroitre la quantité de icgui réagit le plus rapidement dans la

réaction de transesetérification et I'inverse dangaction d’hydrolyse (schéma-13-).

Retention de
R Rapide P R configuration P
A o -
Rlan de symétte ______
R___tene Q Inversionde
configuration
S
Rdt: 50% P + 50% S Rdt: 100% P
Dédoublement cinétique enzymatique Déracémisation

Schéma-13 Comparaison entre les principes de dédoublemiedé eléracémisation

* K. Faber,Chem. Eur. J2001, 7, 5004-5010.

% U. T. Strauss, U. Felfer, K. Fabdtetrahedron: Asymmetr§999 10, 107-117.

*a) R. S. Word, Tetrahedron: Asymmetryl995 6, 1475-1790. b) W. Kroutil, K. FabeFetrahedron:
Asymmetry1998 9, 2901-2913. c) U. Strauss, U. Felper, K. Fabetrahedron: Asymmetrg999 10, 107-117.
% Ref 36 U.T. Strauss, U. Felfer, K. Fab&etrahedron: Asymmter§999 10, 107-117.
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[1-3- Stratégies de déracémisation :

Depuis un peu plus d’'une décennie, plusieurs nadéthale déracémisation ont abouti a
la synthése de molécules énantiomériquement pupastir de mélanges racémiques et ceci

en atteignant des rendements chimiques trés ss#isfd’. Elles concernent des :

#

Dédoublements cinétiques répétes.

e

Dédoublements cinétiques dynamiques.
# Processus de stéréo inversion.

% Déracémisation par oxydoréduction cyclique.
Avant dentamer une description des différentespreghes répertoriees de

déracémisation, il importe de définir le procesdagacémisation ; c’est une transformation

d'un composé optiqguement actif en un composé rapdeni Le schéma 14 en fait

50% S 50% S

Schéma-14 Principe de racémisation

I'illustration :

La racémisation peut se produire a travers plusieheming’, nous citons ci-dessous les

meéthodes de racémisation les plus fréquemmerdégsi et citées dans la littérature.

% Racémisation catalysée par une base
Cette racémisation peut étre appliquée pour leposgés ayant un hydrogene labile porté sur
le centre asymétrique, elle implique I'éliminatide I'hydrogene du centre chiral pour former
un carbanion. Cet anion est stabilisé soit parrésgnce d’'un groupement adjacent tel un
carbonyle, un nitrile ou d’autres groupements fametels (schéma-15 (a)), soit par use

élimination réversible (schéma-15 (b)).

*a) R.S. WardTetrahedron: Asymmetr995 6, 1475-1490. b) H. Stecher, K. Fat®ynthesis1997, 1-6, c)

W. Kroutil, K. Faber,Tetrahedron: Asymmetryl998 9, 2901-2913. d) U. Strauss, U. Felper, K. Faber,
Tetrahedron Asymmetr§999 10, 107-117. e) K. Fabethem. Eur. J2001, 7, 5005-5010. f) F.F. Huertd.E.
Backvall, Org.Lett 2001, 3, 1209-1212. g) M. Edin, B. Martin-Matute, JEackval, Tetrahedron: Asymmetry,
2006 17, 708-715. h) M. Stirtling, J. Blacker, M.l.d&aTetrahedron Lett2007, 48, 1247-1250.

“0E.J. Ebbers, G.J.A. Ariaans, J.P.M. Houbiers, Aiggink, B.Zwanenburgletrahedron1997, 53, 9417.
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9 ox Nox —= )i

X =CO, CN, NQ...
b) >_\ Base '\ N \ .\
L /7N /

Schéma-15 Mécanisme d’'une racémisation catalysée par une.base

™

% Racémisation par une séquence d’oxydoréduction

Des réactions d’oxydation et de réduction conseesti permettent deffectuer une
racémisation des composés ayant un hétéroatomeeatljau centre stéreogene (alcools,
amines,...). L'oxydation élimine I'hydrogéne du canko asymétrique, générant un
intermédiaire de géométrie plane. La réductionarest I'état d’hybridation initial de facon

non sélective, donnant lieu a un meélange racén(ggema-16).

T R R Ry 1
4,,,,,,, Oxydation J% Réduction "
RZH X-H — R X Rz //X_H + R2 S X-H
H

Ry

2

T

Schéma-16 Mécanisme d’'une racémisation pe&quence d’oxydoréduction.

% Racémisation catalysée par les enzymes
De nombreux biocatalyseurs ont été décrits comraat éfficaces dans des réactions de
racémisation. L'avantage de cette méthode réside Bafait que les conditions opératoires

ou elles se déroulent sont extrémement douces pé&eture ambiante, pression

atmosphérique et pH neutre, sa grande chimioséléctt I'absence de produits secondaires.
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[1-3-1- Méthode dedédoublements cinétigues répétés :

Afin d'éviter la perte de la moitié du stras, une pratique de recyclage est devenue
courante suite aux dédoublements cinétiques desnges racémiques. Apres la séparation du
produit désiré, I'énantiomere indésirable est sasum@iune nouvelle résolution dans un
nouveau cycle. Ainsi, aprés chague racémisatiorecefée, le mélange racémique
nouvellement obtenu est soumis encore a un dédoebkeidentique au premier jusqu’'a la
consommation totale de tout 'énantiomeére indéserabe schéma-17 et la figure-5 suivants

illustrent le parcours de cette méthode dans ledesd :

50% R

RetS Résolution n° 1
rac

Racémisation| 25% R | resolution ne 2| 75% R

~—_ — + +
Racémisation
de S
Ep,wsenjent, 93,5% R Résolution n° 4
de I'énantiomér +
S 3,1% S

Rdt (%, P

- 1 i i i

a0 =

B0 — -

T — —

B0 — =

S0 T T T T
1 2 k | 4 5 &

Nombre de cycle

Figure-5: Rendement chimique maximum dans un processusideldéments et
racémisation répétés
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On peut voir sur la figure 5 que le rendement dlologproduit P atteint une valeur de plus de
95% apres seulement cing cycles, a condition qiedex réactions (dédoublement cinétique
et racémisation) soient effectuées sans perteraguip. Théoriguement cette méthode est
efficace mais pratiquement elle présente des imauents, car plusieurs étapes de séparation

sont laborieuses et inadéquates pour envisagéemaait un bon rendement chimique.

[1-3-2 Dédoublements cinétiques dynamigques :

Contrairement au dédoublement cinétique répétéadamisation du dédoublement
cinétique dynamique s’effectueincsitu» pour recycler I'énantiomeére résiduel. Le schéma

18 montre le principe ddédoublement cinétique dynamidtie

Rapid
apl © Krac> KR
Krac Rdt : 100% de P
s _Ks_ o
L ente

P, Q: les énantiomeéres produits.

Kgr, Ks: constantes des vitesses des énantiomeres.

Kac : CONstantes de racémisation

Schéma-18Principe dudédoublement cinétique dynamique

Le dédoublement cinétique dynamique peut interveinie substrat racémique de départ est
rapidement racémisable dans les conditions de datioh. Cette racémisation peut étre
biocatalysée, réalisée chimiquement ou produitetsp@mentn situ (du fait des propriétés
intrinseques du substrat).

Afin d’obtenir un dédoublement cinétique dynamiqpéysieurs conditions sont requises

simultanément :

“1a) R. Noyori, M. Tokungaga, M. KitamurBull. Chem. Soc. Jpri995 68, 36-56. b) R.S. Wardetrahedron:
Asymmetry1995,6, 1475-1490. c) S. Caddick, K. Jenki@hem. Soc. Rew996 447-456. d) R. Azerad, D.
Buisson,Curr. Opin. Chem. Bigl200Q 11, 565-571. e) H. Pellissiéretrahedron2003 59, 8291-8327.

f) B. Martin-Matute, J.E. BakvalCurrent Opinion in Chemical Biolog2007, 11, 1-7.
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#% |a racémisation au niveau du centre labig,{) doit étre plus rapide que la
consommation du substragg, Ks) : Kiac > Kg, Ks.
le réactif chiral doit étre suffisamment sélectifs va vis d'un des deux

n

énantiomeres du meélange racémique de départ> Ks.
% |a réaction doit étre irréversible et les prodimsnés relativement stables dans les
conditions de la réaction.
Dés 1996, I'équipe de J. Williams a démontré la gatibilité des deux systémes : enzymes et
complexes de métaux de transition en décrivant tem@r exemple de DCD
chimioenzymatique d’acétates allyliques par hydselyCette réaction faisait appel a une
lipase comme biocatalyseur et un complexe de paftadil) comme catalyseur induisant la

racémisation viain complexer-allyle (Schéma-195.

OAc OH

PFL, Solution tampon

PdCL(MeCN) (5 mol%)

ee = 96%.
Rdt = 81%.

Schéma-19 Déracémisation d’'un acétate allylique par DCD

Dans cette optique, I'équipe de BackValh développé ce processus en I'appliquant,
avec succes, dans la réaction de transestérificaimzymatique d’'une variété d’alcools
secondaires racémiques. Les acétates corresporakactmnfiguration R) sont obtenus avec
de bons rendements chimiques et d’excellentesgmiogitiques.

Le complexe de ruthénium binucléaire mis en jenstitue un excellent systeme de
racémisation de l'alcool résiduel de configurat{Sh Le schéma -20- démontre I'efficacité de

cette méthode :

423V, Allen, J.M.J. WilliamsTetrahedron Lett1996 37, 1859-1862.
“3B. A. Persson, A.L.E. Larsson, M. Le Ray, J.E.lRatl, J.Am.Chem.S0d999 121, 1645-1650.
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OH
)\ CAL-B, 4-CI-PhOAc /c'f OAc
(R,9 Toluéne ©) (R) 2

isomérisation "in sity"
de I'énantiomeéreS]

Rl = Ph, 3 :Me %> 99%, Rdt = 80% Ph ,/Q ’0 Ph
R, = 2-naphthyl, B= Me o> 99%, Rdt = 79%. - Ph%wh

Ph\ _H/Pn
RiRy = CE> eqry> 99%, Rdt = 77%. OC,REO E:).,CO

R; = Hexyl, R =Me €R> 97%, Rdt = 80%. Cat-Ru

Schéma -20Q Dédoublement cinétique enzymatique des alcoolsidages combiné a une
racémisation catalysée par un complexe de ruthénium

Un autre travail de I'équipe de Backvala concerné le phényléthanol comme substrat
racémique qui a subi une réaction de transesttific enzymatique. Un nouveau complexe
au ruthénium, compatible avec les esters d’éneéléautilisé pour effectuer la racémisation
«in situ» de I'alcool résiduel. L’acétate correspondantdefiguration R) est obtenu avec

un bon rendement chimique et un exces énantionegtgveé (schéma-21).

OH OAc
OAc :
CAL-B Ph, . Ph
er 4P
CAT-Ru (4 mol %) K

Ph
KOHt-Bu(5 mol %) (R OC___._F:!u_
Toluene, 23°C ee > 99%. co
Rdt = 95-99%.
CAT-Ru

Schéma- 21 Dédoublement cinétique dynamique panséstérification du phényléthanol
combinée a une racémisation par un complexe denidim.

[1-3-3 Déracémisation par oxydoréduction cyclique :

La déracémisation des composés chiraux portargrompement hydroxy ou amino
peut étre atteinte grace a un nouveau procédé stansien une séquence cyclique
d'oxydoréductiofT. Le systéme se compose de deux réactions indémpesd@écrites dans le

schéma-22. Premiérement, 'énantiomére le plusieage I'alcool ou 'amine secondaires est

4 B. Martin-Matute, M. Edin, K. Bogar, F.B. KaynakE. BackvallJ.Am.Chem.So2005 127, 8817-8825.
“>W. Kroutil, K. FaberTetrahedron: Asymmetrf998 9, 2901-2913.
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oxydé sélectivement. Le produit achiral interméeiaibtenu (cétone ou imine) est réduit de
maniére non seélective pour fournir a nouveau leangg racémique et le cycle se poursuit

jusqu’a extinction de I'énantiomere a recycler.

R R
K
. § Kp
Rapid p Réactif non
P sélectif
K \
S~ Lente S,R Deux énantiomeres Ko S

P: Produit intermédiaire
achiral (cétone ou imine)

lére étape: Oxydation énantiosélective

< -Halt 2éme étape: Réduction non sélective
de I'énantiomer®) (

du praduit achiral.

Schéma-22 Principe de déracémisation par oxydoréductionlicye

La répétition cyclique de ces deux étapes combim&ne a une déracémisation totale,
ou I'énantiomére réagissant le plus lentement dgenu comme seul produit avec un
rendement chimique théorique de 100%.

L'alcool racémique 2-decanol a été déracéfigi& une réaction biocatalytique, par
une séquence de l'oxydation/réduction. Les autentrstilisé le méme biocatalyseur (cellules
entiéres) pour les deux étapes. L'acétone a digeatcomme accepteur de I'nydrogéne dans
la premiére étape. Au cours de la seconde étappoet la réduction de la cétone
correspondante, le 2-propanol a été employé commedanneur de I'hydrogene. Le
racémique 2-decanol a été transformé en (S)-2-décavec un excellent exces
énantiomeérique ee = 92% et un bon rendement cha 88 (schéma-23).

catalyseur, 30°C, 24 h

oxydation non sélective Q réduction sélective OH

n-Catty7 o~ NS o~ T
)OK ﬁ OH Q ee :(22%
A )k Rdt = 82%

1" étape 2€Meétape

Schéma-23 Déracémisation du 2-décanol par oxydoréductiorique

“5C.V. Voss, C.C. Gruber, W. KroutiT,etrahedron: Asymmetr2007, 18, 276-281.
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11-3-4 Processus de stéréoinversion :

Cette procédure de stéréoinversiom <itu » connait actuellement un grand essor,
notamment pour ses applications concernant lesolalcgecondaires d’intérét potentiel et
méme les amines chirales.

Lors d’'une déracémisation par stéréoinversionn ldes deux énantioméres du
meélange racémique préserve sa configuration absali@u long du processus, alors que son
antipode optique l'inverse, a travers une réactiomique et sans racémisation, pour donner
un seul produit possédant une méme stéréochimewveendement chimique théorique qui
équivaut a 100%schéma-24-).

Rétention de configuration

Inversion de configuration
par réaction chimique

R: Enantiomeére qui réagit le plus rapidement
S: Enantiomeére qui réagit le plus lentement.
P: produit obtenu avec rendement Rdt = 100%bo.

[=)

Schéma-24 Principe de déracémisation par stéréoinversibmique.

Cette approche s’effectue selon deux étapes sunegssin dédoublement cinétique
biocatalysé suivi d’'une réaction chimique, qui asda stéréoinversionin situ »de 'un des
deux énantiomérés L'équipe de Dand4 a décrit la premiére approche de stéréoinversion
chimique, appliquée au dérivé ester racémique pignurseur de pyréthrinoide.

Le protocole suivi a mis en jeu la combinaison @umydrolyse enzymatique de
l'acétate racémique avec une transformation chimigprocédant par inversion de
configuration. Le mélange de I'ester résiduel et'aeool formé est traité avec le chlorure de
meésyle pour engendrer le groupement partant mésglat la structure de I'alcool formé.
L’addition ultérieure d’'une base forte conduitiaversion de configuration de l'intermédiaire
activé R) avec une hydrolyse simultanée de I'ester de gardition §). Il en découle I'alcool
de configuration § avec un rendement chimique de 82% et un excéstiemarique ee =
90% (schéma-25).

“’a) H. Danda, Y. Furukawa,T. UmemuBynlét, 1991441-442. b) M.J. Kim, |.S. LeSynlett, 1993 767-768.
“8 T. Danda, T. Nagatomi, A. Maehara, T. Umemiietrahedron, 1991, 47, 8701-8716.
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Lipase d'Arthrobacter ﬁi ﬁi
Solution tampon HO'

R

ee >99% ee > 99%
CRSO,/NEt;
ﬁi H O@‘doi
(C
CaCQy/H,O ee = 90%
Hydrolyse + inversion Rdt = 82%

de configuration

Schéma-25 Déracémisation du précurseur d’'un pyréthrinofolr combinaison d’'une
hydrolyse et d’une stéréoinversion « in situ ».

Dans le méme contexte, I'équipe de Tdfca effectué une déracémisation par
stéréoinversion chimique concernant I'éthyl 3-hygtmutanoate. L’énantiomére de
configuration(R) a été obtenu avec un excés énantiomeérique ee¥% €2un rendement

chimique a 85% (schéma-26).

OH CAL-B solvant OAc OH
COOEt COOEt + _~_-COOEt
R 9 Acétate d'isoprpenyle (R) ee = 92% (S ee = 95%

MsCl, TEA/ DM

OH OAc OMs
coogt _ CALB COOEt + -~ COOEt
EtOH/TBME
(R R ®
ee = 92%
Rdt = 85% AcOCS/DMF

Schéma-26 Déracémisation par combinaison d’une transestéitfan enzymatique
et d’une stéréoinversion in situ

“9M.C. Turcu, E. Kiljiunen, L.T. Kanerva,etrahedron: Asymmetrg007, 18, 1682-1687.
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Dans I'hydrolyse enzymatique, le mélange des dean@omeres, 'alcool obtenu et
I'acétate résiduel, subit une transformation chimigu la configuration de I'alcool obtenu est
inversée. Cette inversion conduit & un seul énanétie de I'acétate avec un rendement
chimique estimé théoriquement a 100%. Plusieurdticées chimiques permettent I'inversion
de configuration d’'un énantiomére optiquement pugis la plus décrite est celle de

Mitsunobu.

11-3-4-1 La réaction de Mitsunobu:

Cette réaction est largement décrite en synthésnaue et constitue une procédure
trés appliquée pour I'estérification des alcooleuBl présentons un apercu de la littérature qui
montre I'efficacité de cette méthode de déracénoisatu la réaction de Mitsunobu est I'étape
chimique de l'inversion de configuration.

En 1967, O. Mitsunobu décrivit une meéthode pourctandensation d’'un acide
carboxylique et un alcool, en utilisant un méladgediéthylazodicarboxylate (DEAD) et de
triphénylphosphine (TPP) afin de former un eSteiCette réaction de substitution
intermoléculaire ou intramoléculaire est baséelaudormationin situ d’'un intermédiaire, a
savoir une béiae réactive. Cette derniére capable d’arracherd®mp de I'acide nucléophile
et d’activer 'alcool électrophile. Le protocole d&itsunobu est également favorisé par une

séquence d’oxydoréduction simultanée dans laquellERP est oxydé et le DEAD est réduit.

# Mécanisme

L’addition nucléophile initiale du diéthylazoditexylate (DEAD) et du
triphénylphosphine (TPP) forme rapidement uneihétatermédiaire en une premiére étape.
Ensuite et selon I'addition directe, sur la bétaide I'acide ou de I'alcool, des mécanismes
sont proposés pour décrire les étapes ultériewrestte réactiot.

Lorsque l'acide est ajouté en premier, la Tmdaest protonée et un carboxylate
d’azophosphonium est formé de facon irréversiblatdme de phosphore tétra coordonné
subit une attaque nucléophile par I'alcool secamdafin de générer un dérivé activé avec un
bon groupement partant. Son déplacement par liarbaxylate, via un mécanisme de

substitution {2 fournit I'ester escompté de configuration inversé&vec les oxydes de

°Y 0. Mitsunobu, M. Yamad&ull. Chem. Soc. Jpri967, 40, 2380.
°L E.H.B. Grochowski, R.J. Kupper, C.J. MichejdaAth. Chem. Soc1982 104, 6876-6877.
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triphénylphosphine et de diéthylazodicarboxylateno@® produits secondaires. Le schéma-

27- en fait 'illustration

EtO,C_ - _COEt EtO.C .COEt
EtOC ~ COFt PPh “N-NT Ar" OH “N-NH
N=N - / / O
Php Php )\
DEAD a’ o -

Bétaine

o) )\ + Q
EtO,C_ _COEt : )\ Su2 AN PPh )KO )
Ar

PPh=0 4 NH-NH * R

Oxyde de _ Diéthylhydrazine  Acétate formé
triphénylphosphine  gicarpoxylate avec inversion
de configuration

e

Schéma-27 Mécanisme de la réaction de Mitsunobu
La réaction se déroule sous des conditions do(c®°C a température ambiante)

dans des solvants apolaires tels que I'éther digtig; le tétrahydrofurane ou le toluene qui

accélerent la conversion de I'alcool en ester.

11-3-4-2 Application de la réaction de Mitsunobu dans la déracémisation :

La réaction de Mitsunobu est une réaction largeémgisée pour la déracémisation
des acétates et des alcools chiraux secondaifas cours de son étude citée précédemment,
I'équipe de Dandd a également obtenu le méme substrat, & savdi®){4-hydroxy-3-
methyl-2-(2-propynyl)-2-cyclopenten-1-one en intugént pour la premiére fois la réaction
de Mitsunobu, a la suite d'une hydrolyse enzymatiddn bon résultat est obtenu, ou I'alcool
de configuration$) est récupéré avec un exces eénantiomeérique 98e6%0) et un rendement
chimique (Rdt = 90%). Le schéma -28- illustre caulét :

°%a) E. Vanttinen, L.T. Kanervdetrahedron: Asymmetr995 6, 1775-1786. b) H.L. Liu, T. Anthonsert,
Chirality, 2002 14, 25-27.
*3Ref 48 T.Danda, T. Nagatomi, A. Maehara, T. Umem(retrahedron1991, 47, 8701-8716.
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Jﬁfipase d'Arthrobacter K ﬁi
ACG O  Solution tampon 0 3 0

HO AcO
R)
R ( )
(RS ee > 99% ee > 99%
DEAD/TPP
CHsCOOH/THF
ﬁi H,SO, 80°C ﬁi
HO 0O AcO ©
S S
ee = 93.6%
Rdt = 90%

Schéma-28 Déracémisation du précurseur d’'un pyréthrinoide pambnaison d’'une

hydrolyse enzymatique et d'une stéréoiversionsitin» selon le protocole de Mitsunobu.

La méme stratégie a été appliquée par I'équipeatber’. Les auteurs ont pu obtenir le
(9-dictyoproléne, un acétate secondaire insaturéquamt des propriétés odoriférantes. Le
dédoublement cinétiqgue enzymatique, réalisé paséstérification du mélange racémique de
I'alcool correspondant, a donné les deux énantiemavec des excés énantiomeériques
(ee = 91%). En additionnant le réactif de Mitsunodeul I'ester est obtenu sans perte de sa

pureté optique, avec un rendement chimique Rdt% @héma-29-).

| Lipase Amano PS +

AV, Hexane .
HO HO" AcO |

©)
RS ee (:Rzal% ee = 91%

DEAD/TPP

CHLCOOH/THE &8 = 91%

Rdt = 96%

Schéma-29 Synthése énantiosélective du (S)-dictyoproléenematransestérification

enzymatique suivie du protocole de Mitsunobu.

**A. Wallner, H. Mang, S.M. Glueck, A. SteinreiberFSMayer, K. FabeiTetrahedron: Asymmetr2003,14,
2427-2432.
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11-4 L’énantiocomplémentarité des réactions d’hydrdyse et de
transestérification :

Dans certains cas, les deux énantioméres d’'uné&cuoiel racémique peuvent étre
obtenus avec d’excellentes puretés optiques ebds tendements chimiques. Ceci est réalisé
en mettant a profit 'énantiocomplémentarité dasxd@actions, a savoir, la transéstérification
et I'hydrolyse enzymatiques lorsqu’un seul énanéamréagit au cours des deux réactions.

A cet égard, nous citons I'exemple rapporté paquipe de Fabet concernant le
sulkatol, qui est une phéromone d’insecte. Les dmantioméres de I'alcool sont obtenus
avec des exces énantiomériques ee>98% et de bodesment chimiques en exploitant
'énantiocomplémentarité des deux réactions: labgn et I'hydrolyse suivies par la

stéréoinversion chimique selon le protocole de iitbu (schéma-30-).

CAL-B AV  LALH 4, THF
| Hexane, 30°C | Teamb, 30 min |

RS
(S ee>98 (R) ee>98 (R) ee>98
ACOH, PPl Rdt = 80%
AC0 DIAD
DMAP
CH,Cl, micro-onde (7 min, 180°C)
CAL-B, 30°C . LIALH 4, THF
| Tampon \ | T°amb, 30 min \
phosphate
RS PH=75  (Rjee>98 (9 ee>98 (S ee>98

Rdt = 74%
AcOH, PPh
DIAD

micro-onde (7 min, 180°C)

Schéma-30 Déracémisation du sulcatol.

Un autre exemple récent met en évidence cettectéaistique des deux réactions
biocatalysées. L'équipe de Tao*lia pu obtenir les deux énantioméres d'un alcool
propargylique avec d’excellents excés énantiomésget des rendements chimiques assez

élevés (schéma-31).

°° A. Steinreiber, A. Stadler, S.F. Mayer, K. Fabe)(Kappe Tetrahedron Let2001, 42, 6283-6286.
°A. Zaks, M. Tamarz, Tao LAdv. Synth. CataR009 351, 2351-2357.
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NPh,
_~_0 LipasePSD (g ce = 96.1% S NPh |
TMeCN AV — o+ CH3C00

OA
NPR 30n, ¢ = 40% onc’ ¢
/k/\f )\%\fo
NPh, (R NPh o
(R) ee= 99.8% | CAL-B, eau
A0

NPh,
(R) ee= 99.8%. Rdt = 7%

AcO
F o OTs
/\%\f )\%\fo
NPh, 5
AcO (S ee = 99% (R NPh )
_~_0O CALB _TsCl + CH3CO00
T eau ~ Base’ S
NPR ¢ _5106 /k/\( Wo
) NPh,

(R) ee= 97%
‘ CAL-B, eau

WO

NPh,
(S) ee= 99.5%. Rdt = 64.2%

Schéma-31Mise a profit de I'énantiocomplémentarité de lartsastérification et de

I’hydrolyse pour la déracémisatiatiun alcool propargylique.

[1-5 Conclusion :

Au cours de ce chapitre nous avons parcouru fe&rehts procédés de déracémisation
et de racémisation, cités dans la littérature, alex exemples montrant I'utilité ainsi que
l'intérét de chaque procédure. Nous nous sommeésesgés particulierement a la méthode de
déracémisation par stéréoinversion car elle nques@ala plus adaptée a nos substrats.
Plusieurs réactions chimiques permettent I'inversie configuration au cours de cette
méthode de déracémisation pour accéder a un saaoti@mere optiquement pur et avec un
bon rendement chimique. La réaction la plus décritet effet est celle de Mitsunobu que

nous avons utilisée dans notre étude pour sa miseuzre aisée également.
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Chapitre 1l Synthése énantiosélective tmobs chiraux

[11-1- Introduction :

Les alcools benzyliques secondaires chiraux sesinablécules d’'un intérét capital en
raison de leur activité biologigtfe Ils constituent, pour la plupart, des précursetes
molécules intéressantes, fort utilisés dans lesisimegts pharmaceutiques et de la chimie
fine’®. Ce sont notamment des précurseurs de structlames-itflammatoires non stéroidiens
puissants dont le Naproxéieet I'lbuproféne. Ces composées peuvent aussi rservi
d’auxiliaires chiraux en chimie organique. L'obtent d’alcools benzyliques optiguement

purs est donc une nécessité pour la chimie organiqu

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés daullément cinétique par
hydrolyse enzymatique, en présence de la lipas€atalida antarctica B (CAL-B). Il est
egalement important dans notre cas d’optimisecdeslitions d’utilisation, d’un point de vue
guantitatif, de laCAL-B, en testant son pouvoir catalytique apres dimamutlie la quantité
mise en jeu. Cette étude s’applique sur des subsgita présentent un intérét potentiel. Ce
sont des acétates correspondant aux alcools bgaaglisecondaires chiraux. Le schéma- 32

illustre les structures de ces substrats.

OAc Ohc ohe
L) C@A
On A OO
/

Schéma -32 modéles desubstrats étudiés.

I11-2- Etude bibliographigue de I'hydrolyse enzymatiqgue de ces modeles:

Peu d’études ont concerné le dédoublement cireétigu hydrolyse enzymatique de
ces acétates chiraux correspondant aux alcoolsyligumes de type arylalkylcarinols. Les

exemples que nous citerons sont des contributiotégiaures de notre équipe.

" T. Nishikawa, M. Yoshita, K. Obi, M. Isob&getrahedron Lett1994 35, 7997.
°% S.C. Stinnson, Chemical and Engineering Ne\992, 46.
** G.M. Gu, C.S. Chen, C.J. Sifietrahedron Left1986 27, 1763.
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L. Aribi-Zouioueche et Colf ont étudié le dédoublement cinétique par hydrolyse
enzymatique de l'acétate correspondant a l'acéeapht en présence de la lipase de
Pseudomonas fluorescer(PFL). Les deux énantioméres issus de cette réactinnotbenus

avec de bons exces énantiomeériques a une conveisisnd. (schéma-33).

OAc OH WOAC
PFL
P * £ 130
hydrolyse ) E=130
RS S
94%ee 97%ee

Schéma-33 Hydrolyse enzymatique du 1,2-dihydroacénaphthylghatétate avec la PFL

Son isomere de structure est totalement inacti§ tesxmémes conditions.

Y OAc
hydrolyse

= | _— Pas de réaction
N PFL
RS

Schéma-34 Hydrolyse enzymatique du(naphthlen-1-yl) éthylacétaterec la PFL

Un autre exemple de I'hydrolyse enzymatique de roesléles est rapporté par C.
Bidjou et colf’. L'étude concerne une réaction d’hydrolyse enzigna en présence de la
lipase de Pseudomonas fluorescen@FL). La lipase utilisée manifeste une faible

énantiosélectivité vis-a-vis du substrat étudi& (® (Schéma-35).

oo ey
O +
Me Solution tompon pH =7 MeO OO Me
(R.9 (R) S
C=32% §e39.9 % ed9 %
E=3

Schéma-35 Dédoublement cinétique d’'un acétate benzyliquehgdrolyse enzymatique

®0- Réf 34’ L. Aribi-Zouioueche, J-C. Fiaud,etrahedron Lett200Q 41, 4085.
®L C. Bidjou, L. Aribi-Zouioueche, J-Y. Legros, J-8aud J. Soc. Alger. Chim999 9, 261.
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Dans un travail antérielit une série d'arylalkylcarbinols, qui sont des also
benzyliques secondaires chiraux, a fait I'objetnd’l&tude de la réaction de dédoublement
cinétique par acylation enzymatique, en présenda tipase deCandidaantarctica lipase B
(CAL-B). L'utilisation de cette lipase a été optimisée mettant en jeu des quantités
catalytigues minimales et efficaces qui maintietmEnbonnes énantiosélectivités.

Les bons résultats obtenus nous ont conforté dabte choix d’entreprendre une
étude de la réaction d’hydrolyse enzymatique sardeétates correspondant aux alcools

précités avec I€LAL-B. Les substrats objet de notre étude sont représeaits le schéma

suivant :

OR' OR
n=1,R=H1, R=Ac la R =0OMe, R'=H3, R=Ac 3a
n=2,R=H2, R=Ac 2a R=H, R=H4, R=Ac 4a

. OR YOR.
0 [z
NS
R=H 5 R=H 6
R'= Ac 5a R'=Ac 6a

Schéma -36 lessubstrats étudiés

I11-3- synthése des acétates racémigues la-6a:

Les acétates, qui constituent les modéles de atide, sont issus d’alcools benzyliques
chiraux correspondants. Les alcools 1, 4 et 5 commimerciaux, les alcools 2, 3 et 6 sont

obtenus par réduction des cétones convenables.

A) Synthése des alcools racémiques 2, 3 et 6 par rétlon des cétones :

Les alcools racémiques 2, 3 et 6 sont obtenuséplaiction des cétones commerciales

correspondantes, en présence de I'hydroborure deirso(NaBH;) dans un mélange de

®2_Réf 9: N. Bouzemi, L. Aribi-Zouioueche, J-C. Fiautietrahedron: Asymmetr200617, 797-800.
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tétrahydrofurane et d’eau (4/1). Ces alcools sbiermus avec de bons rendements chimiques
(schéma-37)

O OH

@iﬁ NaBH,, THF/H,O (4/1) Qé

(R,9
2 (Rdt = 97%)

OH
i NaBH,, THF/H,O (4/1) }\

(RS
R1= 2-(6-Méthoxy)naphthyl 3 (Rdt = 97%)
R;= 1-Naphthyl 6 ( Rdt=93%)

Schéma-37 Synthese des alcools 2, 3et 6 par réduction demesét

B) Acylation chimique des alcools 1-6:
Les acétates sont obtenus a partirad@sols benzyliques 1-6 correspondants. La
réaction d’acylation se fait avec l'anhydride ag@é et la triéthylamine en présence de
quantité catalytique du 4-diméthylaminopyridine (BR) selon le schéma -38.

ﬂR Ac,0, EgN j\R

Ar
RS

1-6 la-6a

R.9 DMAP

Schéma-38 Synthése des acétates racémiques la-6a
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Les rendements obtenus pour I'acylation chimiqu# s&unis dans le tableau 1

Tableau 1: rendements chimiques des acétates racémiques la-6a

Acétates| Rdt (%)
la 89
2a 91
3a 85
4a 87
5a 78
6a 82

Les caractéristiques structurales des alcoolsseadétates synthétisés sont établies par
les méthodes spectroscopiques suivantes : infrar@Bg et résonance magnétique nucléaire
du proton RMN *H) et du carbone 13RMN *°C).

l11-4- Dédoublement cinétigue enzymatique des acétas racémiqgues la-6a

par hydrolyse enzymatique en présence de 150 mq GAL-B :

Dans un premier temps, les acétates benzyliquésigues la-6a sont hydrolysés en
milieu biphasique (solvant/solution tampon pH=7v. v1/4) en présence de 150mg (675 U)
de la lipase d€andidaantarctica B(CAL-B) " pour une millimole de substrat.
Aprées 48 heures de réaction, I'acétate résiduéblepol formé sont récupérés. Les exces
énantiomeériques (ee) sont déterminésHritC sur colonne chiral€HIRACELOD-H (schéma-
39).

OAc OH OAc
CAL-B, éther diéthylique :
Ar AR Y R
RS Solution tompon (R ©)
PH=7
la-6a 1-6 la-6a

Schéma-39 Dédoublement cinétique des acétates racémiques pa6hydrolyse

enzymatique.

CAL-B(Chirazyme®, L-2, c.-F, C2, Lyo) lipase @andida antarcticafraction B, fournie par Boehringer
Mannheim. L'activité spécifique est de 4500U/g.
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Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau

Tableau 2 Dédoublement des acétates racémiques la-6a paollgd enzymatique en
présence de 150 mg de CAL-B

Substrat® | ee"(%) | ea”(%) | C°(%) E°

OAc
la
OAc
2a
0OAq

96 44 32 68

MeO/ 99 98 49 >1000

3a

98 83 46 319

OAc

4a

OAc

99 6 6 200

050
W

OAc

6a

87 75 46 37

:&ur 1 mmole de substrat a 25°C.

b : ee mesuré par HRuUEcolonne chiral€EHIRACELOD-H.
c: C= geatss.

d: E=Ln [(1-c)(1-eBd)n[(1-c)(1+ees)].

% Résultats et discussion :

Au cours de cette étude, nous constatons quedadipgeCandidaantarctica B(CAL-B)
manifeste une bonne réactivité vis-a-vis des satssttédoublés a I'exception de I'acétade

Nous observons également que les énantioméres ddigwation () sont
préférentiellement transformés en alcools conforaméraux études établies qui expliquent la
réactivité de cette lipaSe

®R. J. Kazlauskas, A. N. E. Weissfloch, A. T. Rappa L. A. Cuccia,).Org. Cherm 991, 56, 2656-2665.
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Concernant I'énantiosélectivité, nous allons pdecéa l'analyse suivante: les
énantiomeéres sous forme d’alcools produits son¢éraist avec de bonnes puretés optiques
(87<ee<99%). Dans le cas des acétdta®t2a, la taille du cycle adjacent au phényle semble
influer sur la sélectivité de la lipase. Ainsi pdaicétatela, le facteur de sélectivité a une
valeur modérée deé= 68 comparativement a celui de I'acét2egE>300).

Le chromatogramme -1- illustre ce dernier résultat.

OAc

2a
Alcool racémique Acétate racémiquea
3
& f
i .:;P i
(|
| E =319
[ .
Lo C =46 JI
B Lk 1 |
r.:-i-\l'f" .
—_—rt .."_']-Eaa |

Chromatogramme -1Hydrolyse enzymatique de l'acét@mavec 150 mg de CAL-B.

Par ailleurs, I'introduction du groupement polainéthoxy en position para du cycle
aromatique du substr&a ne semble avoir aucune influence sur I'énantexsdilité par
comparaison avec l'acétatéa non substitué. Les sélectivités dans les deux stad

excellentes (E>1000). Les chromatogrammes 2 éisrént ces résultats.
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d, .I'. ST 1.3 33. | | | |
o . ) L
Alcool racémiqua Acétate racémiquea
g
| a
| E >1000 0
‘ C=49 A
|
‘ E ||| I|I
r:g | | B L%
g ]

Chromatogramme -2Hydrolyse enzymatique de l'acét@aavec 150 mg de CAL-B

= 2
| 1}
[ I'. [ I. I [|
e d ik 4a wal
Alcool racémique Acétate racémiquéa
g
E >1000 g
C=49 f
| |'~I
I
E. | 4,
i |

Chromatogramme -3 Hydrolyse enzymatique de I'acétdi@avec 150 mg de CAL-B.
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L’autre constatation concerne les substisset 6a qui different uniquement par la
présence d’'un méthyle libre ou substitué avec tdecgromatique. Cette distinction modifie la
réactivité et I'énantiosélectivité de BAL-B vis-a-vis des deux acétates lors de I'hydrolyse
enzymatique. Cette lipase manifeste une sélectigittarquableE=200) pour le substr&a,
tandis que la réactivité est faibl€£6%). Pour l'acétatéa, la lipase est manifestement
réactive(C=46%) mais peu sélectiv&E£37). Une autre comparaison peut se faire entre les
substratgla et 6a ou la substitution en positigh(4a) semble favoriser une bonne sélectivité
(E> 1000) contrairement a la substitution en posidi (E= 37) (6a).

I11-5- Etude de l'influence de la quantité d’enzymeutilisée sur la sélectivité

de I'hydrolyse enzymatique :

A ce stade de notre étude de I'hydrolyse enzymatups acétatéa-6a, nous avons
tenté d’examiner l'influence, sur notre systemectiéanel, de la diminution de la quantité
d’enzyme mise en jeu a partir de la valeur initizdait décrite de 150 mg @AL-B pour une
milli mole de substrat. Le but étant de parvenides quantités minimales effectivement
réactives et surtout énantiosélectives, et cecseeméférant aux travaux antérieures sur la

réaction d’acylation enzymatique sur ces mémestiaibs

[11-5-1- Cas du 2,3-dihydro-1H-inden-1-yl acétate {a) et du 1,2,3,4 tetrahydro
naphthalen-1-yl acétate (2a) :

Tableau 3 Etude de l'influence de la diminution de la queéntie CAL-B sur son
énantiosélectivité vis-a-vis dia et du2a.

Substrat | CAL-B?(mg) t(h) eep (%) (R)  ees(%) (S C (%) E
15C (675 V) 48 96 44 32 68
1a 12.5(56 U) 48 99 98 50 | >1000
6 (27 V) 72 93 79 46 70
15C (675 V) 48 98 83 46 319
2a 50(225 V) 48 99 99 50 >1000
20(90 V) 48 96 28 22 64

@pour 1 mmole de substrat, une activité décroissd@iCAL-B.
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= Résultats et discussion :

Au cours de I'hydrolyse enzymatique des acétase8a en présence de la lipase de
candida antarctic®, la quantité du biocatalyseur employée a été digenafin d’atteindre
des valeurs d’activité minimales qui soient encdfigaces.

Pour l'acétatdla, nous sommes passés de 150 mg (soit une actevis&@slU) jus qu’a
une valeur 12 fois plus faible (12.5 mg, 56 U). @oie que la réactivité de la lipase
s’améliore de facon significative ainsi que la siété qui augmente en passantlle 68a
E >1000.Les deux énantiomeres sont obtenus avec d’excedlgmiretés optiques selon le
chromatogramme 4. En diminuant encore la quanttéQAL-B jusqu'a 6 mg (27 U), la
sélectivité chute d& >1000aE = 70.

JE BT
-

-
[ ]
-
44 naa
-

OAc |
N |

| 1a |

4383 \

L S

Acétate racémiquéa

Alcool racémique

| | _._‘-5'.2-1! 13

Chromatogramme -3 Hydrolyse enzymatique de l'acétdi@avec 12.5 mg de CAL-B.

En ce qui concerne l'acétada, une diminution de la quantité de lipase d’'unesual
trois fois plus faible (50mg, 225 U) a permis d@fit les deux énantiomeres optiquement

purs avec un facteur de sélectivie>1000. En diminuant encore la quantité @AL-B
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jusqu'a 20 mg (90 U), nous avons constaté une chigteficative de la réactivité jusqu’a la
moitié de sa valeur initialeCEe 22%). La sélectivité est également diminuée ©4).

[11-5-2- Cas du 1-(6methoxynaphthalen-2-yl) éthyleacétate (3a) et du 1-(naphthalen-2-
yl) éthyle acétate (4a) :

Tableau 4 Etude de l'influence de la diminution de la queéntie CAL-B sur son
énantiosélectivité vis-a-vis Baet duda

Substrat | CAL-B (mg) t(h) eep (%) (R)  ees(%) (S)  C (%) E

15C (675 V) 48 99 98 49 >1000

3a 20(90 V) 48 98 99 49 >1000
42 15C (675 V) 48 99 89 49 >1000
20(90 V) 50 97 99 49 >1000

= Résultats et discussion :

La méme procédure a été appliquée a ces deux as3stiet4a afin d’étudier I'influence
de la diminution de la quantité deAL-B sur la réactivité et I'énantiosélectivité lors ke
réaction d’hydrolyse. L'utilisation d’'une quantitie lipase huit fois plus faible n’entraine
aucun changement ou les bonnes réactivités49) et sélectivitésgE>1000 sont maintenues.

Les chromatogrammes 5 et 6 en donnent l'illustratio

¥ W 5
o 'rrl OAc iE
| g
u_
MeO™ s
3a
Alcool racémique Acétate racémiquea

B 453

Chromatogramme -5 Hydrolyse enzymatique de l'acét@savec 20 mg de CAL-B.
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[ x} il
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4a
Alcool racémiqué Acétate racémiquéa

418

13

14,56

i 953

Chromatogramme -6 Hydrolyse enzymatique de I'acétdi@avec 20 mg de CAL-B

[11-5-3- Cas du dul,2-dihydroacénaphthylen-1-yl actate (5a) et du 1-(naphthalen-1-yl)
éthyle acétate 6(a) :

Tableau 5 Etude de l'influence de la diminution de la queéntie CAL-B sur son
énantiosélectivité vis-a-vis daet duba

Substrat CAL-B (mg) t(h) eep (%) (R) | ees(%)(S) | C (W) E

15C(675U) | 48 99 7 6 200
5a 60 (270 U) 72 96 10 9 62
20(90 U) 72 - - - nd
15C(675U) | 72 87 75 46 37

6a 60 (270U) 48 51 99 34 >200

20(90 U) 48 44 99 30 >200

= Résultats et discussion :

De méme pour ces deux isoméres de structure, l@ubément par hydrolyse

enzymatique en diminuant la quantité de lipase misgu a fourni les résultats suivants :
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Concernant 'acétatga, la diminution de la quantité de lipase d’'une val@itiale de 150
mg de CAL-B jusqu’a 60 mg n’améliore pas la réactivité alote da sélectivité diminue.
Lorsque la quantité de lipase est encore abaisségI’a 20 mg, on constate une inactivité
totale de I'enzyme. Ainsi, apres 72 heures de i@acke mélange racémique est pratiqguement
récupere.

Dans les mémes conditions, I'acététeest hydrolysé en diminuant la quantité@ieL-B
a partir de 150 mg jusqu’a 60 et 20 mg. Nous estagis une baisse de la réactivité de la

lipase et une amélioration de sa sélectivité czéltate résiduel est obtenu optiquement pur.

111-6- Combinaison du protocole de Mitsunobu aveca réaction d’hydrolyse

enzymatique :

Les données de la littérature montrent que I'assioci de la réaction de Mitsunobu
avec celle du dédoublement cinétique par hydrodyeaymatique a suscité un grand intérét de
la part des chimistes organiciens dans le but ditbtdes acétates de configuratid® (

optiquement purs et avec de bons rendements chasiqu

* modeles étudiés

Les acétatesla-4a constituent nos modeles dans cette étude de aéisatéon par
stéréoinversion. Ce choix est di au fait qu’ils patétre obtenus avec de bonnes sélectivités
(E>1000 en présence de quantités minimales et efficaegSAd.-B. lls présentent tous des
énantiosélectivités maximum a une conversibagale ou voisine a 50%, ce qui donne lieu
aux conditions idéales pour appliquer une stér@gion consécutive a la réaction

d’hydrolyse enzymatique.

OR OR

Cra Neen
n=1, R=HI1, R=Ac la R =0OMe, R'=H3, R=Ac 3a
n=2,R=H2, R=Ac 2a R=H, R'=H4, R'=Ac 4a

Schéma -40 Modeles d’étude pour la déracémisation.
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l1I-7 Déracémisation par résolution-inversion appliquée aux substrats

la-4a:

Premiere etape Hydrolyse enzymatique des acétdtastiaracémiques

Le dédoublement cinétique par hydrolyse enzymatigst réalisé dans un premier
temps, en présence de la lipaseGlL-B. les deux énantioméres sont obtenus, I'un sous
forme d’acétates résidueb)(et I'autre sous forme d’alcool produR)(

Le protocole opératoire suivi précédemment esinteau ici. La quantité de lipase
utilisée est celle permettant le déroulement etéicde la réaction d’hydrolyse enzymatique. I
est trés important de vérifier le taux de converdmrs de cette hydrolyse enzymatique. Sa
valeur doit étre le plus proche possible de 50%e#e conversion, les valeurs de sélectivité
sont excellentes EL000 et les deux énantioméres sont optiquement purs.

Théoriguement au cours de cette étape, la mo#idadquantité du substrat se
transforme en alcool produit et l'autre moitié eestous forme d’acétate initial avec un

rendement maximum de 50% pour chaque énantiomere.

Deuxieme etape Inversion de configuration des alcools produitsosde protocole
de Mitsunobu.

Le mélange constitué de I'acétate résid&elet de I'énantiomere sous forme d’alcool
produit R) est dissous dans I'éther diéthylique aprés éltim de la lipase par filtration.
Ensuite, ce mélange est soumis a l'action desifeat# Mitsunobu ou l'alcool produit de
configuration R) subit une acylation ka situ ».

L’estérification de I'énantiomere produit, a savidaicool (R), se fait par inversion de
sa configuration absolue, passant de la configama@R) initiale & la configuration S),
identique a celle de I'énantiomére résiduel qui’'asttate §).

A la fin de cette réaction, un seul énantiomereobttnu sous forme d’acétat®.(Les
produits secondaires, générés au cours de la gdade Mitsunobu, sont éliminés par

chromatographie sur colonne de gel de silice. bé®s@ suivant résume ces étapes :
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OAcC QH OAC
CAL-B, éther diéthylique -
Ar R ™ AT TR Ar
RS9 Solution tompon R S
PH=7
la-da 14 lada
lere étape

PPhs, CH;COOH,
DIAD

2eme étape

Schéma -41 Hydrolyse enzymatique combinée a la stéréo inversidon le protocole de
Mitsunobu des alcools produiis4

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau

Tableau 6 :Déracémisation des substrdta-4apar un processus de résolution inversion.

Réaction d’hydrolyse enzymatique avec I€AL-B Ii/lei{ascatlnoonbge
Substrat ?

caema) |y | g | o S E | 5T 6
la 12.5(56 U) | 48 99 98 50 >1000 94 78
2a 5C(225U) | 48 99 99 50 >1000 99 89
3a 20(90 V) 48 98 99 49 >1000 71 82
4a 20(90 V) 50 97 99 49 >1000 92 76

a: sur 1 mmole de substrat a 25 °C.

b : ee mesuré par HPLC sur colonne chirale CHIRACH:-H.
c: C= egeatss.

d: E= Ln[(1-c)(1-ees)]/ Ln[(1-c)(1+ees)].

% Résultats et discussion :

L’observation du tableau récapitulatif montre umbésultat pour le substraa ou
'acétate de configuratiorS( est obtenu optiquement pur (ee>99%). Cette pugti@ue est
identiqgue a celle obtenue apres I'hydrolyse enziguat Un bon rendement chimique est

enregistré (Rdt= 89%). Le chromatogramme -7- metwiabence ce résultat.
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OAc

0

2a

Alcool racémique Acétate racémiquea

Hydrolyse enzymatique de I'acét@aavec 50 mg de CAL-B (premiére étape)

Apres la réaction de Mitsunobu (deuxieme étape)

Chromatogramme -7 Déracémisation de |'acétafa

Par ailleurs, une légére diminution des exces @ragtiques est constatée pour les
substratsla et 4a aprés la réaction de Mitsunobu. Les valeurs adegsénantiomériques
pour les acétates (S) obtenus ont enregistré ursebmférieure a 10% (de I'ordre de 4 a 7%)
par rapport aux valeurs notées directement apréydrblyse enzymatique. Les
chromatogrammes 8 et 9 illustrent ces résultatsb@es rendements chimiques sont obtenus

(78% et 76% respectivement) pour les acétbaes 4a.
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JEETD

il
_JL

Alcool racémique

OAc

o

1a

43833
-

LR ]

RLSED

4287

Acétate racémiquéa

Hydrolyse enzymatique de I'acétdteavec 12.5 mg de CAL-B (premiére étape)

EE R i)

AT AR
-

A

Apres la réaction de Mitsunobu (deuxiéme étape)

Chromatogramme -8 Déracémisation de l'acétata
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g = P&
8 % b
o OAc -+ o
4a
Alcool racémiqué Acétate racémiquéa

B"
af

'h.:] :IF |

Hydrolyse enzymatique de I'acétd@avec 20 mg de CAL-B (premiére étape)

363

b,

o

i B

Apres la reaction de Mitsunobu (deuxiéme étape)

Chromatogramme -9 Déracémisation de l'acétata

Concernant le substra®a, on constate une diminution significative de l'esc
énantiomérique de l'acétat®) (obtenu apres la réaction de Mitsunobu. Une cHatéordre
de 30% est enregistrée. Ainsi, 'énantiomeére ddigoration § passe d’'un exces ee= 99%
apres hydrolyse enzymatique a un ee= 71% apré&atdion de stéréoinversion chimique. Le
chromatogramme -10- illustre ce résultat.

Une explication de cette diminution de la puretéouye est attribuée a l'influence de
la structure du substrat au cours d’'un processtmnsgaire de racémisation qui intervient suite
aux conditions réactionnelles de Mitsunobu. Cendr&a substitution nucléophile n’est pas

totalement stéréosélective.
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Alcool racémiaug Acétate racémiquea

Loy
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L

L5 | o
-

i s

Apres la réaction de Mitsunobu (deuxiéme étape)

Chromatogramme -10 Déracémisation de |'acétaBa.
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I11-8- Etude comparative entre la déracémisation pa acylation et par
hydrolyse enzymatiques combinées a la réaction deifgunobu:

Dans une étude antérieure de notre é§Bipme déracémisation a été effectuée en
combinant une trasestérification enzymatique asestdréoinversion seldvlitsunobu. Cette
méthode de déracémisation a été appliquée auxisitao

Il nous a paru intéressant de procéder a une aaispa entre les deux voies utilisées
dans le but d’atteindre un seul énantiomere optigure pur avec un rendement chimique

satisfaisant.

OH OAc
}\ CAL-B Acétate d'isopropényle /\ .
Ar R Ar R Ar
(RS éther diéthylique G )
1-4 la-4a 1-4

lére étape
PPhg, CH3COOH,

DIAD

2éme étape

Schéma -42 Acylation enzymatique suivie de la stéréoinversion le protocole de
Mitsunobu des alcools-4

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau

Tableau 7: tableau des résultats antérieurs de la déracénmosgpiar acylation-inversion

Acylation enzymatique (24h) Réaction de
mitsubonu
Substrat® = CAL-B (mg)
ees (%) eep (%) C (%) E eeacétate Rdt %
(S (R) (%) (R)
1 6 (27 U) >99 >99 50 >1000 >99 82
2 5C (225UV) >99 >99 50 >1000 >99 79
3 20(90 V) >99 >99 50 >1000 >99 74
4 25(112 V) >99 >99 50 >1000 91 76

a: sur 1 mmole de substrat a 25 °C

® N. Bouzemi, L. Aribi-Zouioueche, J-C. Fiaufetrahedron: Asymmetr2006 17, 797-800.
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Tableau 8(6) :Déracémisation des substrata-4apar hydrolyse-inversion.

] . Réaction d’hydrolyse enzymatique avec I€AL-B RMeithlr?oane
Substrat
caLB(mg) | ) | Y 09 | copn | oEe | CGeael0) R
la 12.£(56 U) | 48 99 98 50 >1000 94 78
2a 50(225U) | 48 99 99 50 >1000 99 89
3a 2000U) | 48 98 99 49 >1000 71 82
4a 20(0V) | 50 97 99 49 >1000 92 76

En comparant les deux tableaux qui réunissen€ldtats obtenus lors des deux voies

décrites pour la déracémisation par stéréoinversions pouvons relever les points suivants :

» Les deux procédés mis en jeu visent l'obtentionnd'seul énantiomere
optiquement pur avec un rendement chimique élevé.

> Les résultats obtenus sont en conformité avec éeséks de la littérature ou la
réaction d’hydrolyse enzymatique est plus lente cqedle de I'acylation
enzymatique pour pratiquement la méme activité ifgae mise en jeu. Au bout
de 24 heures, les deux énantiomeres des sub$tasont obtenus optiquement
purs, alors que la durée est doublée pour la gradthydrolyse enzymatique.

» Dans les conditions optimisées des deux réactiorzyneatiques, de bonnes
sélectivités sont obtenusXE000) a la conversion C voisine ou égale a 50%.

» Nous constatons une énantiocomplémentarité des déaostions ou un seul
énantiomeére réagit dans les deux cas ; c'est ltoragre R) qui est acylé dans la
premiere réaction d’acylation enzymatique et hydréldans la seconde réaction.
Il en découle, qu’'apres la réaction de Mitsunobestd’'acétate R) qui est obtenu
dans le cas de I'acylation et 'acétaB ¢st obtenu dans le cas de I'hydrolyse.

» Apreés la réaction de Mitsunobu consécutive a latiéa d’acylation enzymatique,
les acétateda-3a de configuration ) sont obtenus optiquement pursXg8%)
sans aucune perte de la pureté énantiomérique ajoes I'acétateda de
configuration R) enregistre une baisse de 10% de sa pureté optguaailleurs,
seul 'acétate?a de configuration$) est obtenu optiguement pur aprés la réaction
de Mitsunobu. Les autres acétat8squbissent, soit une légére baisse de la pureté
optique (La et4a), soit une diminution significative de la puretgtique tel le cas
de l'acétate8a ().
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» Il est également intéressant de mettre en évidenfeét que les deux énantiomeres
de l'acétate?a peuvent étre obtenus optiquement purs avec de teokements
chimiques grace a I'énantiocomplémentarité des de&actions, I'acylation et
I'hydrolyse enzymatiques. Méme constatations peaterner le substrdia dont
la déracémisation par les deux voies donne de tEmdtats et constitue un bon

exemple de I'énantiocomplémentarité. Le schémaastiien donne un résumé :

oA oA

@Q CAL-B Al 2 =
—_—

OO ——

éther diéthylique
(R.9

S ® ®
PPh,;, CH,COOH, ee>99%.
DIAD
Ac,0, DMAP Rdt = 82%
NEtg,éther
diéthyli
iéthylique C=50
E>1000
OAc gH OAcC OA
CAL-B, éther diéthylique =
S “Cry - —
Solution tompon
PH=7
(RS (R) ee=99% (9ee=98% ()
PPh,, CH;COOH, ee=94%.
pIAD Rdt = 78%

éther diéthylique

(RS (9 ee>99% (R) ee>99% R
PPh,, CH,COOH, ee>99%.
PIAD Rdt = 79%
Ac,0, DMAP - e
NEtg, éther
diéthylique Cc=50
E>1000
\/
OAc oH OAc OAC
CAL-B, éther diéthylique -
0 OO —
Solution tompon
PH=7
(R, (R ee=99% (9 ee=99% )
ee=99%.
PPh,, CH;COOH,
h3D|A.§ Rdt = 89%

Schéma -43 comparaison de la déracémisation par acylationatydrolyse enzymatiques
combinées a la réaction de Mitsunobu des substrat2.
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111-9 Conclusion :

Dans cette étude, nous avons relevé [lefficacied ld réaction d’hydrolyse
enzymatique appliqguée a cette série de substratgjulntité de 150 mg (675 U) @GAL-B
mise en jeu pour le dédoublement d’'une milli molgcétate a permis d’obtenir de bonnes
sélectivités pour les substraa-5a.

Nous avons également examiné linfluence de lamimmn de la quantité dEAL-B
sur le déroulement de la réaction d’hydrolyse eratjgue. Pour la plupart des substrats
étudiés, la diminution de la quantité @AL-B mise en jeu se traduit par une nette
amélioration de sa réactivité ainsi que de son tésectivité. Pour le substrdfa, une
activité de (56 U) a donné un facteur de séleétifii>1000 a un taux de conversion C=50%.
Pour les acétateé®a et 4a, une activité de I'ordre de (90 U) a permis d’alioatix meilleures
sélectivités (E1000.

Cependant, en abaissant encore l'activité spéeifide la lipase au-dessous d'une
limite encore efficace, un effet négatif est cotéstur ces propriétés dans certains tasda
et 5a). Ainsi, laCAL-B devient totalement inactive lors de I'hydrolyse shien présence de
20 mg (90 U) de cette lipase. Ces résultats notigp@mis de mettre au point la quantité
minimale deCAL-Bqui soit encore effective lors de I'hydrolyse emajique de ces substrats.

La combinaison de I'hydrolyse biocatalysée avestéaéoinversion chimique selon le
protocole de Mitsunobu s’est montrée un procédgdficace qui a permis d’obtenir un seul
énantiomere de I'acétate de configuratisn (

La premiere étape de I'hydrolyse enzymatique a éoles meilleurs sélectivités
requises (BE1000 a une conversion voisine ou égale a 50%. Sa cwidnn avec la réaction
d’inversion de configuration de Mitsunobu a donms désultats trés significatifs aussi bien
pour les puretés optiquese= 92-99% excepté pour I'acétatda ou ee= 71% que pour les
rendements chimiques (Rdt= 76-89%) obtenus.

Les acétates de configuratio®) (peuvent étre facilement transformés en alcools
correspondants de méme configuration. Ces résuleatont pas décris auparavant pour ces

substrats lors d’'une combinaison de I'hydrolyseyaraique et de la réaction de Mitsunobu.
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Conclusion générale

Les résultats de notre étude nous ont permis dstaten que la réaction de dédoublement
cinétigue par hydrolyse enzymatique possede unedgrefficacité afin d’obtenir des

molécules énantiomériquement pures ou enrichieantayn intérét majeur dans divers
domaines (industries pharmaceutiques, cosmeétiquagrealimentaires). Les hydrolases et
notamment les lipases constituent la classe d’eagyla plus indiqguée pour atteindre cet
objectif ; elles ont souvent une préférence stéré&afiqgue pour un seul énantiomére d'un

substrat chiral.

Nous avons mené notre étude sur des acétates pmmdssit aux alcools secondaires
benzyliques chiraux, a savoir, les arylalkylcarténa@ont I'intérét pharmacologique et

'implication en chimie fine sont reconnus.

Dans un premier lieu, nous avons examiné l'infleede la quantité de la lipase @andida
antarctica B (CAL-B), sur le systeme réactionnel, pour aboutir a uéactivité et
énantiosélectivité optimales lors de la réaction dddoublement cinétique par hydrolyse
enzymatique. Des résultats intéressants sont aht&ien que la quantité de 150 mg (675U)
de CAL-B, mise en jeu pour le dédoublement d’'une millimdlacétate, soit efficace pour
obtenir de bonnes sélectivités pour la plupartsidsstrats étudiés (E> 200), la diminution de

cette quantité a été favorable a d’excellenteseiies.

Nous avons noté une nette amélioration de I'éngseélectivité de 1a&CAL-B vis-a-vis des
substrats étudiés a I'exception de l'acétage Dans le cas du 2,3-dihydro-1H-inden-1-yl
acétatela, une quantité 12 fois plus inférieure de la lipageduiit efficacement a un facteur
de sélectivité E > 1000 pour un taux de converd®®0%. De méme, les deux énantiomeres
du 1,2,3,4 tetrahydronaphthalen-1-yl acéfdesont obtenus optiguement purs (avec ¢c=50%
et E>1000) en utilisant ne quantité trois fois leste.

Dans un second volet de notre travail, nous avasesemjeu un processus de déracémisation
par stéréoinversion des substrags4a, visant une valorisation quantitative de ces acgtate
obtenus optiguement purs par hydrolyse enzymatigecet effet, la réaction de
dédoublement cinétique par hydrolyse enzymatiquenéa jusqu’a une conversion d’environ

50% avec des facteurs de sélectivités E>1000, acttdinée a une réaction d’inversion de
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configuration chimique de I'énantiomere produiterhi sous forme d’alcool de configuration
(R). C’est le protocole de Mitsunobu qui a été migeenpour réaliser cette transformation en
acétate de configuratior®)( ce qui explique 'augmentation du rendement dtpira au-dela
de 50%.

Des résultats trés significatifs sont obtenus. Kiles acétates des substratta, 2a et 4a
sont obtenus avec d’excellentes puretés optiques8&99% aprés la déracémisation. Les
rendements chimiques sont également trés satistaig&%rdt<89%. Seul I'acétateS du
substrat3a, est obtenu avec une baisse de la pureté optigue €1% apres la réaction

consécutive de Mitsunobu.

Une comparaison de cette étude de déracémisatiohydeolyse enzymatique suivie de la
réaction chimique de stéréo inversion a été réladc celle effectuée précédemment par
acylation enzymatique suivie du méme protocole disuvobu. Elle a mis en évidence une
énantiocomplémentarité qui a permis d’obtenir le=uxd énantioméres du substraa
optiguement purs (ee>99%) et avec de bons rendsnclimhiques. Le substrdfa illustre
également cette énantiocomplémentarité des deuakaBa biocatalysées.
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Partie expérimentale

Appareillages et méthodes expérimentales :

Les produits chimiques utilisés dans ce travaivi@nent des sociétésAidrich, Fluka et
NovoNordisk. La lipase utilisée dans cette étude €sandidaantarcticalLipaseB (CAL- B)

qui est une enzyme immobilisée.

1-Analyse spectroscopique :

Les spectres RMNH : sont enregistrés a l'aide de spectromé@reskerde type AM
200 a 200 MHz ou AC 250 a 250 MHz ou DPX 250 MHamsiune solution de chloroforme

deutéré (CDG) avec le tétraméthylsilane (TMS) comme référendaendard. Les

déplacements chimique" sont exprimés en partie par million (ppm). Le ldépment
chimique du solvant deutéré sert de référenceneatgy = 7,24 ppm pour CDG). Les
abréviations suivantes ont été utilisées : sgudet, d = doublet, t = triplet, g = quadruplet,

et m= massif.

Les spectres RMN’C : sont congus sur un apparBitucker de type AM 200 & 50,5
MHz ou AC 250 a 62,9 MHz ou DPX 250 MHz. Les déplaents chimiques sont notifiés en

ppm et sont mesurés par rapport a GIits comme référence interne.

Les spectres infrarouges (IR) :sont élaborés sur un appareil d'absorption infiggou

ShimadzuR 408 ouPerkin - EImer883. Les échantillons liquides sont déposés enditine
deux pastilles de NaCl, tandis que les solides gwéparés dans des pastilles de KBr

parfaitement anhydre. Les nombres d'ondestnt exprimés en ¢t

2-Analyse chromatoqgraphie :

La chromatographie liguide a haute performance (HPIC) : sont effectués a l'aide

d'une pompe Spectra Serie$100 ; les colonnes chirales sont de tgigralcel OD-H,
Chiralpak AD et Chiralpak-IB, de 25cm de longueur et 4,6ddametres reliée a un détecteur
UV réglé a longueur d'onde= 254 nm. Les conditions d'élution sont en générahexane /

isopropanol avec des proportions différentes etdééds variables.

La chromatographie liquide sur colonne :sont effectuées sur gel de siligeerck 230-

400 Mesh (0,04-0,063mm).Les éluants utilisés ont consisté en des mélanges: d
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cyclohexane/acétate d'éthyle (80/20), hexane/acdtéthyle (80/20), heptane/acétate d'éthyle
(80/20), éther de pétrole/acétate d'éthyle (80/20).

La chromatographie sur couche mince (CCM) sont réalisées sur des plagues de gel

de silice Merck60 Fs4) en aluminium ou en plastique. La détection dekdsa est assurée par

rayonnement UVX = 254 nm) ou a l'aide d'un révélateur chimiqueestil'iode.
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Préparation des modeéles la-6a :

Les acétates étudiés au cours de ce travail spstulgants :

OA OAc OAc
oy T
)n R OO
n=2 2a R=H 4a
OAc
: OAc
6a 7a

Les acétateda-6a sont obtenus par acylation chimique des alcoolsespondants, ces
derniers sont soit commerciaux soit obtenus pawmatimh des cétones commerciales

correspondantes.

A- Préparation des alcools racemiques :

Protocole opératoire générat

Dans un ballon tricol de 500 ml muni d’'un réfrigéraon ajoute a une solution de
THF/H,O (4/1 : 160ml/40ml), 6 équivalents de borohydrdeesodium (NaBkl: 120mmole
soit 4,59) ; le mélange est soumis a une agitat@agnétique a 0°C. Par la suite, on
additionne 20 mmole de cétone dans 120ml de TH&ideld'une seringue. L'évolution de la

réaction est suivie par chromatographie sur counahee (CCM).

* Traitement
Dés que le produit de départ est totalement congomon effectue une hydrolyse du
mélange réactionnel avec une solution d’acide blgtinique (HCI : 1N) lentement et a froid.
Le mélange est filtré puis partiellement évapondgssaression reduite. Le résidu (alcool dans

la phase aqueuse) est extrait avec I'acétate dé&{By180ml) et la phase organique est lavée
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par une solution saturée de NaCl, séchée avec llateslde magnésium (MgSP puis

concentrée sous pression réduite.

1- 1-Indanol :
oH Formule brute CgH;00.
©ﬁ Masse moléculairel:34g/mole.
1 Aspect : solide de couleur blanche

Le 1-Indanol est un alcool commercial. Sous forwl@le de couleur blanche.

Caractéristigues chromatographiques :

Chromatographie sur couche mince: Eluant :Ether de pétrole /AcOEt (80/20).
Rf=0.33

Analyse par HPLC chirale de I'alcool: Colonne : ChiraceOD-H.

EluantHexane/isopropanol (98/2).
Débit (ml/ min)0.5
Temps de rétention (min)t;= 37.020.
b= 43.244.

2-1, 2. 3. 4tetrahydronaphthalen-1-ol (a-tétralol) :

on Formule brute : C;gH1,0.

@ Masse moléculairel48g/mole.

2 Aspecthuile incolore.
Rendement97 %.

Selon la procédure décrite précédemment 0.76@ 8g4tdihydronaphthalen-1(2H)-one
(5 mmoles) de la cétone correspondante sont redugtproduit obtenu est sous forme d’une

huile incolore.

Caractéristiques spectrales :

RMN *H: & (ppm): 1.5-1.78 (m, 4H cycliques); 1,98 (s, 1H@H) 2,78(t, 2H cycliques);
7,1-7,4(ma, 4H aromatiques).

RMN *3C: § (ppm): 32.2 (€H,-CH-OH); 71.5 (-CH-CH-OH); 31.8 (=CEH,-CH,-CH,-CH-
OH); 27.2 (=C-CHCH,-CH,-CH-OH); 128-137 (-C=C- aromatiques).
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Caractéristiques chromatographiques:

Chromatographie sur couche mince: Eluant :Ether de pétrole /AcOEt (80/20).
Rf = 0.68

Analyse par HPLC chirale de I'alcool: Colonne : ChiracelOD-H.

EluantHexane/isopropanol (95/5).
Débit (ml/ min)0.5
Temps de rétention (min)t;= 15.824
b= 17.648

3- 1-(6methoxynaphthalen-2-yl) ethanol:

OH Formule brute: Cy13H140.
Masse moléculaire 202g/mole.
MeO Aspect : poudre jaunatre.

3
Rendement :97 %.

Méme procédure pour réduire 1.01g de cétone (5 mImdu 2-acétyl-6-méthoxy-
naphthaléne). Le produit est obtenu sous formeedpoudre jaunatre.

Caractéristiques spectrales :

IR: v (cm): 670, 740, 810, 850, 900, 940, 960, 1020, 1010011160, 1190, 1210, 1250,
1380, 1450, 1475, 1595, 1620, 32584).

RMN *H: & (ppm): 1.5-1.6 (d, 3H); 1.85 (s, 1H du OH); 3.9a(d du OMe); 5.02 (q, 1H);
7.1-7.75 (ma, 6H aromatiques).

RMN *3C: 5 (ppm): 55.3CH3-CH-OH); 66.4 CH3 -OMe); 70.5(CH-CH-OH); 123.7-131.1
(-C=C- aromatiques).

Caractéristigues chromatographiques :

Chromatographie sur couche mince: Eluant :Ether de pétrole /AcOEt (80/20).
Rf =0.32

Analyse par HPLC chirale de I'alcool: Colonne : ChiracelOD-H.

EluantHexane/isopropanol (90/10).
Débit (ml/ min)0.5
Temps de rétention (min)t;= 19.477

70



Partie expérimentale

b= 26.696.
4- 1-(naphthalen-2-yl) ethanol :
OH Formule brute : C;2H120.
Masse moléculairel:72g/mole.
4 Aspectsolide de couleur blanche.

Le 1-(naphthalen-2-yl) ethanol est atcool commercial.Sous forme solide de couleur
blanche

Caractéristigues chromatographiques :

Chromatographie sur couche mince: Eluant :Ether de pétrole /AcOEt (80/20).
Rf =0.28

Analyse par HPLC chirale de I'alcool: Colonne : ChiracelOD-H.

EluantHexane/isopropanol (95/5).
Débit (ml/ min)0.5
Temps de rétention (min)t;= 30.543
b= 33.719

5- 1, 2-dihydroacénaphthylen-1-ol (acénaphthenol):

OH Formule bruteC;,H:00

6.0 Masse moléculaireli70g/mole.

Aspecthuile incolore.
5

L’acénaphthenol est uacool commercialSous forme d’une huile incolore.

Caractéristigues chromatographiques :

Chromatographie sur couche mince Eluant :Ether de pétrole /AcOEt (80/20).
Rf =0.17

Analyse par HPLC chirale de 'alcool Colonne : ChiracelOD-H.
EluantHexane/isopropanol (95/5).
Débit (ml/ min)0.5
Temps de rétention (min)t;= 28.802.
b= 34.672.
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6- 1-(naphthalen-1-yl) ethanol :

Formule brute: C;,H120.

Masse moléculaire 172g/mole.
Aspect :solide de couleur blanche
Rendement :91 %.

Méme démarche pour réduire 0.8 g (5 mmole) detlaneécorrespondante. Le produit obtenu

sous forme solide de couleur blanche.

Caractéristigues spectrales :

IR: v (cm-*): 698, 802, 1369, 1442, 1508, 1593, 2974, 3183)(

RMN *H: & (ppm): 1.80 (d, 3HCH3-CH-OH); 2.15 (s, 1H du B); 5.50-5.75 (ma, 1H, CH
CH-OH); 7.50-8.10 (ma, 7H aromatiques).

RMN *3C: & (ppm): 24.4 CHs-CH-OH): 66.9 (CHs-CH-OH):; 122.1-141.4 (-C=C-

aromatiques).

Caractéristigues chromatographiques :

Chromatographie sur couche mince Eluant :Ether de pétrole /AcOEt (80/20).
Rf =0.20

Analyse par HPLC chirale de I'alcool Colonne : ChiraceOD-H.
EluantHexane/isopropanol (90/10).
Débit (ml/ min)0.5
Temps de rétention (min)t;;= 20..058.
b= 28.902.

B- Préparation des acétates racemiques :

Protocole opératoire général :

Dans un petit ballon; on additionne a 1mmole dalc 0,1mmole de 4-
diméthylaminopyridine (DMAP) dans 4ml d’éther anhgat 1,2 mmole de triméthylamine
(NEt3) ; puis on ajoute goutte a goutte 1,5 mmole d’anidl acétique. La réaction se déroule
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sous agitation magnétique a température ambiarggolution de la réaction est suivie par

chromatographie sur couche mince (CCM).
+ Traitement

Lorsque l'acylation est totale, le mélange est &itlans I'éther diéthylique et lavé
successivement avec une solution de HCI 1N (2x3em$uite avec une solution saturée de
NaHCG; (2x3ml) et enfin avec une solution saturée de N&@il). La phase organique est

séchée avec le sulfate de magnésium (M@ Padis filtrée et concentree.

1- 2.3-dihydro-1H-inden-1-yl acétate:

OAc Formule brute C]_lleoz.

(:é Masse moléculairel76g/mole.

Aspect : huile incolore.
1a Rendement89%.
Le produit obtenu est sous forme d’'une huile inakvec un rendement : 89%

Caractéristiques spectrales :
IR:v (cm-l): 750, 885, 950, 1010, 1230, 1360, 1360, 146501¥2-c), 2800.

RMN *H: & (ppm): 2.09 (s, 3HH:C-C=0), 2.12-2.14 (ma, 2H du cycle) (t, 2H du cycle
2H, CH-CH-0-) , 7.1-7.3 (ma, 3H aromatiques) , 7.4--7.51¢d,aromatiques).

RMN *°C: § (ppm): 126.7-144.4 (C=C aromatiques), 171.1 (CeQebter).

Caractéristigues chromatographigues :

Chromatographie sur couche mince: Eluant :Ether de pétrole /AcOEt (80/20).
Rf = 0.87.

Analyse par HPLC chirale de I'alcool  Colonne : ChiracelOD-H.
EluantHexane/isopropanol (98/2).
Débit (ml/ min)0.5
Temps de rétention (min)t;= 10.141.
+=11.185.
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2-1.2.3 4tetrahydronaphthalen-1-yl acétate :

onc Formule brute : C12H140,.

@i) Masse moléculairel90g/mole.
om Aspecthuile incolore.
Rendement91%.

Le produit obtenu est sous forme d’'une huile treubl

Caractéristiques spectrales :

IR: v (cm?): 760, 1240,1485, 17354-c), 2800.

RMN *H: & (ppm): 1.7-2 (m, 4H cycle) ; 2.2 (s, 3H); 2.6-3(@# du cycle) ; 5.9-6.1 (t, 1H) ;
7.2-7.4 (m, 4H aromatiques).

RMN *3C: § (ppm): 25.7 CH3-C=0); 39.8(-CH»-CH-OAc); 70.8(-CH-CH-OAc); 33.8(=C-
CH»-CH,-CH,-CH-OAc); 16.8  (=C-CHCH»-CH,-CH-OAc);  128-145.5 (-C=C-
aromatiques); 170.9 (C=0 de l'ester).

Caractéristigues chromatographiques :

Chromatographie sur couche mince:  Eluant :Ether de pétrole /AcOEt (80/20).
Rf =0.90

Analyse par HPLC chirale de I'alcool:  Colonne : ChiracelOD-H.
EluantHexane/isopropanol (95/5).
Débit (ml/ min)0.5
Temps de rétention (min)t;;= 8.625.
b= 9.055.

3- 1-(6methoxynaphthalen-2-yl) éthyle acétate:

™ Formule brute: Ci5H160s.

Masse moléculaire 244g/mole.
MeO™

3 Aspect :solide de couleur jaune.
Rendement :85%.
Le produit obtenu est sous forme d’un solide jaumat

Caractéristigues spectrales :

IR: v (cm?) : 670, 920, 1020, 1170, 1230, 1470, 1590, 1520}
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RMN *H: & (ppm): 1.6(d, €l5-CH-O-); 2.07 (s, El5-C=0); 3.9(s, Els-C-0O-); 6.01(q, Ch
CH-O-); 7.1-7.25 (ma, 2H aromatiques); 7.4-7.45 (8§ aromatique); 7.7-7.75(m, 3H

aromatiques).

RMN **C: & (ppm): 105.60-157 (C=C aromatiques), 170.4(C=Cnatigues), 171.1 (C=0 de
I'ester).1 (C=0 de I'ester).

Caractéristigues chromatographiques :

Chromatographie sur couche mince: Eluant :Ether de pétrole /AcOEt (80/20).
Rf =0.75

Analyse par HPLC chirale de I'alcool: ~ Colonne : ChiracelOD-H.
EluantHexane/isopropanol (90/10).
Débit (ml/ min)0.5
Temps de rétention (min)t;= 10.782
+= 12.050.

4- 1-(naphthalen-2-yl) éthyle acétate:

oac | Formule brute : Ci4H140.

Masse moléculaire214g/mole.
Aspecthuile

4a Rendement :87%.

Le produit obtenu estous forme d’'une huile

Caracteristigues spectrales :

RMN *H: & (ppm): ): 1.7-1.8 (d, 3HH3C-CH-0-), 2.2 (s, 3HH3C-C=0), 6.10-6.25 (q, 1H,
H3C-CH-0O-), 7.50-7.60 (m, 7H aromatique)

Caractéristigues chromatographigues :

Chromatographie sur couche mince: Eluant :Ether de pétrole /AcOEt (80/20).
RE 0.76

Analyse par HPLC chirale de I'alcool:  Colonne : ChiracelOD-H.
EluantHexane/isopropanol (95/5).
Débit (ml/ min)0.5
Temps de rétention (min)t;= 10.472.
b= 11.989.
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5- 1,2-dihydroacénaphthylen-1-yl acétate:

OAc

5a

Formule brute: Ci4H150-

Masse nmi@ire : 212g/mole.
Aspedhuile incolore.

Rendement :78 %.

Le produit obtenu est sous forme d’une huile inalo

Caractéristigues spectrales :

RMN *H: 5 (ppm): 2.1 (s, 3H, O=C485), 3.2-3.3 (d, 2H du cycle), 6.6 (d, 1HHED), 7.2-
7.8 (m, 6H aromatique).

Caractéristigues chromatographiques :

Chromatographie sur couche mince: Eluant :Ether de pétrole /AcOEt (80/20).

Rf = 0.54

Colonne : ChiraceOD-H.
EluantHexane/isopropanol (95/5).
Débit (ml/ min)0.5
Temps de rétention (min)t;= 11.889.
+= 12.526.

Analyse par HPLC chirale de I'alcool:

6- 1-(naphthalen-1-yl) éthyle acétate:

OAc

6a

Formule brute: C;4H140,.
Masse moléculaire 214g/mole.
Aspect : huile

Rendement :82%.

Le produit obtenu sous forme d’une huile.

Caractéristigues spectrales :

RMN *H: & (ppm): 1.80 (d, 3HCHs-CH-OH); 2.2 5 (s, 1H du B); 6.75 (g, 1H, CH-CH-
OH); 7.50-8.25 (ma, 7H aromatiques).

RMN °C: & (ppm): 24.4 CHsCH-OH); 66.9 (CHs-CH-OH); 123.1-137.4 (-C=C-

aromatiques)
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Caractéristigues chromatographiques :

Chromatographie sur couche mince: Eluant :Ether de pétrole /AcOEt (80/20).
Rf =0.53

Analyse par HPLC chirale de l'alcool: ~ Colonne : ChiracelOD-H.
EluantHexane/isopropanol (90/10).
Débit (ml/ min)0.5
Temps de rétention (min)t;= 9.870.
+= 13.503.

C- Dédoublement cinétique enzymatique par hydrolysenzymatique :

Protocole opératoire générale

Dans un ballon de 50 ml muni d’'un barreau aimar&énmoles de I'acétate racémique sont
dissoutes dans 3 ml d’éther éthylique. Ensuitenlée solution tampon phosphaté (pH = 7),
sont additionnés a ce milieu. Une quantité conviendb la lipase d€andida antarctica B

est ajoutée au mélange. Ce mélange est agité éteme de 25°C, pendant un temps
approprié jusqu'a ce que la conversion atteignealaur de 50%. L'enzyme est filtrée et le

solvant est évaporé sous pression réduite

1- Cas du 2,3-dihydro-1H-inden-1-yl acetate (1a): OAc

= Avec 150 mg deCAL-B/1 mmole

Durée de la réaction 48 heures la
Colonne : ChiracelOD-H.

Eluant: Hexane/isopropanol (98/2).

Débit (ml/ min) : 0.5

Aceétate résiduel egqs) = 44%.
Alcool formé: egr) = 96%.

C= 32%, E=68.

= Avec 12.5 mqg deCAL-B/1 mmole

Durée de la réaction 48 heures
Colonne : CPG chirale : colonne Chiralsil. DEX CB. Isotherme 140°C.

Débit (ml/ min) : 1.2

Acétate résiduel egg) = 98%.
Alcool formé: egg) = 99%.

77



Partie expérimentale

C=50%, E>1000.

# Avec 6 mg deCAL-B/1 mmole

Durée de la réaction 72 heures
Colonne : ChiracelOD-H.

Eluant: Hexane/isopropanol (98/2).
Débit (ml/ min) : 0.5

Acetate résiduel egs) = 79%.
Alcool formé: egr) = 93%.

C=46%, E =70.

2- Cas dul,?.3.4tetrahydronaphthalen-1-yl acétate (2a) : OAc

#* Avec 150 mg deCAL-B/1 mmole @i)

2a
Durée de la réaction 48 heures

Colonne : Chiracel OD-H.
Eluant: Hexane/isopropanol (95/5).
Débit (ml/ min) : 0.5

Aceétate résiduel egqs) = 83%.
Alcool formé: egr) = 98%.

C= 46%, E=319.

# Avec 50 mqg de CAL-B/1 mmole

Durée de la réaction 48 heures
Colonne : ChiracelOD-H.

Eluant: Hexane/isopropanol (99/01).
Débit (ml/ min) : 1

Acétate résiduel egg) = 99%.
Alcool formé: egg) = 99%.

C=50%, E>1000.

%= Avec 20 mg de CAL-B/1 mmole

Durée de la réaction 48 heures
Colonne : CPG chirale : colonne Chiralsil.DEX CB. Isotherme 140°C.
Débit (ml/ min) : 1.2
Acétate résiduel egg) = 28%.
Alcool formé: egg) = 96%.
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C=22%, E = 64.

3- Cas du 1-(6methoxynaphthalen-2-yl) éthyle acétat oA
MeO/

#% Avec 150 mg deCAL-B/1 mmole 3a

Durée de la réaction 48 heures
Colonne : ChiracelOD-H.

Eluant: Hexane/isopropanol (90/10).
Débit (ml/ min) : 0.5

Acétate résiduel egs) = 98%.
Alcool formé: egg) = 99%.

C=49%, E>1000.

# Avec 20 mqg de CAL-B/1 mmole

Durée de la réaction 48 heures
Colonne :Chiralpak-IB.

Eluant: Hexane/isopropanol (95/5).
Débit (ml/ min) : 1.

Acetate résiduel eqs) = 99%.
Alcool formé: egr) = 98%.

C=49%, E>1000.

4- Cas du 1-(naphthalen-2-yl) éthyle acétate:

OAc

4a

#= Avec 150 mg deCAL-B/1 mmole

Durée de la réaction 48 heures
Colonne : ChiracelOD-H.

Eluant: Hexane/isopropanol (95/5).
Débit (ml/ min) : 0.5

Acétate résiduel egg) = 89%.
Alcool formé: egg) = 99%.

C=49%, E>1000
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= Avec 20 mqg de CAL-B/1 mmole

Durée de la réaction 50 heures
Colonne : Chiralpak-IB.

Eluant: Hexane/isopropanol (95/5).
Débit (ml/ min) : 1.

Aceétate résiduel egs) = 99%.
Alcool formé: egry = 97%.

C=49%, E>1000.

5- Cas du 1,2-dihydroacénaphthylen-1-yl acétate:

= Avec 150 mqg deCAL-B/1 mmole 5a

Durée de la réaction 48 heures

Colonne : ChiracelOD-H.

Eluant: Hexane/isopropanol (95/5).

Débit (ml/ min) : 1
Acétate résiduel egs) = 6%.
Alcool formé: egr) = 99%.

C=6%, E = nd.

= Avec 60 mqg deCAL-B/1 mmole

Durée de la réaction 72 heures
Colonne : ChiracelOD-H.
Eluant: Hexane/isopropanol (95/5).
Débit (ml/ min) : 1.
Acétate résiduel : 10%
Alcool formé: 96%.

C= 9%, E =62.

= Avec 20 mqg deCAL-B/1 mmole

Durée de la réaction 96 heures
Colonne : ChiracelOD-H.

Eluant: Hexane/isopropanol (95/5).
Débit (ml/ min) : 1.

Acétate résiduel : non déterminé
Alcool formé : non déterminé

C=nd, E =nd.
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6- Cas du 1-(naphthalen-1-yl) éthyle acétate:

#= Avec 150 mqg deCAL-B/1 mmole

Durée de la réaction 72 heures
Colonne : ChiracelOD-H.

Eluant: Hexane/isopropanol (90/10).
Débit (ml/ min) : 0.5

Acétate résiduel egs) = 75%.
Alcool formé: egr) = 87%.

C=46%, E =37.

= Avec 60 mg deCAL-B/1 mmole

Durée de la réaction 48 heures
Colonne :Chiral-pak-IB.

Eluant: Hexane/isopropanol (90/10).
Débit (ml/ min) : 1.

Acétate résiduel : 99%
Alcool formé: 51%.

C=34%, E =566.

#= Avec 20 mg deCAL-B/1 mmole

Durée de la réaction 48heures
Colonne :Chiral-pak-I1B.

Eluant: Hexane/isopropanol (90/10).
Débit (ml/ min) : 1.

Acétate résiduel : 99%.
Alcool formé : 44%.

C=30%, E = 454.
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Déracémisation des acétates par combinaison de lgaction d’hydrolyse
enzymatique avec une inversion de configuration s@h le protocole de
Mitsunobu :

#* Protocole opératoire

Dans un ballon de 50 ml muni d’un barreau aima@énmoles de I'acétate racémique
sont dissoutes dans 3 ml d’éther éthylique. Easai2 ml de solution tampon phosphaté (pH
= 7), sont additionnés a ce milieu. Une quantid@venable de la lipase déandida
antarctica Best ajoutée au mélange. Ce mélange est agitépetatare de 25°C, pendant un
temps approprié jusqu’a ce que la conversiongatéela valeur de 50%. L’'enzyme est filtrée

et le solvant est évaporé sous pression réduite

Dans un bicol de 100 ml, le mélange brut contefemtieux énantiomeres optiquement
purs, l'alcool formé de configuratiorR) et I'acétate résiduely, est solubilisé dans 4 ml
d’éther. Ensuite, 0.144 g (2.4 mmoles, 1.2 éq) idaacétique (AcOH) et 0.628 g (2.4
mmoles, 1.2 éq) de triphénylphosphine (PRont additionnés a ce milieu. Le mélange
réactionnel obtenu est refroidi a environ 0°C, @adé d'un bain de glace, et 0.48 g (2.4
mmoles, 1.2 éq) de diisopropylazodicarboxylate (DJAest ajouté, goutte a goutte, sous
agitation vigoureuse durant 20 minutes. Le DIAD (@wmleur jaune) est instantanément

décoloré au fur et a mesure de son addition preiyes

Le mélange est par la suite amené a températus@ata et son agitation est maintenue
pendant une durée de 24 heures. Le milieu réadiast concentré et le produit obtenu est
repris dans de I'éther. On observe alors la pitipn du produit de réduction du DIAD et
de I'oxyde de PPhformé. Apres filtration et évaporation sous vitke résidu récupéré est
chromatographié sur gel de silice en utilisant wlamge (éther de pétrole/ acétate d’éthyle :

80/20) pou obtenir uns seul énantiomere c’estétae de configuratiors).

OAc

Cas du 2,3-dihydro-1H-inden-1-yl acetate (1a): (:@

la
% Aprés Hydrolyse enzymatique Avec 12.5 mg CAL-B/1rtefpremiere étapp

Acétate résiduel egs) = 98%, k= 43.993 min.
Alcool formé: egry = 99%, k= 49.383min.

C=50%, E>1000.
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v

% Apres la réaction de Mitsunobu (deuxiéme étape)

L’acétate formé de configuratio8)(est obtenu avec un rendement78éo.

eqs = 94%

OAc

2- Cas dul,?,3,4tetrahydronaphthalen-1-yl acétate (2a) : @

2a

v

% Aprés Hydrolyse enzymatique Avec 50 mg CAL-B/Imn{plemiere étapp

Acétate résiduel egs) = 99%, k= 5.13 min
Alcool formé: egry = 99%, k= 23.48 min

C=50%, E>1000.

v

= Apres la réaction de Mitsunobu (deuxiéme étape)

L’acétate formé de configuratio®)(est obtenu avec un rendemen88éo.

eqs) = 99%, tr= 5.14 min.

3- Cas du 1-(6methoxynaphthalen-2-yl) éthyle acétt OAc

MeO™ “ “

3a

% Aprés Hydrolyse enzymatique Avec 20 mg CAL-B/Imn{plemiere étapp

Acétate résiduel egs) = 99%, %, ¢=5.617 min.
Alcool formé: egry = 98%, %, %= 15.959 min.

C=49%, E>1000.

% Apres la réaction de Mitsunobu (deuxiéme étape)
L’acétate formé de configuratio)(est de rendemeB2%.

eqs = 71%,
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Partie expérimentale

4- Cas du 1-(naphthalen-2-yl) éthyle acétate:

OAc

4a

# Aprés Hydrolyse enzymatique Avec 20 mg CAL-B/Imn{plemiere étapp

Acétate résiduel egs) = 99%, k= 5.382 min
Alcool formé: egry = 97% k= 13.439min

C=49%, E>1000.

= Apres la réaction de Mitsunobu (deuxiéme étape)
L’acétate formé de configuratio)(est de rendemeB2%.

eqs = 76%,
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