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CHAPTER 1

INTRODUCTION

1.1 INTRODUCTION GENERALE

Parmi les réactions qui se produisent dans les
cellules et qui sont souvent indispensables 3 la vie
des organismes, certaines sont difficiles 3 reproduire
en laboratoire. Si les organismes peuvent effectuer
ces réactions, le plus souvent 3 une vitesse @&levée,
c“est grace 3 des catalyseurs biologiques, les enzymes.

Lorsqu”on &tudie d“un peu plus prd&s une ré&action
catalys@e par un enzyme, ’

E
S = P

on remarque que l”enzyme participe 3 la réaction
en formant transitoirement un complexe enzyme-substrat
spécifique.

On peut donc &crire:

k K
E+ S .TL— E-S —3 E+p
~__2 /

Les enzymes sont des proté&ines, qui parfois ne
suffisent pas 38 17action enzymatique; 1ils nécessitent
alors la présence d“uu co-facteur.



Il existe différents types de co-facteurs, par
exemple:

o Les ions métalliques qui sgissent soit en
modifiant 1a conformation de 1“enzyme, soit en
permettant 13 formstion et la décomposition du
complexe E-§

o Les co-enzymes (molEcules organiques de petite
taille) dont certains font psartie du site
actif et qui se retrouvent inchangés 3 1ls fin

de la réaction. Un certain nombre de
vitamines, en particulier 1les vitamines du
groupe B, sont des co-enzymes ou des

conatituanta esaentiels des co-enzymes.

La spécificité de 1”action eunzymstique peut se
manifester d“une part, au niveau du type.de réaction
catalysée par 17enzyme et d“autre psart , au niveau du
substrat de la réaction. Certains enzymes sont
capables de distinguer deux isom@res optiques 17un de
173utre et de n“agir que sur 17un des deux, on psrlera
alors de stéréospécificité. Ainsi par exemple, une
S~-amino-oxydase distinguera le S-amino-acide du
R-amino-scide. D”autres enzymes présentent une
gtéréospéecificité par rapport & 17isomérie cis~trans.
Ainai par exemple, la fumarase permet wune addition
d”eau uniquement sur 17acide transfumarique.

Dana les orgauniasmes vivants, les amino-acides
occupent une position centrale en ce qul concerne le
métabolisme des composés azotés. De nombreuses
réactions, parmi lesquelles 18 traunsamination, la
décarboxylation, la désamination et 18 racémisstion
requidrent le m&me co-eunzyme: le pyridoxal-phosphate
(composé de la vitamine B6).<1> <2>

On comprend dés lors que de nombreux chimiates et
biochimistes s8e soient int@ressés auxcompoads de la
vitamine B6.

A.E. Braunstein, par exemple, publie tout une
revue <3> su sujet du pyridoxsl phosphste.

H.C. Dunathan, lui, se penche aur 1les aspects
gtéréochimiques de 1la catalyse par le pyridoxal <4>
<5>. 11 &tudie tout spécialement la transamination, la
racémisation et 1s décarboxylation.


type.de

Un article publié& en 1969 par V.I. Ivanov discute
la réaction de transamination en relation avec un
saystéme modéle tridimentionnel <6>: on désigne par
aysté@me modé&le, tout systé@me chimique non-enzymatique
capable de simuler un processua enzymatique.

Vu la complexité des syatémes enzymatiques, il est
intéreaaant pour le chimiste d”"imaginer des systémea
modéles beaucoup plus simplea, qui 1lui permettent
d“&tudier et de mieux comprendre 1”°un ou 1l autre des

. aspects de la catalyse enzymatique , notamment la
grande apécificité stéréochimique des systémes
biologiques.

La figure 1-] illustre schématiquement la maniére
dont une information stéréochimique portée par une
matrice complexe-aubstrat est transmise au réactif dans
un systé&me moddle <7>.

reagent

Matrix Substrate MS - complex

fig. 1-1 : Représentation sché&matique
d?une ' réaction asymétrique qui se déroule en
deux &tapes <7>.

La création de systémea chimiques simples permet
aussi d”"imiter, dans une certaine mesure, les réactions
enzymatiques, afin de développer de nouveaux
catalyseursa.



Ainsi, wune @&quipe de <chercheura frangais <8>
propose un proc&dé de pré&paration d“un (¥-amino-acide
libre de configuration abaolue S, qui utilise
conjointement:

o Un complexe de la vitamine B6 comme catalyseur
pour la racémisation d“eater d"(X~amino-acidea

o Un enzyme qui catalyse 1 "hydrolyse de 1 esater
du R amino-acide uniquement.

Le principe global de fonctionnement du systime
peut &tre achématisé ainsi:

O-~amino~eater R = o- Qmino—ester S
aldéhyde catalyaeur
de la racémisation

enzyme hydrolytique

O~amino-acide R ~amino-acide libre S

L7avantage d"une telle m&thode est de tranaformer
quantitativement un antipode d” Otamino-acide én 1”autre
antipode, dans dea conditions douces et catalytiques.



1.2 LES COMPOSES DE LA VITAMINE B6
e

1.2.1 Généralités

Les composés de 1la vitamine B6 incluent le
pyridoxal (PL (1)), 1le pyridoxal-5"-phosphate (PLP
(1I1)), le pyridoxamine (PM (II)) et 1le pyridoxamine-
~5"-phosphate ( PMP (IV)). Les deux dérivés
phosphoryléas ((II) et (IV)) sont de premidre importsnce
dans les ayst3mes biliologiques, puisqu”ils interviennent
en tant que co-facteurs pour un -grand nombre d enzymes
catalysant une multitude de r&actions d“acides aminés.

CHO CH,NH,
HOCH, 74 OH HOCH, -~ OH
‘ SN
\N CH, N CH,
) a
CHO o} CH,NH,
(OH)Q'Pl_OCHQ ~ OH (OH)z —OCH2 o~ OH
I ~
SN CHa N~ CH,
am (%)

L7activité de PMP est 1limitée au transfert de
groupements amino tandis que PLP participe 3 un grand
nonbre de ré&actions; parmi elles, la synth2ae, 1la
dégradation et 1 interconversion d”acides aminés.

Ces réactions sont résumées dans le tableau 1-1.



Tableau 1-1.<9>, <10>.

Réactiona des acldeas aminéa catalyaées
pyridoxal et lea ions métalliques.

A. Réactions duea 3 la réactivité de 1 hydrogéne

alpha

l. Tranaamination

RCH(NH,)COOH + R“COCOOH = RCOCOOH

R” CH(NH, )COOH

2. Racémisation

I ou L-RCH(NH,)COOH == DL-RCH(NH; )COOH

3. Dégradation

a) désamination oxydative

RCH(NH,)COOH + 0 — RCOCOOH + NHg

b) désamination non-oxydative d”un
hydroxaminé

par le
en

+
acide

HOCH, CH(NHy )COOH =+ CH3COCOOH + NHj3

¢) désamination et désulfurisation

HSCHy CHy CH( NH2 )COOH —= CH3 CHCOCOOH + H2S + NH3
HSCHy CH(NHy )COOH —= CH3COCOOH + HpS + NHj

4. Synthése

a) d7un acide hydroxyaminé & partir

aldéhyde et de la glycine

b) de tryptophane 3a partir de sérine

d“indole

5. Deutération
RR“CHCH(NHy )COOH —= RR’CDCD(NHz)COOH

d“un

et

B.Réactions dues 3 la réactivité du groupe carboxylate

Décarboxylation
RCH(NH; )COOH —~ RCHz NHa+ COy

C.Réaction dues 3 la réactivité du reste R

Dégradation
RCH(OH)CHENHZ)COOH-—* RCHO + NHyCHy COOH



1.2.2 Apergu historique.

Les composés de 1la vitamine B6 ont fsit 1“objet de
nombreuses &tudes ces quarante dernidres années.

A partir de 1950, des =systdmes mod&les ont &té
développés afin de mieux saisir les mécanismes de 1la
catalyse enzymatique.

En 1952, Metzler et Snell &tudient la réaction de
transamination entre le pyridoxal et plusieurs scides
aminés. Ils examinent notamment la réactiom suivante:

pyridoxal + glutamatez==pyridoxamine + cé&toglutsrate

Cette réaction mesuréde 3 100 OC et a2 un pH
d“environ 4,5 est rapide, presque quantitative et est
catalysée par le sulifate de cuivre. <11> <12>

Metzler et ses collaborateurs em 1952 <13> sainsi
que Ikawa en 1954 <K14> @&tudient 1la désaminstion
oxydative catalytique de la s&rine et de 1la cystéine
par le pyridoxal et un sel métallique.

Ea 1952, Olivard, Metzler et Suell publienot des
résultats concernant la racémisation catalytique de 1la
S-alauiune en présence de pyridoxal a 100 ©Oc. Iis
observent que cette réaction est catalysée par des sels
de fer, de <cuivre et d“aluminium. Le domaine pH
optimun pour cette réaction est sux environs de 10.
<15>



Pour expliquer 1”ensemble de ces ré&actions, on a
supposé& la formation d“un complexe entre une bsse de
Schiff et un fon métallique (V) <16>.

CH,
N—
o} OH
\ // ~ .
M
HO —_— ///
N
aQ
R H O
V)

Un tel complexe a pu 8tre isolé pour 1la premiére
fois, en 1957, par Christensen et Collins <17>.

Deés lors, il semble raisonnable de penser que la
formation de (V) constitue 17intermédiaire commun des

réactions de racémisation, de transamination et de
désamination oxydative.
b4

A partir des ré&sultats précités, de nombreux
travaux , menés par Martell <18, 19, 20>, Metzler <21,
22, 23, 24, 25>, Leussing <26, 27, 28>, Matsushima <29,
30, 31>, Belekon <32, 33, 34, 35>, Tsai <36, 37>,
Gillard <38, 39 et Phipps <40> ont permis de compléter
et d”approfondir 17&tude de ces aystémea.

Ces travaux seront cités par la suite, dans la
mesure ol ils concernent l1“&tude du présent travail.



1.3 LES REACTIONS CONSIDEREES DANS CE TRAVAIL.

1.3.1 La racémisation

Lorsque 1“on mesure l”importance relative de 1la
transamination et de la racémisstion en fonction du pH,
on constate que 1ls transamination est 1la réaction
prédominante jusqu”3 pH=9., Elle est la plus compl&te
quand le pH est environ &gsl 3 la valeur du pka (5.5 a
7.5 selon 1le métal considéré&) du proton pyridinium du
complexe. La cinétique de racémisation est. la plus
favorable su moment ol 17azote de 1la pyridine est
complétement dé&protonné.

Cette observation peut @&tre expliquée par les
interconversions sulvantes:

H

R+COOH Rﬁ (COoH R~ COOH

H\ H HH N

HO ~ I OH HO ' l OH H = I OH

NS

N7 "CH, tr Hy SN CH,
H
VD (Vi) i)
La racémisation implique les réactions

(VI) - (VII)—(VI) tandis que la transamination résulte
de (VI)—(VII)—(VIII). Comme 1les réactions (VI) -
(VII)~-(VIII) sont réversibles, la base de Schiff peut
tautomériser en combinant sgoit (VI)~(VII)—(VIII)—

(VIT)—(VI), aoit (VI)—(VII)—(VI). _ Ainsi, 1ls
racémisation peut aussi résulter de deux
transaminstions inverses, sans formation duv céto-acide.



Cette voie est considérée comme opérative dans des
solutfons légérement acides <15>.

Par leur &tude RMN de deutération du proton en
ou eun 3 de 1“acide amin&, Abbott et ses collaborateurs
confirment l°existence des deux mécanismes de
racémisation possibles, .en fonction du pH <41)>.

L°4on métallique choisi pour ce travail est
A1(III). Le passage de la double liaigon C=N de (VI) &
(VII) permet de labiliser suffisamment les protons en

Bpour que 1“&change avec le deutériunm ait lien (IX).

CH,
N—
0 OH,
N\ // Ny
HO PN
He
ﬂ;;\ a O
H Hs

104

Les figures 1-2 et 1-3 {llustrent tr&s bien ces
deux mécanismes:

fig. 1-2 Vitesse de deutération du site
(xetB de la RS-alanine 3 pH=5.5.

- 10 -



fig. 1-3 Vitesse de dent@ration du site
et ﬁ de l1a RS-alanine 3 pH=10.5.

En solution basique, la réaction de racémisation
egst de premier.ordre en complexe et se déroule sans que
1“on observe de transamination. Son m&canisme probable
est 17élimination du proton en & dans une &tape lente
(formstion d“un carbanion Iintermédiaire), suivie d“une
rapide reprotonation du carbone en .

Ls vitesse de racémisation des complexes aldimines
par catalyse basique croft dans 17ordre suivant:
Cu(sal-S-val) KCu(PL~S-val) < Cu(4-NOysal~-S-val) <49,
I1 apparait donc que 1la vitesse de racémisation en
nilieu basfique dépend de la stabilisation par
résonnance du carbanion intermédiaire <9>.



1.3.2. La désamination oxydative.

Cette réaction est observée pour la premiére fois
par Snell et Metzler, en 1952 <(13>. Ces auteurs
découvrent que certains acides aminés produisent des
céto-acides et de 1“ammoniaque quand ils sont chauffés
en présence de ions métalliques et de pyridoxal, dans
des systames catalytiques et a 100 Oc.

C’est la désamination oxydative catalytique de 1la
sérine et de 1la <cyatéine par le pyridoxal et un sel
métallique qui est surtout &tudiée par ces auteurs.
Ils déterminent le domaine pH (4 3 9) dans lequel 1la
réaction se déroule le mieux. De plus, la vitesae de
la catalyse dépend de la concentration en tampon et de
1“ion métallique utiliaé.

En 1954, Snell et Ikawa &tudient 17influence de
1”ion mé&tallique et de 17aldéhyde sur 1la réaction
catalytique <14>. 1I1 semble que 1le cuivre(II) soit
trds favorable a cette catalyse et que le
5-desoxypyridoxal (X) et le 4-nitrosalicylaldéhyde (XI)
remplacent le pyridoxal de manidre efficace, tandis que
le salicylaldéhyde (XII) est tr&s peu actif.

CHO CHO CHO
HC -~ OH OH OH
|
N~ . CH,
NO,
) 1) )

Dea résultata non-publiés de Martell <9> indiquent
que 17activité catalytique de 17ion métallique décroit
dana l1”ordre guivant: Mn(II) > Co(II) > Cu(II)>»>NIi(II).



Finalement, la d&samination oxydative est la seule
transformation de 1“acide aminé&, parmi celles qui sont
mentionnées dans le tableau 1-1, qui requidre 1s
présence d“un sgent oxydant et qui nécessite peut-&tre
le changement d”état d”oxydation de 1”"1ion mé&tallique.

1.4 PRESENTATION DU TRAVAIL

1.4.1 La rétroracémisation.

Pour introduire le concept de rétroracémisation,
les principaux travaux d&j3d effectués dans ce domaine
voant &tre &voqués.

Une premid3re &tude de 17&quilibre de racémisation
d“acides aminés a &t€é effectuée en 1967 par Marzilli et
Sargeson <42> sur des complexea de cobalt(III) (1)
optiquement actifs.

(1) A-(+)=[CoILI(en), ~S-aa] = A=(+)~[ColIl(en), ~R-aa]

L”&change de 1°hydrogéne en  de 1 acide aminé
est rendu possible grice 3 1"effet activant du cobalt.

La configuration A favorise 1le R-acide aminé.
Cette préférence est d”autant plus grande que le reste
de 1"acide aminéd est volumineux. Dans le cas de 1la
valine, le rapport de chacun des isom@rea est 1.7:1.

Des sé&lectivités encore plus grandes avec un
systdme i1dentique 3 celuil dEécrit ci-~dessus ont &té
obtenues par Legg et Keyes <43>, pour 17acide
aspartique et la proline. La rédaction d"&quilibre est
en fait presque compl&tement sté&ré&osélective pour la
proline, résultat dfi probablement & 1la présence de
ponts hydrogé&ue intramoléculaires.



Des travaux effectués par Riem <10> sur des
complexes labiles de base de Schiff (2) ont permis de
mettre en &vidence une stéréosélectivité de 15 3 17 %
en faveur du R-acide aminé.

La formation du complexe de base de Schiff rend
labile 1le proton porté@ par le carbone en (X de l17acide
aminé et permet ainsi 1“&change.

(2) [Cu-S-PiPEA-sal-S-phe] == [Cu-S-PiPEA-sal-R-phe]

~ "N
S-PiPEA= | .
Belekon a”eat aussi beaucoup intéressé i ce
probléme. I1 a notamment travaillé& sur des complexes

de cobalt inertes (3).

(3) A[Co(sal;S—aa)zj—:z A[Co(sal~R-aa)y ]

Les acides aminés &tudiés sont la tyrosine (70-90%
p.0.), la valine (96-98.8% p.o.) et la N-val (93-94%
p.0.).<32>

La haute stéréospécificité de ce syst@me est la
conséquence d“un grand encombrement stérique de 17une
ou de 17autre des faces du carbanion.

Belekon a aussi &tudié des complexes labiles de
Cu(II) (4):

(4)[Cu(-)AFCMT(RS)ala(RS)Nva]=[Cu(-)AFCMT(S)alaR(Nva)]
CH,N(CH,),
AFCMT
CHO
Mn(CO),



Les excés &nantiomériques sont de 57% pour la
S-alanine et de 20% pour la R-Nval <33> <34>.

On remarque que dans ce dernler exemple,
1“information chirale e trouve directement 1l1&e au
substrat. Dans les exemples pré&cédents, 1 information
étailt transmligse par un ligand secondaire fixé&@ de
manidre indépendante au métal.

Un autre exemple publié par Belekonm propose un
nouveau complexe de cobalt (IIXI) 1nerte (5):

(5) A[Co(7-Me-sal=-S-aa), ] = A[Co(7-Me-sal-R-aa), ]~

On choisit icl 17ortho-hydroxy-acétophénone comme

composé carbonylé, dans le but . d"augmenter
1“encombrement stérique dans la région du carbone en «&
de 17acide aminé <35>. Les excd@s @&nantiomériques

obtenus sont de l1“ordre de 80 & 90% en S-aa.

Une publication r&cente de Belekon <44)> décrit 1la
diastéréosélectivité de 1la ré&action de racémisation
suivante (6):

(6)[Cu—~(S)-BPAB~(RS)-aa] == [Cu-(S)~-BPAB-(S)-aa]

BPAB : @—m—@
RCO

H,

]

Q=2

Avec ce nouveau ligand, les exc@&s @nantiomériques
vont de 12% pour la S-alanine 38 54% pour la S-valine.

Une transformation asymétrique d“-amino-acides,
faites avec des complexes de Co(III) optiquement actifs
(7), a été réalisée en 1980 par un groupe de recherche
japonails.

€A A—ﬁz-[Co(N4)(RS)aa]2+= A=, ~[Co(Ng)(R)aa]?

&r-tetraamine



Les rendements optiques dans ces systimes vont de
0 & 80% <45>.

Un autre groupe japonals a pu mettre en &vidence
une différence d“un facteur de 1.3 environ pour les
vitesses de racémisation du R et du S acide glutamique,
cela en préaence d7un compos& chiral analogue au
pyridaxal <46>.

Tous ces travaux améunent les remarques suivantes:

o Une réaction de rétroracémisation ou de
racémisation 1nverse présente, 3 17&quilibre,
un rapport R/S différent de 1.

o Cette réaction est possible pour autant que la
mol&écule qui racémise ait un proton labile sur
le carbone asymétrique. L7&change de ce
dernier permet d inverser la configuration du
carbone optiquement actif.

o Pour qu”3 17&quilibre, 1le rapport R/S solt
différent de 1, 411 faut qu une information
chirale soit transmise 3 17acide aminé&. Cette
information peut @&tre 11iée directement au
substrat ou @&tre transmise par un ligand
secondaire fixé au ion métallique du complexe.

Il est intéressant de noter que tous les exemples
de rétroracémisation citéas dans la littérature (&
l7exception du travail de Riem), correspondent & des
réactions diastéréosélectives <50>.

Dans ce travail, la réaction de rétroracémisation
€tudiée eat é&nantiosélective, tout comme le sont les
réactions enzymatiques.



1.4.2 But du travalil

Le but de ce travail est la mise en &vidence et
1“étude de la rétroracémisation d"acides aminés dans
des complexes labiles chiraux de Cu(II) (fig. 1-4 ).

Cu(PL-R-aa)ll’”

VA N
Cu™+ RS-aa + PL+ I*= Cu(PL-RS-aa)’ fixrstro Cu(PL-RS-aak®
N V4

Rrot,
Stot,

EIQL__

S Cu(PL-S~aal’

=1

flig. 1-4 Schéma d“une réaction de
rétroracémisation dans un complexe de base de
Schiff.

Les réactiona de racémisation &tudiées dans ce
travaill sont @&nantiosélectivesa. A 1l“&tape clef de 1la
réaction, le proton de 1“acide aminé& est arraché& par
l“action d“une base (cf. 1.3.1) et 1le carbanion
résultant réagit avec l7&lectrophile de manidre
énantiosélective, déterminée par 1l“environnement chiral
du complexe.

Si dans la représentation du complexe (X111), le
proton vient se fixer au-deasasus dn carbone (¢ (proton
en face ré), 17acide aminé résultant sera de
configuration absolue S par contre, e”1l se fixe
au-dessous du carbone (en face 8i1i), 1“acide aminé sera
de configuration absolue R.

face si

xm



Le choix de la face ré¢ ou de 1la face si sera
fonction de 1“encombrement stérique. Ainsi, le reste R
de 17acide aminé se placera de préférence sur 1la face
la moins encombrée.

1.4.3 Le choix des ligands.

Les ligands utilisés sont les suivants:

[
CH. .
] § Hall M w M om
NH HN o NEAT?
" ,C/ \CN, c [
oav O O
(XV)
BABP BPABP
3
< |
N
R
\E/
(XVD
PiPEA
Pour différencier 1les deux faces et diriger

1“attaque préférentiellement d“un c3té&, 1les ligands
choisis doivent satisfaire plusienrs conditions:



o Etre tridentés et se coordouner de manidre
périphérique, ia base de Schiff occupant
également trois positions dsns le plan.

o Posséder wune symétrie C,, pour Eviter 1la
formation d“isom@res cis~trans 3 cause de la
structure non-symétrique de 1ls base de Schiff.
Une telle isomérie géométrique conduirait, par
dissipation de 17 information stéréochimique dd
3 des facteurs statistiques, 3 une diminution
des reudements optiques.

o différencier 1le mieux possible les deux
orientations possibles, sans pour autant
réduire trop fortement 1la réactivité du

syst@me comme couséquence des 1nteractions
stériques <47>.

BABP et BPABP satisfount. ces conditions, alors que
P1iPEA nue posssdde pas une symétrie C;. Ce dernier est
utilis@ dans <c¢e travail wuniquement a titre de
comparaison.

Les 1ligands libres se caractérisent par deux
carbones asymétriques, mals lorsqu”ils coordounnent, les

atomes d"azote acceptent &€galement une chiralité
déterminée. La matrice ML* peut ainsi adopter
plusieurs <configurations. Par exemple, pour une

configuration S des carbones:

C(S,8)N(S,S8), C(S,S)N(R,S) et C(S,S)N(R,R)

Cela &est wvrai surtout pour BPABP, car BABP
choisira pour des raisous d“encombremeunt stérique
illustrée par 1la figure 1-5, ia coufiguration
C(S,S)N(R,R), qui correspond 3 un €loiguement maximal
des deux groupes méthyl. Cette observation a é&té
confirmée par une détermination de la structure aux
rayona X d”"uu complexe de cobalt(Ill) inerte formé& avec
un ligand dérivé du BABP le BAMAP (XIX) <48>.

Ces cousidératious valent pour ile ligaund
racémique.



Cu Cu’
OXVH) (XVIHD)

fig. 1-5 Représentation de Newman des
ligands BPABP (XVII) et BABP (XVIII) dans la
aphére de coordination de 17ion métallique.

=
HL W CH,

N N
HE” “\CH,
HOOC COOH

(XIX)

Le choix de 1“aldéhyde

Plus un aystéme eat simple, plua 1 interprétation
des réaultats aera aisée. D“ol 1“importance de choialir
un syatéme modéle dans lequel aucune réaction
secondalire n”est posaible.

A cet é&gard, le choix de 1“aldéhyde est

primordial. Pour 1 essentiel de notre travaill, noua
avona choisi le salicylaldéhyde, qui 3 1”"avantage de ne
catalyser que la racémiasation, contrairement au

pyridoxal et a ses dérivéas, qui catalysent la
transamination, la dé&carboxylation et la dé€samination
oxydative (cf. tableau 1-1)
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Quelques mesures ont &té entreprises avec le
pyridoxal, dans 1le but de comparer nos résultats avec
ceux de Deschenaux <47>, obtenus psr transaminstion
cstalytique dans un systdme semblable.

Nous disposons de deux techniques pour mettre en
évidence une induction ssymétrique, lors de 1la
rétroracémisation:

1. Ls mwmesure des spectres de dichroYame
circulaire dans 1°UV du complexe aldimine.

2. La mesure de 17excd&s é&nantiomérique de 1 un
des antipodes de 1“acide aminé, par chromatographie en
phsase gazeuse.



CHAPTER 2

DESCRIPTION DES SYSTEMES CUIVRE(II)-LIGAND-ACIDE AMINE
ET CUIVRE(II)-LIGAND-BASE DE SCHIFF.

2.1 1lntroduction.

Ce chapitre décrit les propriétés thermodynamiques
du syst@me Cu;L;aa;aal. Parmi 1 ensemble des espdces
présentes dans ce systédme, les complexes [CuLaa]{(XX) et
[CuLBS] (XXI) retiennent particuliérement notre
attention.

N
N~
HN" clu\o |
HH - H Do)
xXx) ’ XXn
[CuLlaa] [Culsalaa]

Afin de pouvoir réaliaer une rétroracémisation, il
faut d“une part activer 17acide aminé& dans le sens
d”“une labiliaation du carbone asymétrique et d7autre
part le soumettre 3 une induction dissymétrique,
permettant une différenciation @&nergétique des deux
énantiomdres de l7acide aminé, sous forme de complexes
mixtes diaatéréomérea.
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ces conditions sont
mixte (XXI), qui fait partie
relativement @&levé

Dans notre syst2me,
seulement pour 17espice
d“un ensemble comprenant un nombre
de différentes espéces.

Afin de déterminer le taux de sé&lectivité dans 1la
réaction de racémisation, i1 est 1indispensable de
connaitre la concentration du complexe mixte (XXI) dans

réslisées

le syst2me, aux conditions données. Pour déterminer

cette concentration,
formation
peuveunt &tre présentes dans le systéme.

conatantes

de

i1l faunt connaftre les

de toutes les

de formation concernent les &quilibres suivants:

(2-1) Haa = H + aa
(2-2) Hsal = + sal
(2-3) sal aa == BS
(2-4) HBS = H + 'BS
(2-5) Cu sal = Cusal
(2-6) cCu 2sal = Cu(sal),
(2-7) Cu BS CuBS
(2-8) Cu aa Cuaa
(2-9) Cu 2aa == Cu(aak
(2-10) H,L = H + HL
(2-11) HL H L

(2-12) Cu L = éuL

23 -
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(2-13) Cu(L)H,0 = Cu(L)(OH) + H
(2-14) Cul + aa = CuLaa

(2-15) Cul. + BS = CuLBS

Dans la mesure oi cea constantea sont connues, les
valeurs de la littérature ont &t& utiliaées, 3 savoir:

o constantes d"acidité des acides aminés et des
bases de Schiff avec 1“aldéhyde salicylique.
<51>, <26>, <52>, <53>, <54>

o conatantea de formation des <complexes [CuBS§]
<53> <55>, [Cuaa ], [Cu(aa), ] <51>, ([Cusal] et
[Cu(sal), ] <52>.

Les constantes d"acidité& des ligands BABP et BPABP
ainsi que les constantes de formation des complexes
[CuL], [CuL(OH)] et [CuL(aa)] (L = BABP et BPABP; aa =
gly, ala, wval, 1leu, phe) ont &té déterminées par
titrations acidimétriques (pour 1les détails voir 1la
partie expérimentale). )

La constante de formation du complexe mixte
[Cu(salgly)BPABP] a finalement &té déterminée par la
mesure du dichrolsme circulaire. On discutera en

détail, au chapitre V, l”apparition d“ume bande CD 2
355 nm, lors de 17adjonction du 1ligand optiquement
actif au complexe [Cu(salgly)], qul permet cette
détermination. )

2.2 Etude potentfiomé&trique.

La détermination des constantes d“&quilibre du
syst2me [Cu(II)-L-aa] (od L = BPABP et BABP et aa =
gly, ala, val, leu et phe) est réalisée & 17aide de
titrations potentiométriques.
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Les constantes d~“équilibre sont définies comme..
suit:

o Les constantes de protonation des ligands

LH4, + H = LE
H

K; = [LHi]/[{LHi-1} [H}

0o Ls constsnte de formation du complexe mixte
métal-ligand-acide aminé

M+ iL + jA = MLiAj

Bi= (MLiA3)/[MI[L]' (A]

Toutes leé constantes ntilisées dans ce travail
sont cslculées 3 1°aide de 1“activité& des protons.

Les programmes COMICS <56> et COMICS modifi& <57>
ont &ét& utilisés pour déterminer la répartition des
esp8ces en fonction du pH.

Les constantes de stabllité& ainsi que les pka des
ligands sont dé&terminés par 1la m&thode décrite sous
référence <58>.

Le systéme chimique considéré, dans 1le but de
ca&lcnler 1les constantes de formation des complexes
mixtes, est le suivant:<{59

(2-11) HL = H + L
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(2-10) HyL = H + HL

(2-12) Cu + L = Cu(L)

(2-13) Cu(L)H0 = Cu(L)(OH) + H

(2-14) cu(L) + aa = Cu(L)(aa)

(2-1) Haa = H + aa

(2-16) Hzaa = H + Haa

(2-8) Cu + aa = Cu(aa)

(2-9) Cu + 2aa = Cu(aa),

ol L = BPABP, BABP et aa = gly, ala, val, leu,
phe.

Les valeurs ainsi obtenues sout réunies dauns les
tableaux 2-1, 2-2, et 2-3. :

Les valeurs indiquées entre parenthéses
correspondent a la déviatiou standard sur la
détermination de la constsute d“équilibre.



Tableau 2-1:

Valeurs des pka des deux ligands utilisés:
(équations (2-11) et (2-10) )

pka BABP BPABP
H,L/H.HL 8.99 (0.03) 7.49 (0.004)
HL/H.L 9.82 (0.07) 8.57 (0.005)

Tableau 2-2:

Valeurs des counstantes culvre/ligand (équations
(2-12) et (2-13)).

logk BABP BPABP
Cul /Cu.L 14.13 (0.004) 10.50 (0.009)
CuLH,0/CuLOH.H 5.65 (0.006) 2.77 (0.02)

Tableau 2-3:

Valeurs des constantes de formation pour les
complexes mixtes (&quation (2-14)). Les coustauntes
sont données sous la forme [CuLaa}/{[CuL}.[aa]. Elles
sont exprimées de cette manidre pour mieux mettre en
évidence la stabilité du complexe mixte. Ainsi, 1la
valeur obtenue est 1indépendante de la stabilité de
[CuL].

logk BABP BPABP

gly 4.48 (0.007)* 4.92 (0.02)
sla 3.98 (0.005) 4.70 (0.02)
val 3.74 (0.005) 4.51 (0.02)
phe 3.81 (0.008) 4.49 (0.02)
leu 3.95 (0.004) 4.63 (0.03)

*: réf <50>
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2.3 Répartition des eap@cea eun fonction du pH.

A 17aide des conastantes d“équilibre individuelles,
déterminées en 2.1. ou trouvées dans la littérature,
i1 est poasible de calculer la répartition des espdces
en fouction du pH.

Lea figures 1 (A, B, C, D), 2 (A, B, C, D) et 3
(A, B) illustrent la distribution des esp@ces: [Cuaa]
(1), [Cu(aa);] (2), [CuL] (3), [CuLOH] (&), [CuL(aa)]
(5) en fonctiou du pH pour une solutiomn de Cu?*, aa, L
de concentration &gale 2 2.5.1073M,

2.4 Détermination de 1la constante de formation du
complexe cuivre-ligaund-base de Schiff.

Comme nous 17avons déja mentionné, la
détermination de la constante [CuLBS] (ol L = BPABP et
BS = salgly) a été réalisée par 17intermédisire des
spectrea de dichrofame circulaire.

Le principe et le dé&tail de ces mesures serout
développés au chapitre V.

Les programmea MARQ <60> et MARQ .modifié& <61> nous
permettent de <calculer 1la constante de formatiou du
complexe [CuLBS] et le programme COMICS modifié& <57>,
la répartition des espdces eu fonction du pH.

Priucipe du programme MARQ.

Dana ce programme, nous déterminons Ae et KCuLBS
par minimalisation au sens des moindres carrés de
l1“erreur sur la fonctionm f(i) =Ae¢ * 33000% [CuLBS], ot
[CuLBS] est dépendante de KCuLBS, Ctot., Ltot., Kform.
et du pH.
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fig. 2-1 :

- Distribution des espices en
fonction du pH pour le systdme Cu; BABP;aa.

Cuaa(l);Cu(aa)z(2);CuL(3);CuL(OH)(4);CuLaa(5)
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fig. 2-3 ; Distribution des espéces en

fonction du pH pour le systéme Cuj;L;gly.
Cuaa(l);Cu(aa)y (2);CuL(3);CuL(OH)(4);CuLaa(5)
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Le systéme chimique utilisé pour le calcul de

constante
suivant:

(2-17)
(2-2)
(2-18)
(2-4)
(2-5)
(2-6)
(2-7)
(2-19)
(2-20)
(2~10)
(2-11)
(2-12)
(2-13)
(2-21)

(2-22)

(2-17),(2-19),(2-20);<51>
(2-5),(2-6);<52>

de formation du complexe mixte est
Hgly = H + gly
Hsal = H + sal

gly + sal = BS

HBS == H + BS

Cu + sal = Cusal

Cu + 2sal == Cu(sal),

Cu + BS = CuBS

Cu + gly =  Cugly

Cu + 2gly = Cu(gly),

Hp,L == H + HL

HL == H + L

Cu + L = Cul
Cu(L)H,0 = Cu(L)(OH) + H
Cul. + gly = Culgly
Cul + BS = CuLBS

(2-2),(2-4);<26> -~
(2-18),(2-7);<53>
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Tableau 2-4:

Valeurs de la constante de formation K et de AE du
complexe mixte. La constante est donnée sous la forme
[CuLBS]/[CuBS].[L).

K = 2.85.103 Ae= 0.29
Les valeurs extr@mes de X et de AE calculées par

le programme, pour des limites de confiance
non-linéaires, sont:

3.40.10°
30

2.44.10° £ K

<
0.28< Ae < 0.

2.5 Distribution des espdces eu fonction du pH.

La figure 2~-4, montre la ré&partition des espéces
présentes dans la solution: [CuLBS] (1), [CuLgly] (2),
[CuBS] (3), [CuLOH] (4), [CuL] (5) en fonctionm du pH,
pour une concentration en Cu“ de 2.5.10 et pour un
rapport Cu?/BPABP/sal/gly (l:1:1:1).

La figure 2-5, montre la mé&me répartition que 1la
figure 2-4 mais pour un rapport Cu/BPABP/sal/gly
(l:6:1:1).



8.8

4.0 6.0 8.8 10.9 12.9

pH
fig. 2-4 : Répartition des espéces en
fonction du pH pour le systéme

Cu/BPABP/sal/gly (1:1:1:1).

1.0

conc_rel

8.5

4 . 0.8 10.0  12.8
pH
fig. 2-5 : Répartition des espdces en
fonction du pH pour le systéme

Cu/BPABP/sal/gly (l:6:1:1).
CuLBS(1);CuLgly(2);CuBS(3);CuLOH(4);CuL(5)
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2.6 Discussion des ré&sultats.

On note, 3 la page 22, que le complexe de Cu(ll)
pentacoordonné .(XX) est 1i& psr un oxygéne en position
apicale et que le complexe de Cu(II) hexscoordonné
(XXI) 17est psr deux oxygénes. Cela est dfi 3 1 effet
Jahn-Teller qul se traduit psr la tendance du cuivre
(II) 23 former quatre lisisons fortes dans un méme plan
et deux autres plus falbles perpendiculaire 3 ce
dernier. Alnsi, les complexes obtenus sont des
octaddres déformés.

Lorsque les quatre atomes d"azote se sont fixés
(ont remplacé les molécules d“eau de 1la sphére
d“hydratation) dans 1le plan, 11 eat difficile de
coordonner en positions aplcales d“autres molé&cules
donneuses d“électrons. Ainsi, le cuivre ne peut pas
fixer plus de quatre atomes d”“azote, les deux autres
positions &taut occupées soit par l1”°eau, solt par un
ligand ayant des propriétés proches de 17eau,
c“est-3-dire un ligaund dur (peu polarisable).

Afin de mieux pouvoir discuter les valeurs des
constantes données dans les tableaux 2-1, 2-2 et 2-3,
11 est intéressant de rappeler 1ci ce que représentent
un don métallique et un ligand au eens de Lewis; wun
ligand peut 2tre considéré& comme une base et un {on
métallique comme un acide. Il en découle que le degré
d“affinité d"un fon métallique pour un ligand peut &tre
considéré comme une mesure de son acidité et 1la
tendance d“un ligand 3 se lier 3 un ion métallique,
comme uune mesure de sa basicité.

Si 1°0on examine le tableau 2-1, ou constate que
BABP est plus basique d”“environ une unité pk que BPABP.
I1 s“ensuit que 17affinité de BABP pour un ion
métallique (acide au sens de Lewis) sera plus grande
que celle de BPABP. Cette hypothé@se est confirmée par
lee valeurs des constantes obtenues au tableau 2-2.

On remarque aussi que la constante obtenue pour
l“hydroxycomplexe de BABP est plus grande que celle de
BPABP. Cela est di 8 la plus grande acidité (au sens
de Lewis) du complexe formé avec BPABP.



A la lecture du tableau 2-3, on remarque que le
complexe mixte form& avec BPABP est plus stable que
celul formé avec BABP. Pour former le complexe mixte
[CuLaa], 17aclde amin& dolt se lier au complexe [CuL]
dé33 form&. 1I1 coordonnera d“autant plus facllement
que le complexe [CuL) est aclde. L7effet &lectronique,
pris dans le sens d”"un dou d“&lectrous au cuivre, 11& 3
la présence du 1llgand sur 17l1on wmé&tallique, est
d“autant plus grand que le ligand est basique. Alnsi,
le complexe [CuBPABP] est plus acide que le complexe.
[CuBABP].

Une autre ralson de la différence de stabllité
thermodynamique de ces deux complexes peut &tre la
présence d"effets stériques plus 1mportants sur le
complexe formé& avec le BABP (vu la présence des deux
méthyles portés par les carbones en du cycle
pyridinlque). Cette encombrement pourralt entrainer
une certaine déstabilisatlion du complexe mlxte formé
avec le BABP.

L explicatlon l1l&e aux effets &lectronlques paratft
plus vraisemblable, dans la mesure oi la constructlon
de modé&les A calottes ne permet pas d“étayer
1°hypothése des effets stériques.

S1 170on examlne le tableau 2-3, on voit que 1la
stabllité du complexe mixte [CuLaa] en fonction de
l1“acide aminé est la suivaute:

Gly > ala > leu >phe > val

Cette stabilité décroissante peut s expliquer par
le falt gque le complexe formé& avec l7aclde aminé& 1le
moins encombré& est le plus stable.

Dans le domalne pH 8 3 10, [CuLaa] et [CuLOH] sont
en compétition. La quantité& maximale de complexe mlxte
obtenue dépend de 1la stabllité relative des deux
complexes.

Alnsl, plus la constante de formation de [Cuaa]
eat grande, plus 1la concentration du complexe mixte
devient importante dans la solutilon.



Avec les concentrations utiligées (2.5.1073) et
pour un rapport Cu:L:aa (1:1:1), 3 un pH = 9 pour BABP
et un pH = 8.5 pour BPABP, la quantité de complexe
mixte maximale varie de 35% & 45% suivant 1”acide
aminé.

La valeur de la constante de formation du complexe
mixte {[CuLBS) doit 8tre considérée comme approximative
pour les raisons suivantes.

Toutes les constantes d“équilibre 1indiquées dans
le schéma des équatfons (page 32) et utilisées pour le
calcul de la constante de formation du complexe mixte
[CuLBS] sont valables pour une solution aqueuse. Lz
mesure de 17&quilibre de formation du complexe mixte
(&quation (2-21)) a cependant @&té effectuée dans un
mélange eau:méthanol I1:1.

En effet, pour des raifisons de solubflité&é, nous
n“avons pas pu enregistrer les CD dans une solution
100% aqueuse. .

Nous avons choisi le méthanol, car c“est 1le
solvant organique qui, de par s& structure et ses
propriétés, ressemble le plus 3 1”eau.

Cette constsnte conditionnelle nous permet
cepeudant de dé&terminer 1la teueur en complexe mixte
dans les syst2mes utilisés pour la rétroracémisation.

Une autre estimation de 1la concentration de
[CuLBS] sera donnée au chapitre 4, sur la base de
résultats obtenus par chromatographie en phase gazeuse.
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CHAPTER 3

DESAMINATION OXYDATIVE DANS LES COMPLEXES DE
CUIVRE-LIGAND~BASE DE SCHIFF.

3.1 Introduction.

Lorsque des solutions contenant du cuivre (IX), un
ligand L, un acide amin& et le pyridoxal sont exposées
34 17air, on observe des variations dans le spectre
d”absorption qui ne peuvent pas &tre attribues 3 la
formation du complexe de base de Schiff mais sont dues
4 des réactions consécutives.Comme ces variations sont
supprimées, lorsque 17on travaille sous une atmosphre
inerte, nous les attribuons A& une désamination
oxydative.

Bien que 1la dé&samination oxydative soit une
importante ré&action de catabolisme, elle semble avoir
été peun étudiée dans des systd@mes moddles.

Cette réaction peut 8tre représentée par le schéma
de la figure 3-1.

R R
\ N
COOH ; ; COOH

H,0+0, NH,+ H,0,

fig. 3-1 Schéma d " une désamination oxydative
catalysée par une amnino-oxydase
PLP-dépendante.



Comme 11 a &t& expos& au chapitre 1, dans
1°introduction, Snell et Metzler ont &té& les premiers 2
étndier cette réaction <K13> <14>. Ces anteurs ont
constaté qu un aclde aminé se transforme en cé&to-scide,
en présence de cuivre et de pyridoxal 3 pH environ 9.,
Ils ont pu mettre en @&vidence 1le cé&to-acide par
chromategraphie sur couche mince et doser 1“ammoniaque
par colorimétrie, grace au réactif de Nessler modifié
par Johnaon. Ils n“ont cependant paa proposé de
mécanisme réactionnel.

En 1960, Hsmiltan, dans de son &tude de complexes
de base de Schiff de mangandse(Il), propose pour la
premidre fols un mécanisme réactionnel <64>. 11 penae
que 17espéce active de 1la réaction correspond 3 un
complexe de base de Schiff de manganése(IIl) (fig.3-2).
Ainsi, 1le schéma réactionnel imaginé propose, dans une
premidre &tape, la fixation d”"oxyg@ne moléculaire sur
le mé&tal, suivie par 1ls libération du NHy; de 1l”acide
aminé sous forme de NH3. Ce mécanisme prévoit 1la
formation de peroxyde d"hydragéne. .

Comme le mécanisme proposé par Hamilton est en
accord avec les obaervations présentées par la suite,
nous admettrons que les désaminations oxydatives
étudiées dans ce chapitre se déroulent aelon un madédle
aimilaire.

D”“auntres anteurs, tels que A. Marx (1970) <65>,
A. Singh (1978) <66>, T. Navauneeth Rao (1980) <67> et
M. Maasol (1980) <68> &tudient la déaamination
oxydative, sans toutefoils donner de détsails concernant
le mécanisme de la ré&action.
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fig. 3-2 Mécanisme de 1la réaction
désamination proposé& par Hamilton <64>.
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3.2 Désamination oxydative de ia phénylalanine.

La méthode utilisée pour suivre la réaction de
désamination est la spectroscopie UV. On observe 3 la
figure 3-3, wune diminution au cours du temps de
1°intensité de 1la bande UV, dont le maximun se situe
aux environs de 400 nn. Sachant que cette bande
correspond 3 17absorption de la double liaison de la
fonction azométhine du complexe aldimine [CuLPLphe], on
peut supposer que sa disparition est proportionnelle 3
la transformation de 17acide aminé en céto-acide.

0.5 =}

P S

-«

00" T T l
300 350 400 450 nm

fig. 3-3 Spectres UV enregistrés au
cours de 1la désamination oxydative de la
phéunylalanine.
cCu?¥ =CPL=Cphe=CBPABP=1.25.10° M. t=30
min. T=25 ©OC pHdépart=9.9, pHfin=8.2, la
réaction se d&roule 3 17air.

En effet, aprés deux jours et demi, il est
possible d“isoler un solide jaune p3le, par extraction
d 17&ther du mélange réactionnel acidifié. Le produit
obtenu est ensuite analysé par résonnance magnétique du
proton (fig.3-4) et du carbone (fig.3-5).



cH,

o
-

1

fig. 3-4 Spectre RMN du

(proton des
acidea ph&nylpyruviques et phé&nylacétiques.

z-@

CH,
CH,
cooH
COOH
, YN V. S "
200 180 160 0 120 00 80 60 a0 20 0
fig. 3-5 Spectre RMN du carbonel3 des
acides phénylpyruvique et phénylacétique (la
fonction cétone du céto-acide a un
déplacement chimique d”“environ 210 ppm).

o



L“analyse spectrale permet de mettre en &vidence
la présence de deux acides, soit 1°acide phénylacé&tique
et 17acide phéunylpyruvique.

Comme 1 acide phénylpyruvique est peu stable, il
peut se décarboxyler facilemeut pour douner 17aid&hyde
correspondant qul, daus le milieu ré&actiounel, - est
réoxydé en acide phénylacétique. Le produit priuncipal
de la résction est d"ailleurs 1°acide phénylacétique.
Une estimation de 1la proportion de chacun des deux
acides obtenus est possible sur la base des intégrales
correspondant aux CHa du spectre RMN du protomn. Il
semble que seulement un tiers du produit isolé& soit de
1“acide phénylpyruvique.

Pour compléter cette &tude, ou s8”"est intéressé& 3
analyser 17influeunce de 1“oxygéue et de 17azote sur la
vitesse de la réaction (fig.3-6).

A la figure (3-6), on observe un comportement trés
différent de la bande UV située 3 400 nm suivant que la
solutioun est soumise 3 un milieu oxydant ou 3 un milieu
inerte.

Sous 05, la bande qui correspond 3 la trausitioun w
de la founction azométhiune de 1”"aldimine disparait au
cours du temps, par oxydation de 17acide aminé& en
céto-acide. Sous N, cette méme . bande augmeunte au
cours du temps et permet de suivre ifa formation de 1la
base de Schiff (pyridoxal-acide amiu&) au cours du
temps. Ce comportement confirme 1”absence de
désamination oxydative de 17acide aminé dans un milieu
inerte. La variation du spectre UV & 17air préseunte
une désamination oxydative moins rapide que sous 02.
I1 semble qu“une graude concentration en oxygéne
favorise la réaction de d&ésamination.



fig. 3~-6 Spectres UV de la réaction de

désamination oxydative de 1la phénylalanine
dans différenta milieux.
c=i=-ecBous Oz aprds 19h30min.

- aous N2 apréds 19hé4Omin.

weeee @ 17air aprds 19h4Smin.

-—-----so0lution initiale au temps t=0
CCu2t =Cphe=CPL=CBPABP=2.5.10"3 ¥
pHinitial=10.0, pHfinal=8.3, T=25 OC.




3.3 Désamination oxydative de'l”alanine.

Afin d"8viter la formation de produits secondaires
(aldéhyde ou acide), dus 3 1la dEcomposition du
céto-acide, nous avons poursuivi cette &tude avec un
céto-acide moins sensible 3 la décarboxylation, soit
l1“acide pyruvique.

La figure 3-6, qui 4{llustre 1la variatiom du
spectre UV en fonction du temps, présente un aspect
semblable 3 celui observé pour la phénylalanine, soit
la disparition de 1la bande aldimine au cours du temps.

0.0 b o
300 350 400 nm

fig. 3-6 Spectres UV enregistrés au

cours de la désamination oxydative de
l1“alanine.

CCu2t =CPL=Cala=CBPABP=2.5.10"3M,

t=30 min. T=25 oc pHdépart=10.0,
pHfinal=8.3
Las réaction se déroule 3 17air.
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Une analyse préliminaire, par chromatographie sur
couche mince du mé&lange réactionnel, permet de mettre
en &vidence la présence d“acide pyruvique. Les rf
obtenns pour la solution té&moin (0.46) et pour la
solution d“analyse (0.44) aont rassemblé&s dans le
tableau 3-1.

Tableau 3-1:

Valeura rf de la chromatographie sur couche mince de
17acide pyruvique et du mélange réactionnel. Le
révélatenr utilisé est la 2,4-dinitrophénylhydrazine.

Té&mo1in mélange réactionnel révélatenr
0.46 0.44 -
- ) 0.64 -
- 0.83 0.79
- 1.00 1.00

Le solvant de migration untilisé& est un mélange d“alcool
isoamylique et d “ammoniaque 0.25N dans les proportions
20 a 1.

Comme 1”acide pyruvique est trds soluble dans
1“eau, 11 est difficile de 1" isoler par extraction 2
1“éther. Le procédé de aséparation cholsi 1ici est 1la
chromatographie sur colonne. Le mélange réactionnel
acidifié eat passé sur une résine Dowex S5O0WX8 200-400
mesh chargée en protons. Etant donné&€ que 17acide
pyruvique n“est pas chargé en milieu acide,
contrairement aux autres espéces présentes dans la
solution (pyridoxal, ligand et acide aminé), 11 n“eat
pas retenu par la résine et peut 8tre isolé& par &lution
4 17ean. Une analyse par polarographie du solide blanc
obtenu apr&s &vaporation 3 =sec de 1°&luat aqueux,
confirme la présence d“acide pyruvique comme produit de
la réaction. Comme les polarogrammes enregistrés 2 un
pH plus petit que 4.1 ne présentent qu”une vagne, celle
correspondant & 1la forme &nol <69>, nous avons choisi
un pH de travail de 2,2 qul est fix& par HC1/KCl 0.1M.
La figure 3~7 donne le polarogramme du produit 1solé et
la figure 3-8 celul de ce mé&me produvit additionné d~un
peu d“acide pyruvique. Le potentiel de demi-vague se
aitue aux environs de =-0.93 wmV, valeur qui eat en
accord avec celle obtenue dans.les m&mes conditions
pour 1“acide pyruvique pur (~0.96 mV).
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fig 3~7 Polarogramme du produit isolé
du mélange réactionnel. :
pH=2.2, (HCL1/KC1 0.1M), (-)0.03-(-)1.20 V, DP10,
20 nA, dampl 0.5 s/gouttes, 100 mV/cm

mm

fig. 3-8 Polarogramme du produit iaolé
du mélange réactionnel additionné d-acide
pyruvique.
pH=2.2 (HC1/KCl 0.1M) (-)0.03-(-)1.20 V DP10,
20 nA, dampl 0.5 s/gouttes, 100 mV/cm
mm

- 47 ~



3.4 Désamination oxydative catalytique de 1”alanine en
présence de pyridoxal.

Les expériences menées jusque 13 ont permis de
mettre en &vidence la présence de céto-acide comme

produit de dé&composition de 17acide aminé, Les
différentes ré&actions faites sous O0,, N, ou 38 17air
indiquent wune nette catalyse de 1la réaction par
17oxygéne. I1 est alors intéressant d“examiner si

cette réaction pourrait @&tre utilisée comme procédé
catalytique de synthése d”un céto-acide.

Quelques expériences dans ce sens ont été
entreprises avec 17alanine. La titratiom en coatinu,
au pH-stat du NHz 1ib&ré& au cours de 1la réaction et
entrainé par le courant d”“oxygéne, permet de sulvre la
réaction au cours du temps. Les résultats présentés
dans la figure 3-9 montrent que 1 augmentation de la
température accélére la réaction et que le 1ligand a
tendance 3 la ralentir.

fig. 3-9 Titration du NHz 1libéré& par le
syst&me catalytique avec HC1l O0.OLN.
CCu2t :CPL:Cala:CBPABP=(1:1:20:x)Co;
Co=2.5.10"3M.
pH=10.2 tampon = NaHCO; /NayCO5 0.1M
solvant=MeOH/H,0 (1:1)
l:x=1; t=25 OC; 2:x=1; t=52 Oc; 3:x=2;
t=25 Oc,



Une analyse quantitative de 1“alanine non-réagi,
pour 1 équivalent de ligand 3 25 9%, par
chromatographle en phase gazeuse montre une bonne
corrélation avec la quantité de NHgz titré (17&talon
interne choisi est la valine). Les valeurs obtenues
sont rassembl&ées dans le tableau 3-2,

Tableau 3-2:

Dosage du NHy iibéré par titration aclde-base avec HCIL
0.1N et dosage de I“alanine non-réagi par
chromatographlie en phase gazeuse.

NHg titré ala non-réagi(GC) ala tot

l.12mmoles(2.38q.ala) 16.7&q. 20.0&q.

La détermination de la quantité d“alanine
transformée soit par GC (3.3 éq.), soit par titration
(2.3 €q.), montre que ce systéme peut fonctionner de
manidre catalytique.

3.5 Remargques:

Aux figures 3-3 et 3-6, la bande UV qui apparait
aux environs de 340nm n“a pas pu 8tre identifi&e. Les
solutions suivantes ont été testées: 1) cuivre-pyri-
doxal-NH3z, 2) cuivre-ligand-pyridoxal-NHz-acide pyru-
vique, 3) cuivre-ligand-pyridoxamine-acide pyruvique,
4) cuivre-ligand-pyridoxamine~pyridoxal-acide pyruvique
et ce dans des conditions de concentratiom, de solvant,
de tampon et de pH semblables & celles utilisées lors
de 1“étude de la désamination oxydative.

Lors de i“&tude de la dégamination catalytique . de
1“alanine, on pent observer, 3 1la figure 3-9, la
présence d“une période d“induction qui est
caractéristique de ce type de réaction. D7autre part,
on constate un ralentissement de 1la réaction avec
1“augmentation de la concentration en ligand (courbe 3
fig. 3-9). Cette observation am@ne 3 penser que la
réaction de désamination oxydative passe par une forme
de résonnance, alnsi que le propose Hamilton. La
présence du 1ligand sur Te complexe mixte crée une
distorsion de la base de Schiff et emp28che alnsi une
bonne ré&sonnance du systdme . Cette hypothédse est
confirmée par les résultats obtenus dans les chapitres
4 et 5. . :
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En conclusion, la réaction de désamination
oxydative est une réaction qui, 3 premidre vue, peut
8tre développée dans un syst2me catalytique. Elle peut
ainsi présenter un 1ntér8t pour 1la préparation de
céto-acides.

L“étude de la rétroracémisation en présence de

pyridoxal se fera de&s lors sous azote, pour inhiber 1la
destruction de 1”acide aming par formation de
cBto-acide.
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CHAPTER 4

ETUDE DE LA RACEMISATION DES COMPLEXES MIXTES
CUIVRE~LIGAND-BASE DE SCHIFF.

4.1 Introduction.

Ce chapitre décrit 1s réaction de racémisation de
l1"acide aminé dans les complexes [CuL*al] du point de
vue de la stéréochimie dite dynamique.

"La stéréochimie dynamique traite des propriétés
chimiques des molécules en relation avec la
stéréochimie du (ou des) réactant(s) et du (oun des)
produit(s) réactionnel(s)".<62>

La stéréochimie dynamique se présente sous un
double aspect, selon que

la nature des produits impliqués danms la ré&action
est cinétiquement ou thermodynamiquement contrdlée.

Les réactions cinétiquement contrd3lées sont celles
o il n"y a pas d7équilibre entre les produits
stéréoisomé@res formés.

Dans les réactions thermodynamiquement, contrdlées
les conditions expérimentales sont telles que les
produits stéréoisoméres formé&€s s interconvertissent et

se mettent en équilibre. Dsns ce cas, la
stéréosélectivité est une simple mesure des stabilités
relatives des satéréoisom@res. Lés diagrammes des

figures 4-1 et 4-2 représentent le cas od un réactant



ag donne les produits Al et A2 stéréoisoméres en
quantités inégales:<62>

e}

do

A
A2

COORD. BE REACTION

fig. 4-1 : Le stéréisom@re A2 est formé
en prédominance.

6t

A2
A

>

COQRD. DE REACTION

fig. 4-2 : Le stér&oisomére Al est formé
en pré&dominance

si GAl< GA2 — Al prédomine (fig. 4-2)
si GAl > GA2 — A2 prédomine (fig. 4-1)

Les réactions de racémisation et de
rétroracémisation examinfes par la suite concernent un
type de réaction, dont le contrdle des produits est
exclusivement thermodynamique.



En 1970, Holm &tudie de mani&re approfondie, 1la
racémisation des complexes de base de Schiff de type,
[Cu(sal-S-val)], [Cu(pyr—~S—val)] et
[Cu(4-Noysal-§-val)] <63>.

0 Il conclut 3 une vitesse de racémisation de
pseudo-premier ordre. En effet, la
représentation graphique de logQiggg en
fonction du temps donne wune droite pour au
moins deux demi-vies et la variation de 1la
concentration en OH  ~ 1nfluence la constante
kr(obs) de mani&re linéalire.

o Il exprime la constante de racémisation kr par
la relation sulvante:

kr = kr(obs)/[OH}

Vu la complexit& du systéme utilisant le pyridoxal
pour la formation du complexe mixte [CuPLaalL*] (cf.
introduction), i1 est préférable d“entreprendre tout
d abord une &tude syatématique d“un systé&me plus
simple, soit le complexe mixte de 1la base de Schiff
formé& avec le salicylaldéhyde et des acides aminés
[Cu(sal-aa)L], afin de mieux comprendre comment les
différents facteurs (équivalents de ligand,
température, solvant, concentration totale) Influencent
la stéréosélectivité.

Le cholx de 17acide amiuné est déterminé par des
facteurs ciné&tiques. En effet, dauns ce systéme, seule
la phénylalanine racémise, dans les conditions
expérimentales choisles, & wune vitesse facilement
mesurable.

La caractérisatlion expérimentale des @éunantioméres
d“un mélange d“antipodes (R et S par exemple) est
possible grdce 3 1la .différence de comportement de
chacun d“eux face 3 un réactif ou un ph&nomé&ne chiral.
Par conséquent, la méthode choisle dans le cadre de ce
travail pour la détermination du rapport &nantiomérique
des acides aminés est 1 analyse par chromatographie en
phase gazeuse (coloune optiquement active) de 1”7acide
aminé 1solé apréds que 17&quilibre de 1la réaction est
atteint.



Lea m&langes &quimolaires d“antipodes sont appeléa
mélanges racémiques. Dans ce cas , la surface du pic
de chaque antipode est identique. Pour des mélangea
enrichis en 17un ou l1”autre des antipodes en revanche,

le rapport des surfaces dea pics devient différent de
1.

La puret& optique ou 1“excés &nantiomérique est
défini comme suit:

%ee =(R-S/R+S).100

ol R et S représentent le nombre de molécules de
chaque &nantiomére.

La mesure de 17excds &nantliomérique de 17acide
aminé pour un complexe <cuilvre-ligand-base de Schiff
donné permet de suivre la racémisation, si 17on part de
17un ou de 17autre des antipodes et la
rétroracémisation, si 1”7on part du mélange racé&mique.



4.2 Résultats.

4.2.1 Salicylaldéhyde-phénylalanine.

4.2.1.a Cinétique de rétroracémisation. -

Tableau 4-1:

Mesure de 1“exc2s &nantiomérique en R-phénylalanine en
fonction du temps pour 1 équivalent de ligand 3 25 OcC.

Systame: cu?t sal SS-BPABP  RS-phe
) 1 1 1 1
2.5.1073y
Conditions: T=25 9C pH=10.2

Na,CO, /NaHCO3 0.1M
H20/MeOH (1:1)

t[h] fee 1n(ee®-cet /e d®)
5.00 6.2 -0.47

13.75 12.4 -1.43

24 .00 14.5 -2.20

37.60 16.3 -

53.00 16.3 -

78.40 15.8 -
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Tableau 4-2:

Mesure de 1”“exc2s énantiomérique en R-phé&nylalanine en
fonction du temps pour 6 &quivalents de ligand 3 25 oc.

Systime: Cu2t sal SS~BPABP RS-phe
1 1 6 1
2.5.1073 M
Conditions: T=25° pH=10.20
NapCOy /NaHCO3 0.1M
Hp,0/MeOH (1:1)
t[h] Yee 1n(eeP~eet /e&)
1 4.2 5.7 -0.21 -0.30
2 7.0 -0.38
3 9.3 9.0 -0.55 -0.53
4 9.3 -0.55
5 10.4 10.4 -0.64
6 11.5 -0.74
7 12.2 -0.81
8 13.2 ~-0.92
140 22.0 -

Tableau 4-3:

Mesure de 1 7excé@s énantiomérique en R-phé&nylalanine en
fonction du temps pour 6 Equivalents de ligand & 15 °C.

Systdme: Cu2t Sal SS-BPABP
1 1 6
2.5.1073

Conditions: T=15 °C pH=10.18

Na,CO03 /NaHCO;; 0.1M
Ha0/MeOH (1:1)

t[h) dee 1n(ee® ~eet /ee™®)
11.7 6.8 ~0.30

27.3 12.0 -0.62

52.4 18.6 -1.26
122.8 26.0 -
146.5 26.0 -

RS-phe
1
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%ee—(R)

20+

50 100 t/h

fig. 4-3 ; %ee en fonction du temps pour
1 équivalent de ligand 3 25 ©c.

10 20 30 t/h

1 ] i

-1

n (ee;;ee) 4

fig. 4-4 ; 1n(ed®-eet /ee®) en fonction
de temps pour 1 &quivalent de ligand 3 25 ©°C.



%ee —(R)

T T

25 50 t/h

fig. 4-5 ; Z%Zee en fonction du temps pour
6 Equivalents de ligand 3 25 ©C.

10 20 t/h

A 1 >

-1.01

In <ee°°-ee') !
ee®

fig. 4-6 ; ln(ee®-eet /fee®) en fonction
%u temps pour 6 Equivalents de ligand 3 25
C .
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— \; >

100 200 t/h

fig. 4-7 : %Zee en fonction du temps pour
6 équivalents de ligand 3 15 OcC.

25 50 t/h
il 1 o
-1 -
-2 -
I ee™-ge!
n
ee® '
fig. 4-8 : 1n(ee®-cet /ec™®) en fonction

du temps pour 6 &quivalents de ligand i 15
oc.
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4.2.1.b Varifation de la concentration en ligand. -

Tableau 4—4:

Mesure de 17excé&s €nantiomérique en R-ph&nylalanine en
fonction de la concentration du ligand.
Systdme: Cu2t sal SS-BPABP RS-phe
1 1 X 1
2.5.107% M
Conditions: T=amb
- NayC0, /NaHCO3 O.1M t=123
H,0/MeOH (l:1)
€q. ligand iee pH
0.4 5.5 10.15
0.8 10.3 10.20
1.0 15.0 10.20
1.2 16.4 10.10
1.6 18.3 10.20
2.0 19.4 10.20
4.0 22.4 10.25
6.0 24.5 10.20
!
xee—(R)
[s]
204
10
T L} st
40 80 équiv. L
fig. 4-9 : Zee en fouction de la
concentration en ligand a température

ambiante.
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4.2.1.c Varistion de la température. -

Tableau 4-5:

Mesure de 1”exc2s &nantiomérique en R-phénylalanine en
fonction de la température.

Systéme: Cu2* sal SS—-BPABP RS-phe
1 1 6 1
2.5.1073y

Conditions: Nap,C03 /NaHCO3 O.1M
H,0/MeOH (1:1)

T 9 1/T K Zee pH

15 0.00347 26 10.18

25 0.00336 22 10.20

35 0.00324 17 10.25

1) Valeurs obtenues 3 partir des mesures indiquées sous
4.2,1 a, tableaux 4-2 et 4-3.

wee—(R)

25

20 1

15

A\

L
-

7

1 T T

32 34 35 36 @/7)-10°

fig. 4-10 : %ee en fonction de 1/T pour
6 équivalents de ligand.



4.2.1.d Variation de la concentration totale Co. —~

Tableau 4-6:

Mesure

de 17 excds énanti

omérique en

R-phénylalanine en fonction de la concentration totale.

Syatéme:

Conditions:

2+

Cu sal SS-BPABP
1 1 1.0
1 1 1.3
1 1 6.0

At Co=1.25.10"%M 2.5.10

B C0=2.5.102M 5.0.10

C: Co0=5.0.10"%M 1.25.1
T=amb.

Na, CO, /NaHCO, 0.1M

MeOH/H,0 (1:1)

RS-phe
1 A
1 B
1 ¢C

3 M T=250
3 M T=amb.
0¥ 2.5.10%M

Co pH Zee
A 1.25.107%M 10.2 9.3
2.5.107%M  10.2 13.7
B 2.5.103M 10.1 18.0
5.0.103 M 10.2 23.0
C 5.0.1074%M 10.25 24.5 22.0
1.25.107%M 10.2 22.0
2.5.107% 10.2 24.0
4
%ee

201 /
10 —

7 T T
1.0 50

fig. 4-11 : Zee en fon

(Ctor)-103

ction de la

concentration totale du syat2me.
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4.2.1.e Variation du rapport des solvants. -

Tableau 4-7:

Mesure de 1”"exc@s énantiomérique en R-ph&nylalanine en
fonction du rapport MeOH/H,0.

Systame: Cu?* sal SS-BPABP  RS-phe
1 1 6 1
2.5.107%H

Conditions: Na, CO; /NaHCO; 0.1M
t=6j (1:1) t=183 (1.5:1)

T % pH Tee MeOH/H,0

28 10.20 19.4 1.5/1

25 10.20 22.0 1/1

4.2.1.f Mesures 3 basse température. -~

Tableau 4-8:

Mesure de 17exc@&s &nantiomérique en R-phé&nylalanine
dans le méthanol 3 basse température.

Syst2me: Ccu?t sal SS—-BPABP S-phe
1 1 2 1
2.0.1072 M
Conditions: T=0 O pH=13
T=-25 O pH=13
T=-50 ©O¢ pH=12.4
%ee tfh]
T=0 O 23.9 48.00
T=-25 & 41.0 16.25
40.3 65.25
45.2 160.10
45.2 255.80
T=~50 OC 43.9 312.00
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4.,2.1.g Variation dn ligand. -

Tableau 4-9:

Mesure de 17exc@s Enantiowérique en R-phénylalanine en
préaence de S-PiPEA.

Syatdme: cu?t sal S~P1PEA RS-phe
1 1 b 1
2.5.1073m

Conditions: T=28 O
pH=10.25 x=1
pH=10.25 x=6

Na,CO; /NaHCO3 0.IM
MeOH/H,0 (1:1)

%Zee en R-phe éq. L* t[[]j]
0.9 1 10
9.4 6 10

4.2.2 Pyridoxal-acide aminé.

De grandes précautions ont dd &tre prises pour la
réalisation de <ce travail, afin d”éviter la présence
d“oxygéne dans le milieu réactionnel. En effet, comme
cela a @&té expos@& au chapitre 3, 17acide aminé se
décompose rapidement en céto~acide et ammoniaque, dans
un milieu oxydant.



4.2.2.a Phénylalanine-BPABP. -

Tableau 4-10:

Racémisation et rétroracémisation de la phénylalanine.

Systéme: Ccu2* PL RR-BPABP R,$,RS-phe

- 1 1 6 1
2.5.107% M

Conditions: T=25 O¢ atmosphére de Ny

pH=10.2 (S-phe)
pH=10.2 (R-phe)
pH=10.2 (RS-phe)
NayCOz /NaHCO; 0.1M
MeOH/H,0 (1:1)

S-phe t(h] R-phe  t[h] RS-phe  t[h]
Zee %ee ) Zee
50.18 0.38 45.3R 0.25 0.2R 0.33
36.7S 0.55 30.2R 0.50 1.0R 0.47
25.58 1.00 - - 0.0 0.75
19.88 2.00 13.2R 2.00 0.7s 0.97
17.28 4.10 11.1R 4,00 3.08 3.00
14.08 6.00 7.0R 5.87 1.08 5.00
10.18 9.45 3.7R 9.33 4.28 7.00
13.48 12.40 4.18 12.30 12.18 23.27
8.78 22.10 5.78 22.00 10.18 30.57
11.78 30.30 9.78 30.10 11.98 47.27
9.88 45.00 8.48 45,00 - -




4,2.2.b Valine-BPABP. -

Tableau 4-11:

Racémisation et rétroracémisation de la valine.

Systdme: Ccu?2*t PL RR-BPABP R,S,RS~val
1 1 6 1
2.5.1073M

Conditions: T=25 % atmosphére de Ny
pH=10.21 (RS-val)
pH=10.22 (S=val)
pH=10.20 (R=-val)

Na,CO3 /NaHCO3 0.1M
MeOH/H,0 (1l:1)

S-val t{h] R-val t[h] RS-val t[h]
Zee Lee Zee
90.8S 4.0 80.6R 4.0 1.38 4.0
80.08 11.0 72.2R 11.0 1.28 11.0
66.289 24.0 56 .8R 24.0 1.08 24.0
58.38 36.6 50.4R 36.2 1.38 36.5
50.58 53.0 44 .8R 53.2 8.0S 53.2
39.28 75.0 - - 14.78 75.3
- - 23.6R 166.0 -~ -
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100
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fig. 4-12 : Racémisation et rétroracémi-
sation de la phé&nylalanine.
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fig. 4-13 : Racémisation et rétroracémi-
"sation de la valine.
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Remargues.

Malgré les précautions prises pour protéger le
mélange réactionnel de 17oxygéne, 1la réaction de 1la
valine n“a pas pu &tre sulvie jusqu“3d 17&quilibre, vu
la décomposition de la solution.

La complexité du syst2me emp@che une étude
cinétique détaillée dans le cadre de ce travail.

Cependant, une appréciation quallitative de Ila
situation peut tout de m&€me 8tre donnée.

La lecture des courbes obtenues montre qu”il n”y a
aucune rétroracémisation du RS—aclde aminé en début de
réactlon, alora que la racémisatlon soit du S soit du
R-acide aminé est rapide. Au moment od 1la
rétroracémisation du RS-acide aminé commence, la
racémlisation des antipodes S et R devient plua lente.

A 17&quilibre, les trols courbes tendent vers une
valeur différente de zéro (solt environ 27%ee pour la
valine (valeur obtenue par extrapolation) et 10%Zee pour
la phénylalanine).

Une représentation graphique de 1n{(ee®-eet) en
fonction de t pour lIa S et la R-phénylalanine (figure
4-14) 1l1lustre tres blen ce phénom@ne.

o Période A: racémisation de 17acide aminé& sur
le complexe de base de Schiff sans ligand.
Hypothdse confirmée par la détermination
indépeudante de la conatante de vitesse de
racémisation du complexe sans 1lIlgand soit
[CuPL-S-phe](tableau 4-14).

o Période B: racémisation de 17acide amin& sur
le complexe mixte [CuL*PL-S ou R-phe].

I1 semble donc que la réaction de racémisation sur
le complexe ([Cual*] est beaucoup plus rapide que 1la
formation du complexe [CuL*al*]. et que la réaction de
racémisation est plus lente aur 1le complexe mixte
[CuL*al*) que sur la complexe [Cual*].



t/h

o
3

fig. 4-14 : Représentation graphique .de
ln(eeé®-eet') en fonction du temps pour les
complexes [CuL*PL-R-phe] et [CuL*PL-S-phe].
a) Cinétique de racémisation des =aolutions
contenant [CuL*PL-R-phe] et ([CulL*PL~S-phe]
" dans la premi&re heure de ré&action.
b) Cinétique de racémisation de 1la solution
contenaut le complexe [CuL*PL-R~phe] aprés
environ une heure de ré&action.
c¢) Cinétique de racémisation de 1la solution
contenant le comlexe [CuL*PL-S-phe] apraés
environ uue heure de r&action.



4.2.2.c Phénylalanine-BABP. -

Tablean 4-12:

Racémisation et rétroracémisation de 1la phénylalanine
en présence de BABP.

Systime: Cu2t PL BABP* R,S,RS,-phe
1 1 2 1
2.5.1073 M

Conditions: T=amb.

Na, CO3 /NaHCO3 0.1M

Solvant: H,0 pH=10.2 S-phe
pH=10.2 RS-phe
pH=10.3 R-phe

Solvant: H,0/MeOH (70/30) pH=8.1 R-phe
pH=8.1 RS-phe

%ee en R-phe solvant
S-phe ©6.97 H,0
CuPL(+)BABP RS-phe 6.75 H,0
R-phe 15.70 Hy0
CuPL(+)BABP RS-phe 12.4 H,0/MeOH
R-phe 10.8 H,0/MeOH
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4.3 Discuaaion dea résultats.

I1 eat intéresssnt 1fci de Trésumer en quelques
lignes lea conclusions tirées par Holm, au sujet de son
travail sur la cinétique de racémisation des <complexes
de base de Schiff <65>. Ces renseignementsa seront
d“une grande utilité pour 17interprétation des
résultats de ce chapitre.

o Holm classe les complexes &tudi&a selon leurs
vitesses de racémisation; 1 ordre enm est le
suivant: [Cu(4-NOzsal-L-val)] > [Cu(3,2-hpy-
-L-vsl)] > [Cu(pyr-L-val)] >> [Cu(sal-L-val)]

o Le terme le plus remarquable de cette s&aérie
est la vitesse de racémisation trés lente
(environ dix fois plus que 1les autres) du
complexe comprenant le salicylaldehyde.

o Comme pour ce dernier complexe, la
stabilisation par résonnance de
l1"intermédiaire anionique (1=—2) (figure
4-15) est relativement faible (et ceci & cause
du manque de groupements attrscteurs, en ortho
ou en para de 1la fonction azométine). La
formation de 17intermédiaire anionique
requiert une grande &nergie d“sctivation, d” ol
une basse vitesse de réaction.

\ OH,

)

fig. 4-15 : Stabilisation psr résounnance
de l1"intermédiaire snionique du complexe
[Cusl] dans le cas du pyridoxal.

L”&tude cinétique de la résction de
rétroracémisation montre que celle-ct est de
paeudo-premier ordre. Ls constante de vitesse

kre(obs.) est calcul&e psr régression linéaire. Le
facteur de corrélation ( >99%) eat bon &tsnt donné Ile
grand nombre de manipulations nécessaires pour



1"obtention d“un des points de 1la courbe. Les
constsntea de vitesse obtenues sont réunies dans le
tableau 4-13.

Tableau 4-13:

Constantes de vitesse de racémisation et de
rétroracémisation obtenues 3 partir des mesures de
chromatographie en phase gazeuse.

Complexe T ©¢ k(obs.) min™!
Cusal-S-phe') 25 5.11.1073
CuBPABP*sal-RS—-phe

1 8q. L* 25 1.51.107°

6 &8q. L* 25 1.48.1073

6 &8q. L* 15 0.39.1073
CuPL-$-phe’) 25 3.05.1072
CuBPABP*PL-phe?) A 8

R-phe 25 3.12.107%2 1.2.1073

S-phe 25 3.12.107%  4.33.1073

l)Mesures chiroptiques
2)Détermination graphique de k 3 partir du diagramme de
la figure 4-14.

Au psaragraphe 4.2.1.a, i1 semble que le ligand ait
peu d“influence aur la vitesse de racémisation du

complexe de base de Schiff comprenant le
salicylaldéhyde. Cette hypothdae est d7ailleurs
confirmée par la valeur de krac. obtenue pour le

complexe de base de Schiff sans ligand ([Cussl-S-phel)
(tableau 4-13). En revanche, sux paragraphes 4.2.2.a
et 4.2.2.b, les expériences menées avec le pyridoxal
montrent un net ralentissement de la vitease de
racémisation du complexe .de base de Schiff, en préaence
du ligand. La valeur moyenne obtenue pour le complexe
mixte avec le ligand est d”environ 3.0.107% min-?,
tandis que <celle du <complexe gans 1ligand est de
3.05.1072 min~1 (cf. tableau 4-13).

Ce ralentissement de la réaction de racémisstion
du complexe mixte [CuL*PLAA] peut résulter d“une moins
bonne stabilisation par résonnance du carbanion
intermédiaire , d“ol une augmentation de l”&nergie
d“activation.



I1 est en effet posaible que la préaence du ligand
impoae 8u cycle portant 1la fonction azom&thine une
structure non-planaire, qui défavorise 1a résonnance
avec le pyridoxal.

Cet effet eat moina marqué avec le salicylaldéhyde
puisque, de toute manidre, le carbanion intermé&diaire
eat peu stabilia& par le cycle aromatique de
1“aldéhyde.

L abasisaement de 1la température entraine une
diminution de 1“&nergie moyenne des particulea, qui se

traduit par une vitesae de réaction plus lente
(§4.2.1.¢c).

Au paragraphe 4.2.1.b, on constate que
1°sugmentstion de la concentration en ligand
s“accompagne d une &lévation de 1la setéroadlectivité
jusqu”a une valeur limite (6 &q. - de 1ligand),
correspondant & la quantité maximun de complexe
[CuL*al] qui peut @tre formée dana 1lea conditions
expérimentales standard choisiea ici.

L abaisaement de ila température (paragraphe
4.2.1.¢c) a pour cona&quence une augmentatiou de 1 excas
énantiomérique (17% 1loraque T=359C; 26% loraque
T=15%C). Cette variatiou peut a“expliquer par aun
sccroissement de KGRES ,suite 3 la diminution de 1la
température (AG=-RT1lukK).

Il n“a pas &té poasible d"abaisser la tempé&rature
en dessous de 15 OC dans les couditious expérimeuntales
standard choisies (solvaut, tampon), sana qu”il
apparaisae un précipité dans la solution.

L augmentation de la concentration totale entraine
également une augmentation de 1I“excds &nantiomérique,
psr 17accroissemeunt de 1a concentration de [CuL*al].
Grdce & ces mesurea, une estimation de ia quantité de
complexe mixte ([CuL*al]) présente dans la solution est
possible. Lea valeurs obtenues figurent dans 1le
tableau 4-14.



Tableau 4-14:

Z de complexe mixte {CuL*al] formé dans le wélange
réactionnel

Zcomplexe
1.3 éq. L* T=amb. 60t s
1.0 éq. L* T=25 ©OC 452 8

Le principe de la méthode repose sor le fait qu unm
changement de 1la conceantration influence davantage la
teneur du complexe mixte [ML*al) gme celle des espéces
non-mixtes [ML*)] et [Mal].

Dans la réaction (4-1), 1la varfation relative de
la teneur du complexe wmixte [ML*al] ean foanction de la
concentration totale, par rapport 3 celle des esgpdces
non-mixtes, est elle-mé@me une fonctfiom de la stabilité
relative du complexe mixte.

(4-1) Cu?* + Cul*al == CulL* + Coal

En admettant que le rendement optiqne est
directement proportionnel E la comcentratfon de
fCulL*al}], la variatiomn de 17excds énantiomériqne en
fonction de la concentration totazle du systéme devrait
permettre une estimation de la concentration relative
du complexe mixte.<64> <47>

A partir des mesuree obtemues pour Zee en fonctioam
de la concentration totale dn syst@me (figure 4-11), f1
a €té poseible de calculer le ponrcentage approximatif
moyen de complexe mixte se tronvant dans Ia solmtion
d“gnalyse (tableau 4-1I4).

Il en réaulte 1la possibfilité de calculer 1la
eélectivité réelle du systdme &étudi&, sofit: 34% ee
pour 1.3 &€q. de ligand 3 tempérartnre ambiante et 262%
ee pour 1.0 &q. de ligamd 3 25 ©C.

En ce qul concerne 1la mnodification du rapport
H,0/MeOH (paragraphe 4.2.1.e), i1 s avdre que la marge
de travaill est tréds petite. L addition d7en 1léger
exc@a d7eau entrailne 1la précipitation du complexe,
tandis quune addition trop importante de méthanal
provoque le précipitation du tampom carbonate.
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Dans le domaine &tudié, la variation du rapport
MeOH/H,0 n“influence pas beaucoup la sé&lectivité.

Le choix du méthanol, comme solvant de la ré&action
de racémisation, permet d“abaisser 1la température
jusqu*ad =50 OC sans qu”il y ait apparition d un
précipité. I1 en résulte une grande augmentation de
17exc@s énantiomérique, qui est due aux facteurs
suivants:

o Augmentation de Kfssrisss comme conséquence de
1“abaissement de la température.

o Augmentation de la concentration totale du
complexe mixte [CulL*al], due 3 une meilleure
formation de la base de Schiff dans un milieu
non-aqueux.

Cu2t + gal + aa == Cual + H,0

Le 1ligand bidenté S~-PiPEA a une sélectivité

relativement faible. N“&tant pas caractérisé& par une
symétrie Cy, 11 peut en effet se fixer au complexe de
base de Schiff de pluaieurs manidres, d“od une

diminution de la sélectivité.

Le 1ligand (+)-BABP présente une sélectivité
comparable a celle obtenue avec BPABP.
Malheureusement, le dédoublement de ce 1ligand s”avére
trds laborieux, et la quantité de ligand optiquement
actif optenue eat treda petite. Il en résulte peu de
possibilités de mesures.

En concluaion:

o Le choix d”un ligand 3 symétrie C, favorise
l1“obtention d“une bonne g&électivité.

o L7addition du ligand au complexe de baase de
Schiff déatabiliae le carbanion intermédiaire
de la réaction de racémisation, par
déformation du cycle comprenant la fonction
azométhine.

o L7abaisaement de la temp&rature favorise 1la
aélectivité du aystd@me par augmeatatioun de
Kissnsss .



L7accroiasement de la concentrstion totale du
syst@me conduit 3 une meilleure sélectivité,
par augmentation de 1la concentration en
complexe mixte [CuL*al¥*].

Les sélectivités obtenues avec les complexes
de base de Schiff contenant le pyridoxal ou le
salicylaldéhyde sont comparables.

Avec le salicylaldéhyde, la vitesse de
racémisation des différents acides aminés
(leucine, alanine et valine) est beaucoup trop
lente pour que cette &tude soit aisément
possible.
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CHAPTER 5

ETUDE DE LA REACYIVITE DU SYSTEME CUIVRE(II)/LI-
GAKD/ALDPEHYDE SALICYLIQUE/ACIDE AMINE PAR MESURE DU
DICEROISME CIRCULAIRE:FORMATION DES COMPLEXES MIXTES DE
BASE DE SCHIFF, RACENMISATION.

5.1 1Istroduction

Dans sea travanx anr la transamination
stéréosélective entre un céto acide et le pyridoxaalae,
Deschenasx <47> 2a montré qu“il @&tait possible de
déterniner le rapport &nantiomérique du produit psr la
sesure de 1 intensité de la baonde CD, 1lors de 1z
formation ds conplexe Cu -aldinine, aux eunviroms de
390 un.

En effet, Deschemaux a montré qu 3 un pH de 4.0 3
5.5, 1 apparition de cette bande et son intenaité
n“Etaient pas influemncées par la pr&sence d un 1ligand
optiquenment actif. Ainsi, le rapport Enantiomérique
obtenn correspnndait, aux linites d“erreur prds, 2
celui obtens 1l1lors de I7analyse par chromatographie en
phase gazeuse.

Conme cette méthede est beanconp plus rapide et
beaucoup plns simple qne 1 analyse par chromatographie
en phase gazeuse, elle permet d obtenir un nombre de
résultats plas @é&levé. I1 @&tait donc 1intéressant
d“examiner si cette méthode pouvait &galemeot &tre
utilisfe ponr seivre la réaction de rétroracémisation.

Conme Deschemaux 17a momtré, 1 apparition de 1la
bande CP aux environs de 390 um est due 3 1la
perturbation dissymétrique de 1a transition
r—nx* crée par la présence d"nn carbone asymétrique
en position @ de 1la domble 1liafson C=N. Cette
transition est &galement responsable de 1la bande
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d”absorption dans la méme région.

Dans un complexe nixte optiquement actif
comprenaat ia glyciae conme acide amin&, cette
transition » —e »+ devrait donc &tre optiquement

inactive, 3 coadition qu”il n”y ait pas d"iateractions
aon—-liantes dissym@triques eatre les 1ligands imposaat
un effet vicinal conformationnel 3 cette dernidre.
L abseace de tels effets canformationnels coastitue
donc une coadition d"application directe d“une mesure
du dichrolsme circulaire 3 la détermination du rapport
énaatiomérique d“ua acide aminé aon-racémique, dsuns un
complexe mixte de base de Schiff.

Les mesures présentées dans ce chapitre se
limitent aux compoa@s formés de 1"aldéhyde salicylique
(composé carbonylé de la base de Schiff) et des acides
aminés glycine, valine et phénylalaninme.

C by D~
\Cu/o '\fﬁ ™)
/ VRN

AUNHR)

Me
R =—CH{
= \M.

XxXIn XXID —CH,—Ph
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Le composé trident& (S,S)-BPABP et 1le composé

bidenté& (S)-PiPEA (voir page 18) ont &té utilisés comme
ligands.

5.2 Le systame

Cuivre(ll)/ligand/salicylaldéhyde/-
glycine.

Au cours de la complexe
Cu2+—salicylidéne-glycine, lorsque la solution
réactionnelle contient un ligand optiquement actif, on
observe en mé@me temps que la variation du spectre UV
l”apparition d“une bande CD. Le maximum de cette bande

se situe pratiquement & la m@me longueur d"onde que
celuil du spectre UV du complexe de la

formation du

base de Schiff
(fig 5-1).
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fig.5—1 (b)

) fig 5-1 : Spectres UV (s8) et CD (b) de
Cu(sal-gly).L

L= (S,S)~BPABP (1) et (S)-PiPEA (2)
CCu?*=Cgal=CL=2.5.103; Cgly7.5.1073

pH=9.7

Lorsque 1“on compare la vitesse d“apparition du
signal CD avec la varfiation du spectre UV, on constate
que les deux variations relatives se déroulent 3 1la
méme vitesse. En outre, elles ne dépendent que peu de
la nature du ligand (figure 5-2).
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fig 5-2 : Vitesse de la variation
relative du spectre CD (A=355nm) (a) et du
spectre uv (A=390nm) (b). Conditions
réactionnelles comme indiquées dans la figure
5-1.

0—0—0 :BPABP; tPiPEA

81 1°on reporte 1 intensité du signal CD en
fonction de la concentration du ligand, on constate que
cette intensité tend vers wune valeur limite (figure
5-3). Selon 1la constante de formation du complexe
mixte, calculée sur 1a base de ces mesures (cf.
chapitre 2, page 33), le taux de complexe mixte est de
72% pour la vsleur limite, aux conditions choisiea.
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0.7 1

fig 5~3 : Variation de 1”intensité CD
(2=355nm) ;CCu2*+ =Csal=2.5.10"3;
Cgly=7.5.10"3 ;L=(S,S)-BPABP;t=25% MeOH/H,0
(l:1);pH=10.5 (tampon HCO; /CO042™ ).

Si 1“on admet que 1le signal CD est di 23 la
présence de la double liaison dans le complexe mixte
Cu2* ~aldimine-ligand, ce dernier se formant lentement
(cf. schéma réactionnel décrit dans 1la thdse de
Deschenaux <47>), une activité optique peut apparaitre
dans le chromophore C=N, de par la présence d”un effet
vicinal d8@ 3 un centre asymétrique proche ou en raison
d” une conformation privilégiée du cycle de chélation
dans laquelle se trouve le chromophore (Hawkins, p.176
<71>).



rapide rapide

cu2t + 1 -— CuL + gly =Z=—2 Culgly
+
sal
rapide)/' 11 lent
CulLBS BS
schéma

Etant donné que dans la base de Schiff formée par
le salicylaldéhyde et la glycine, il n”"y a aucun centre
asymétrique et que le chromophore en question peut &tre
considéré comme 1isol&é des autres centres chiraux du
complexe mixte 1), 17activité optique observée de 1la
transition n—e=* doit donc @&tre attribuée 3 une
conformation chirale du cycle de chélation contenant le
chromophore.

Lorsque l1”°on examine des mod&les moléculaires du
complexe Cuz*—salicylidéne, on constate que la présence
de 1l atome d“oxygéne phénolate provoque wune 1légére
déviation du «cycle ©benzénique par rapport au plan de
coordination. On peut ainsi définir deux conformations
du 1ligand. Si, en regardant 1le complexe dans la
direction de 17axe ©N-Cu (figure 5-4), le cycle

_aromatique doit tourner dans le sens des aiguilles

d“une montre pour se placer dans le plan de
coordination, i1 s”agit de 1”“&nantiomére d : s“il doit
tourner dans le sens inverse, il s"agit de

1“énantiomé&re 2 .

1)L"absence de recouvrement d“orbitales entre les
différents chromophores de complexes mixtes a §&té
révélée dans plusieurs exemples par 17additivité@ des
différentes contributions au dichrolsme <circulaire
(Schipper <72> <73>).



7641 o~

fig 5~-4 : Conformations énantioméres du
complexe Cu2t -salicylid@neglycine.

Ii n“est blen silir pas possibie de conciure 3 17une
ou 1”autre de ces conformations sur la seule base du
signe de la bande CD observé&e, pour un ligand de
configuration absolue donnée.

Une hypothése peut cependant &8tre prcposée lorsque
i“on prend également en considéraction les résultats de
ia rétroracémisation, ainsi que les spectyres CD obtenus
pour les complexes mixtes des bases de Schiff d"acides
aminés optiquement actifs.

Avant de discuter cette hypothése, nous présentons
donc les spectres CD obtenus pour les acides aminés
phényliailanine et valine.

5.3 Les systémes cuivre(II)/iigand/sslicrialdéhv~
de/phénylialanine/.

Lorsque i“on fait réagir un mélange Equimolaire de
Cu?t BPABP, salicylaidéhyde et phéuyialanine, 1le
spectre UV varie d“une mani@re tcout 3 fzit semblable 3
celle observée pour le syst@me analogue comprenant la
glycine (figure 5-5).
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fig 5-5a) : Variation du spectre uv
d”une solution CCu=Csal=CBPABP=Cphe=2.,5.10"3,
MeOH/H,0(1:1); pH=10.2

fig 5-5b) : Variation relative de
1“absorption UV ( 2=370nm). Conditions comme
indiquées sous fig. 5-5a).

La mesure de la méme réaction par 1le  dichrofsme
circulaire donne cependant un résultat surprenant. La
figure 5-6a) montre la variation de 1”intensité CD a
A=375nm (longueur d“onde 2 1laquelle se trouve le
maximum de la bande CD) pour les deux antipodes de 1a
phénylalanine, ainsi que pour le mélange racémique en
founction du temps. La figure 5-6b) montre les spectres
CD correspondants, enregistrés au momeut ol l7intensité
atteint son maximum.

t/min
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fig 5-6a) : Varistion de 1”"intensité CD
en fonction du temps (A=375nm)CCu=Csal=-
CBPABP=Cphe=2.5.10"3, pH=102 , t=250¢

fig 5-6b) : Spectres ch du mélange
réactionnel d“inteusité& maximale. Couditious
comme indiquées sous fig 5-6a).

On observe d“abord une augmeuntatioun de 1“intensité
CDh. La vitesse de cette &volution correspond 3 celle
de la varistion du spectre UV et peut donc @&tre
attribuée ad la formatioun de la base de Schiff. Aprés
avoir passé& un maximum, I17intensité CD diminue pour
atteindre wune valeur finale commune aux diffé&rentes
réactions, qu”il s“agisse initialement de 17acide amiuné
de coufiguration 'S ou R, ou encore du mélaunge
racémique. Cette valeur finale est A€z =+0.0120.005
pour le ligand de configuration (S,S). Sur la base des
mesures d analyse faites par GC et présentées au
chapitre 4, nous savous que ce mé&lange &quilibré (dans
les conditiouns indiquées ci~dessus) contient uu excés
énantiomérique de 16.3% en phénylalanine de
configuration (R) et que le taux de formatiou du
complexe mixte est de S50%5%.



Il est intéressant de constater que la réaction
avec le mélange racémique conduit &galement & un signal
CD d intensité@ supérieure a celle du mélange
d“&quilibre et donne une valeur maximale de

Aggy =-0.61.

Sur la base de la deuxidme partie de la variation
de 17intensité& CD au cours du temps (diminution; cf
fig 5-6a), on peut calculer la constante de
(rétro-)racémisation de 17acide amlné. La figure 5-7
montre la détermination graphique de cette constante

réactionnelle: une valeur de 7.3.10% min~' est
obtenue pour 17acide aminé de configuration (R) et une
valeur de 8.0.1074 min-1 pour le composé de

configuration (S), valeurs que 1°on peut considérer
comme ldentiques dans les limites d”erreur.

100 200 300 400 500 min
1 ]

a-o,, -
-02 +

-03 o KR=7.3-104 min~!

Kg® 801074 mirT

lnA%—A%
Ag— Aty

fig 5-7 : Détermination graphique de 1a

constante de racémigation. Conditions
réactionnelles comme indiquées dans la figure
5-6a).

I1 n“est donc pas possible d“obtenir pour 1ls
phénylalanine 1les 1intensités CD du complexe mixte, 3
l1“aide des résultats présentésci-dessus, pour les trois
raisons suivantes: 1la formation incompléte du complexe
mixte, la différence de stabilité du complexe mixte par
rapport aux (R) et (S) amino-acides et, finalement, 1la
réaction de racémisation.



L”influence de la racémisation peut cependant &tre
calculée, en 1la considé&rant comme partlie d“un systéme
de deux ré&actlons consé&cutives de premier ordre:

Ky

K
A —_— B o TN c

(B) max =[a](k2/kl)exp(k2/kl)/1~k2/kl

En utllisant une valeur moyenne de 7.6.107% min—?
pour k2 et de 9.4.1073min-t (obtenue d partir de 1la
vitesse initiale) pour kl, on peut calculer, pour le
rapport [B] max/ [A une valeur de 0.8. C7est & dire
qu”au moment od 1 "intensité& du signal CD atteint son
maximum, le taux de racémisation est de 20%.

Le tableau 5.1 donne 1“&volution du signal CD en
fonction du temps pour les complexes de (R), (S) et
(RS)-phénylalanine ainsi que les -valeurs calculé&es pour
une réaction sans racémisation (trac.=0).

Tableau 5-1: Intensité CD (A=375) en fonction du
temps:
CCu:Csal:Cphe:CSS~-BPABP=1:1:1:1=2,5.1073
MeOH/H,0=(1:1); t=259%; pH=102 1=0.lcm

t R~phe S-phe RS-phe
(min) mo A€ 0 Ac m® Ae
20 +8.2 +0.99 -9.0 -1.09 -1.3 -0.16
30 +11.2 +1.36 -13.7 -1.67 -1.8 ~-0.22
40 +14.4 +1.75 -17.1 =-2.07 -2.3 -0.28
50 +16.2 +1.96 -20.1 ~-2,44 -2.8 -0.34
60 +18.2 +2.21 -23.2 =-2.82 -3.2 -0.39
100 +23.8 +2.88 -31.1 =3.78 =4.2 ~0.51
150 +28.0 +3.39 ~-36.9 -4.47 -~4.8 -0.58
200 +30.0 +3.64 -40.1 <-4.85 -4.9 -0.59
250 +31.0 +3.76 -41.8 -5.06 -4.9 -0.60
300 +31.2 +3.78 -42.5 =~5.10 =5.0 -0.61
400 +30.8 +3.73 -42.1 -5.05 -4.8 -0.59
450 +30.6 +3.71 =40.5 =4.91 -~4.7 -0.57
500 +30.0 +3.64 =-39.3 -4.76 =-4.6 -0.56
550 +29.0 +3.52 -38.0 -4.60 =~4.5 -0.55
600 - +28.4 +3.44 -36.3 -4.39 -4.3 -0.52
650 +27.4 +3.32 ~-35.1 -4.25 =4.1 ~-0.49
700 +26.8 +3.25 -33.5 -4.06 -3.9 -0.47
800 +25.2 +3.05 -31.0 -3.76 - -
900 +23.2 +2.81 - - - -
1000 +21.6 +2.62 - - - -
oo +1.5 +0.18 +0.8 +0.1 +0.05 +0.06
trac. +4.73 -6.38 -0.76
(calculé)
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Comme mentionné précédemment, le mélange
réactionnel contient, 4 17équilibre et dans des
conditions indiquées, un excds Enantiomérique de 16.3%
en (R)-phénylalanine provenant de 1la réaction de
racémigation. Cet exc@s énantiomérique résulte d7une
différence de stabilité des deux complexes mnixtes
diastéréoméres

[Cu((5,8)-L)((R)-phesal)] > [Cu((5,S8)-L)((S)-phesal)]

Cette différence de stabilité doit également se
manifester dans la formation des complexes mixtes avant
la réaction d”“interconversion (R)-acide aminé

= (S)-acide aminé&. Nous pouvons ainsi distinguer
deux cas:

o répartition d"équilibre des acides aminés (R)
et (Ss) d“un mélange racémique sans
interconversion des deux antipodes,

o répartition d“&équilibre des acides aminés (R)
et (S) avec possibilité d”"interconversion des
deux antipodes (ré&tro-racémisation).

La mesure de 1“exc&s énantiomérique obtenu par
rétroracémisation devrait ainsi permettre de calculer
la stabilité relative des deux complexes mixtes.

Le calcul d“un aystdme fortement simplifié nous
permet d“illustrer ce principe:



Abréviations: M= [Cu(S,S)-BPARP]

R= salicylid@ne (R)phénylalanine
S= salicylid@ne (S)phénylalanine

Equilibre sans réaction d”interconversion:

CR = CS§
Kr
[R] — [MR] kR=[MR]/[M].[R]
[M] +
Ks
[8] - [MS] kS=[MS)/[M].[S]
Bilans du systéme:
CM= [M] + [MR] + [MS]
CR= [R] + [MR])
CS= [S8] + [MS]
%
60—
56
40
30
m_—
10
logKr
fig 5-8 : Répartition d”un ligand

racémique en fonction de la stabilité des
complexes mixtes:KR/KS=2; CM=CR/2=CS$/2=1072
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La répartition des espl2cea représentées a la
figure 5-9 pour un caas théorique srbitraire, montre que -
la s&lectivité se manifeate surtout dans le complexe
loraque la formation de ce dernier est peu importante
et dsna le ligand libre 1lorsque 1la concentration du
complexe & approche de sa valeur limite. En effet,
pour une councentrstion faible en complexe, 1le rapport
MR/MS est d“environ 2 et le rspport S/R d”environ 1.
Ces rapporta sont inversés au moment ol la
concentrstion du complexe atteint ss vsleur limite.

b) Equilibre svec la possibilité d7interconversion
(rétro-racémisation).

CR # Cs
Kr
[R] —= [MR] KR=[MR]/[M].[R]
(] + ki
Ks
[s) === [M5] KS=[MS]/[M]).[S]

ki=[MR]/[MS]=KR/KS

Bilans du systime:

CM= [M] + [MR] + [MS]
CRS= (R] + [S] + [MR] + [MS] et[R}=[s] .

Ls figure 5-9 montre Egalement un exemple
théorique arbitraire, utilissnt les m&mes donnfes que
celles du cas représenté 3 la figure 5~9. On remarque
ici que 1la sElectivité& ne peut s exprimer que par le
rapport des deux complexes mixtes. I1 &”"en auit
qu’elle augmente dans le syst2me avec l°gugmentstion de
la atsbilit& des complexea et atteint wune vsleur
maximale lorsque la concentrstion des complexes atteint
la valeur limite.
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fig 5-9 : Répartition de rétroracémisa-
tion en fonction de la stabilité@ des
complexes mixtes. CM=CR+CS/2=10 , KR/KS=2

Bien que les constantes d7&quilibre du systime
réel (cf. sché&ma) ne soient connues que d”"une manilre
approximative, 1la variation du taux de
retroracémisation en fonction de la concentration du
ligand (fig. 5-10), ainsi que 1le fait que le taux
limite de formation du complexe mixte soit d“environ
72% (voir page .34) permettent d”estimer la valeur de la
constaunte d"interconversion Ki qui, dans les couditions
d“8quilibre de rétroracémisation, correspond au rapport
des deux complexes mixtes diasté&réom@res. En admettant
un exc@s énantiomérique limite de 25% (pour les
conditions réactionnelles données), la valeur de Ki est
égale 2:

(CuL(R-BS)] Co/2(i+%ee/72)

Ki= =2.08

[CuL(S~-BS)] Co/2(l-%ee/72)



Avec cette valeur, il devient maintenant possible
de calculer les constantes apparentes des autres
€quilibres de formation de complexes selon le schéma
réactionnel suivant:

KMLR
R-BS + R-BS == ML(R-BS)
KMBS KML
M(R,S-BS) =— M+ L= M Itk 1
S-BS + $-BS == ML(S-BS)
KMLS

Sch&ma réactionnel utilisant des constantes apparentes.

Les constantes KML, KMBS, KMLR et KMLS ont @&té
choisies de manidre A reproduire 1le mieux possible
toutes les valeurs expérimentales représentées dans 1la
figure 5-9. La répartition des différentes espéces
avant et aprés la mise en équilibre de
rétroracémisation 1indiquée dans le tableau 5-2 est
obtenue 3 17aide de ces valeurs.

Xod
o
20
8
10 4
1 2z 3 4 5 6 7 e
fig 5-10 : Variation de l1excés
énantiomérique en fonction de la

concentration du ligand.
oo valeurs mesurées
— valeurs calculées



Tableau 5-2: Répartition des espdces avant et aprés
rétroracémisation
CCu:Csal:Cphe:CL=(1l:1:1:1).Co; Co0=2.5.10"3
pH=10.2; t=259; CHZO0H:H,0=1:1
KML=8.5.10%; KMBS=3.7.10° ; KMLS=2.7.103; Ki=2.08;
KMLR=5.62.10%
ML] (MBS] [ML(R-BS) ]| [ML(S-BS)]
(R) (s)
Sans rétroracémisation |4.95-04 | 4.44-04 5.89-04 | 5.,93-04 | 3.78-04
(R,S) -phe
A l'équilibre de rétro- | 4.91-04 1.02-03 6.67-04 | 3.21-04
racémisation
Avec les antipodes séparés sans rétroracdémisation
R-phe 4.46-04 | 9.32-04 - 1.12-03 -
S-phe 5.47-04 - 1.14-03 - 8.1-04
Sur la base de ces résultats, 11 devient possible

de calculer les spectres individuels de chacune des

espéces, 3 partir des spectres du mélange

mesuré. En

admettant que le complexe ML n”a pas d”activité CD

significative dans le domaine UV compris entre
450nm et en utilisant la valeur de
non-mixte |[CuBS] (obtenu 3 17aide
représentées dans la figure 5-11), on peut poser:

Co Aty rALps [CuBS] + A€, us [CuL(BS)] +AE,,

Co-AEobs - AECuBS - [CuBS]

A€cyLBs =
[CuL(BS)]

300 et
A€ du complexe

des mesures

[CuLl]




Les valeurs ainsi obtenues sont représentées dans
le tableau 5-3 et les spectres correspondants dsns la
figure 5-12.

D]
-15 1 1 !
-A€ 489 588 688 nm
fig 5-11 : Spectres CD de

Cu(sal-S-phe)(1l) et de Cu(sal-S-val)(2),
€=2.5.10"3; MeOH/H,0(1l:1); pH=10.2

On constate que la bhande CD qui correspond 3
1“absorption de la double llalson est dédoublée en deux
bandes de signes opposés. Lorsque 17on effectue
17addition des spectres des deux complexes mixtes
diastéréomdres, on obtient une courbe de CD résiduel de
signe négatif. Cette observation, ainsi que le fait
que ce CD ré&sidunel ressemble 3 la bande observée pour
le complexe mixte avec 1ls glycine, permettent de penser
qu”il est di4 3 un effet conformationnel dont
I7intensité gserait différente dans les deux complexes
mixtes dissté&réoisomdres. Si le maximum du CD résiduel
est déplacé€ vers des longueurs d”ondes plus élevées
(390um) par rapport au maximum du complexe de 1la
glycioe, cela peut @&tre la conséquence de 1l eifet
inductif du substituant 11€é au carbone & .



Tableau 5-3: Spectres CD (UV) des complexes de base de
Schiff Cn2¥/salicylaldéhyde/(R)-ou-(S)-phénylslanine et
des complexes mixtes avec (S,S)-BPABP.

Ac Ac Ae Ac Ac
A Cu(S-BS) mél.1 CuL(S-BS) mél.2 CuL(R-BS) AA¢
(nm) calculé calculé

300 -0.75 -0.21 +0.41 -0.42 -1.46 =~1.05
310 -1.56 -0.33 +1.18 =-0.05 =-1.41 =0.23
320 -3.00 -0.67 +2.15 +0.50 -1.38 +0.77
330 -5.37 -1.39 +3.27 +1.10 =-2.01 +1.26
340 -8.68 -2.52 +4.44 +1.82 -3.16 +1.28
350 -11.67 -3.92 +4.33 +2.95 -3.13 +1.20
360 -13.30 -5.44 +1.93 +4.04 -2.05 -0.02
370 -11.67 -6.38 -3.27 +4.66 +0.69 =-2.58
380 -8.12 -6.13 <-7.49 +4.35 +2.95 -4.54
390 -4.43 -4.86 -8.77 +3.32 +3.72 -5.05
400 -1.90 -3.38 -7.76 +2.07 +3.04 -4.72
410 -0.62 -2.09 -5.58 +1.09 +1.92 -3.66
420 -0.09 -1.08 -3.21 +0.47 +0.97 =-2.24
430 0.00 -0.60 -1.85 +0.26 +0.58 =~1.27
440 0.00 -0.50 -1.54 +0.22 +0.49 <-1.05
450 0.00 -0.50 =-1.55 +0.21 +0.47 -1.08
460 - ~-0.48 ~1.48 +0.20 +0.45 -1.03
470 - -0.47 ~-1.45 +0.12 +0.27 -1.18
480 - -0.44 -1.36 +0.10 +0.22 -1.14
490 - -0.33 -~-1.02 +0.05 +0.11 =-0.91

mélange 1: [cull =5.47-04
[Cu(sS-8S)] =1.14-03
{CuL(S-BS)] =8.1-04

mélange 2: [Cull =4.46-04
{Cu(R-BS}9.32.-04
[CuL(R-BS) =1.12-03

a)Spectre CD corrigé tenant compte de 1l1a racémisation
par extrspolation a t=0, selon les mesures cinétiques
reportées dans le tableau 5.1

b)Pour le calcul, les valeurs de 1la premidre colonue
ont &té utllisées avec un signe (+)

Cette coutribution conformationnelle est encore
mieux visible dans le.cas de la vsline, &tant donné que
cet acide aminé ne rac@émise que tr3s lentement dans les
conditions de 1la réaction et que 1“intensité de 1ls
bande CD dans 17UV est plus fsible pour la valine que
pour la phénylalanine. Les effets conformationnels
deviennent ainsi relativement plus importants.
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fig 5-12 Spectres CD(valeurs du

tableau 5-3).
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Les figures 5-13 et 5-~14 montrent 1“évolution du
syst2me en fonction du temps et les spectres CD pour
les 1ligands (S)-PiPEA resp. (SS)-BPABP.

*Ae
Ae
4
2
24 r——— R-val
200 400 600
T t T
RrRS-val Vmin
-2
s-val -2
_4—.
i 1 1

-Ac 48 see 698 nm

fig 5-13 : Variation de 17intensité CD

(A=370nm) en fonction du temps (a) et
spectres CD aprés réaction compl&te (b) d”un
mélange:

Cu?* /sal/(R),(S)ou(R,S)-val/(S)~PiPEA
(1:1:3:1)Co Co0=2.5.10"3y; pH=9.8; t=259%,
H,0/MeOH(1l:1), tampon carbonate.
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] !
—Ae. 468 566 88 nm

fig 5-14 : Variation de 17intensit&, CD
(A=375) en fonction du temps (a) et spectres
CD aprds réaction compldte (b) d”"un mélange:
Cu2+/sal/(R),(S)ou(R,Sg-val/(S)-BPABP
(1:1:1:1)Co Co0=2.5.10"%M; pH=10.2; t=250C;
solvant:MeOH/H0(1:1); tampon carbonate.

Comme les constantes apparentes de formation ne
sont pas connues pour ce systd@me, il n“est pas possible
de déterminer les spectres des espéces isolées.

Il reste maintenant 3 résoudre 1le problé@me qui
s"8tait posé dans 1“introduction de <ce chapitre
(paragraphe 5.1), 3 savoir si des mesures CD pourraient
8tre utilisées pour wune détermination de 1 excis
énantiomérique dans une réaction de rétroracémisation.
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Au vu des résultats et de la discussion de ces
derniers, on peut conclure qu une telle détermination
simple n“est pas possible comme cela 17&tait dans 1la
réaction de transamination en milieu l&gérement acide
<70>. Dans ce dernier cas, la détermination de 1 excés
énantiomérique par la mesure de 17intensité& du spectre
CD était possible, puisque la concentration du complexe
mixte &tait négligeable 3 la fin de la réaction et que
le signal CD &tait uniquement déterminé par le complexe
cuivre-base de Schiff. Dans un milieu alcalin, en
revanche, 1la concentration du complexe mixte est
importante et 1 7intensité du signal CD ne donne pas une
mesure directe de la quantité relative des deux
antipodes de 17acide aminé, &étant donné que le complexe
mixte et le complexe non-mixte ne présentent pas la
méme intensit@ et que le complexe mixte est composé de
deux diastéréoisoméres.

Une détermination de 17exc@s énantiomérique aprés
une réaction de rétroracémisation est cependant
possible par la mesure de 17intensité CD du mélange
réactionnel, 3 condition de connaitre 1“intensité& CD du
mélange, dans les mé&mes conditions, pour 1les deux
antipodes optiquement purs.

AEJ
&

-1-4

3

—a—

~5-

fig 5-15 : Détermination graphique de
17excés énantiomérique par mesure du CD.
Conditions et valeurs selon le tableau 5-1.

- 101 -



Une telle détermination par voie graphique est
représentée dans la figure 5-15. Les valeurs pour les
diastéréolsomd@res purs aont calculées par extrapolation
au temps O du tableau 5~1 (A€ =+4.73 pour (R)~phe et
~6.38 pour (S)-phe). La valeur mesurée & 1°équilibre
connue pour (R)=-,(S)- ou (RS)-phe est de
A€ =+0.12%0.06. Elle 1indique sur le graphique une
composition <R>:<S>=42:58. Cette valeur correspoud
parfaitement aux r&sultata obtenus par chromatographie
en phase gazeuse, laquelle révéle un excés
€nantiomérique de 16%1% pour des conditions
réactionnelles identiques (cf. fig 5-11).
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CHAPTER 7

PARTIE EXPERIMENTALE

7.1 Synthdses:
7.1.1 2-[{(3S)-3-phényl=-2-azabutyl}pyridine (PiPEA)

(sous forme de chlorhydrate)

La substance est obtenue selon <10>, ses
caractéristiques sont:

o= -20.40 ¢ = 0.2, solvant = Hy0, t = 25 O

PM = 285.04 La. pureté& chimique déterminée par
titration potentiométrique est de 98.87%.

7.1.2 2,6-bis[(3S)-3-phényl-2-azabutyl]pyridine
(BPABP)

(sous forme de monmosulfhydrate)
Obtenu selon K. Berunauer et al. <K47>.
{odge +36.12 ¢ = 0.2, solvant = Hz0, t = 25 O

PM = 443.23 La pureté chimique dé&terminée par
titration potentiom&trique est de 99%.
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7.1.3 Synthase de 2,6-bis[3-aza-2-butyl]pyridine
(BABP) .

7.1.3.a Principe de la synthése. -

Le BABP est obtenu par réduction catslytique de la
base de Schiff formée par condensation de la méthyl
amine et du bis(acétyl)-2,6-pyridine.

7.1.3.b Schéma de synth&se. -

g
Me ~ Me + 2MeNH,
NS NN
1] il
O O
f
g
Me >~ Me
MeN NMe
| Hy/Pt
g
- \ *
MeHC ~N CHMe
MeHN NHMe
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7.1.3.¢c Mode opératoire. -

1 g de bis(acétyl)-2,6-pyridine (5.lmmoles) sont
dissous dauns 10 ml d“éthanol absolu et additifonnés 3 15
ml d"une solution de méthylamine 3 33% dans 1“&thanol.

La solution ainsi obtenue est soumise 3 wune
pression de 4 atmosph@res d"hydrogéue, en présence d un
catalyseur qui est le palladium sur charbon (10%). La
réduction de la base de Schiff formée dure environ 10
heures.

Le mélange réactionunel est filtré sur cellite puis
le solvant est &liminé& 3 1“&vaporateur rotatif.

On obtient ainsi wune huile jaundtre qui est
distillée 3 78 OC sous 0.15 mmHg.

Le spectre RMN du produit obtenu avec un rendement
de 95% west présenté 3 la figure (7-2). Le poids
moléculaire du ligand est de 193.18 g.

6 CHyN 6 CH,CH

:/—__—

2 encn,

U

—

fig. 7-2 : Spectre Rmun du proton 3 200
MHz, solvant CDC1l3 référence: DSS T=amb.
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Tableau 7-1.

Analyse du spectre RMN du proton.

Posfition Multiplicité Protons Jxy
[ppm] [Hz]
T.3%6 d =CH () 6.5
2.51 s ~-NH (2)
2.30 s ~CH
3.78 q ~CH- (4) 6.5
7.20 AB Ha
7.67 AB . Hb -

N N
e @7 en,m

fig. 7-3 : Formule développée du ligand
visant 34 situer les protons analysés.
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7.1.4 Dédonblement de 2,6-bis[(3-aza-2-butyl)]pyridime
(BABP) .

7.i.4.a Mode opératoire. -

Deux équivaleats d7acide dibenzoyl-d-tartrique
pour un &quivalent de BABP sont dissoas dans ume
solutiou éthanoli-eau (3:1). Le rapport des produits et
du soivant est d environ I 3 12. La saoluation aimsi
préparée est filtrée et placée au réfrigératenr (T=4
0C) pendant quelques heures. Le précilpité@ abtemn est
filtré sur biichmer et recristailisé quatre fais dams
les némes counditions que celles décrites ci-dessms. A
ce moment, Ia rotation spécifique de 17amime 11bérée

par passage sur colonne &changeuse d“ions Dawex 1 (OH")
reste constante. :

7.1.4.b Rotation. -

Tableau 7-2.

Valeurs des  spécifiques de (-)BABP obtenus aprés
quatre recristailisations

. Afom] 365 436 546 578
{al -223.1 ~155.4 -96.2 -87.2
Conditious: ¢ = 0.04, solvaat = Hy0, t = 25 9.

Ce dédoublement n“a malhbeureusemeunt pu étre
réalisé@ qu“une fois selon ce mode opératoire. Par 1la
suite, 11 a posé de gros probiémes. Les difficultés
rencontrées sout probablement dues 3 la présemce de
i“isom@re méso daus Ie produit syntbétisé. ( 40Z si
I“on se référe au travail de P. Pousaz sur les
compiexes inertes de cobait(I11)).<48>
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7.2 Titrations potentiomftriques.

Les titrations acidimétriques ont &t& effectuées
dans une cuve thermostatisée 3 25 9% % 0.1 C sous
atmosph@re d”"azote et 3 wune force ionique constante
fixée par KNOz (0.1M). La concentration des solutions
titrées est de l7ordre de 1073 M, le titre de la
solution de NaOH est d”"environ 0.02 M.

Le pH-mé&tre utilisé est un pH-mé&tre de précision
Metrohm E 605 mwmuni d“une Electrode de verre combinée
Metrohm EA 125 ou Ross 81-02 (Oriomn). L”addition de
NaOH se fait 3 17aide d“une burette Metrohm E 645. Le
pH-m&tre est calibré avec deux solutions tampon
(pH=4.008 tampon hydrogénophatalate et pH=9.18 tampon
borate). De nouveaux tampons sont pr&parés pour chaque
série de mesures.

Les substances utilisées pour ces mesures sont les
suivantes:

M&tal: CuSO4.5H,0 p.a. (Merck)

Ligands: BABP, BPABP synth&tis&s au cours de
ce travail.

Acides aminés: ala, gly, val, leu, phe p.a.
(Fluka)

Solvant: eau bidistillée dégazée

NaOH: 0.02M 0.1M en KNOg

Chacune des solutions préparées contient une
quantité& appropriée de KNO3. La solution de m&lange
est titrée par NaOH 0.02M, aprds avoir &t& soumise 15
minutes 3 un barbottage & 1l azote.
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7.2.1 Titrage des ligands.

A une prise de 5 ml de la solution de ligand sous
forme de dichlorhydrate (pour BABP) et de sulfate (pour
BPABP) (5.1073 M), on ajoute 20 ml d”“eau bidistillée
dégazée 0.1M en KNOjz. La s8olution résultante est
titrée par NaOH 0.02M

7.2.2 Titrage des complexes culvre-ligands (Cul).

A uune prise de 5 ml de 1la solution de 1ligand
(5.1073M), on ajoute 5 ml d”une solution de sulfate de
cuivre (5.1073 M) et 15 ml d“eau bidistillée dégazée
0.1M en KNOs. La solution de mélange est titrée par
une solution de NaOH 0.02M.

7.2.3 Titrage des complexes cuivre-ligand-acide aminés
(CulLaa).

A une prise de 5 ml de 1la solution de 1ligand
(5.1073M), on ajoute 5 ml d"une solution de sulfate de
cuivre (5.1073M), 5 m1 d“uune solution d-acide aminé
(5.1073M) et 10 ml d“eau bidistillée dégazée 0.1 M en
KNOz. La solution de mélange eat ensuite titrée par
NaOH 0.02M.
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7.3 DéEsamination oxydative.

7.3.1 Désamination oxydative dans le systd3me contenant
les réactifs dans des conditionsg
stoechiométrigues.

7.3.1.a Exemple choisi: -~

c® + PL + RS-BPABP + S-3la
Eqts 3 i 1 1
cone. 2.5.107%n

Conditions réactionnels: T = 25 9%
pRdépart = 10.0
pHfin = 8.3%

solvant : MeOH/H,0
I 1

# La solntfion n"est pas tawponnée.

7.3.1.b Mode vpératoire. -

0.1248 g de sulfate de cunivre, 0.1018 g de
chlorhydrate de pyridoxal, 0.22i6 g de sulfate de
ligand et 0.04455 g de RS~alanine sont dissous dans un
ballon jaegé de 200 ml avec une solution HeOH/Hzo 1:1.
Le pH est amen€ 3 10.0 par addition de RaOH 2N avant de
compléter 2 1a jauge par 1"adjonction de HeOH/Hzo
(1:1).

Cette solotion est placée daas un ballon
réactionuel thermostatisable et agitée 3 25 OC 3 1 aide
é"an agitateur magnétique. Une pompe péristaltique et
deox celloles 3 flux coantinn permettent de suivre au
spectrophotomdtre et au polarimé@tre 1 &volution de 1la
réaction ar coers dn temps.
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7.3.2 Désamipation oxydative dana le aystdme contenant
un excé8a d“acide aminé.

7.3.2.a Exemple choisi. -

cu?* + pL + SS~-BPABP + ala
&qta 1 1 1 20
conc. 2.5.103x 5.0.1072M

Conditious réactionmnels: T = 25 O¢
pH = 10.2

solvant = MeOH/H,0
1 1

Cette solution est tamponnée avec Naz(!Oa/Ncho3 0.1 M

7.3.2.b Mode opératoire. -

0.1248 g de sulfate de cuivre, 0.1018 g de
chlorhydrate de pyridoxal, 0.2216 g de aulfate de
ligand et 0.891 g de S-alanine soat dissous dans un
ballon jaugé de 200 ml avec une solution HeOH/Hzo.
Apréds addition d“une quantité appropriée de tampon,
vérification et correction du pH si nécessaire, la
solution est amenée 3 1la jauge par 1 additioen de
MeOH/Hzo (1l:1).

La solution est ensulte placée dans un ballon
réactionnel thermostatisable et agitée 3 25 %

La réaction se dé&roule sous un barbottage
d“oxygéne, le NHy 11béré et entraivé par le courant
d“oxyg@ne est recueilli dans une solution aqueuse et
titré automatiquement 3 17aide d“ua pH~stat par HC1
0.01 N. (Le pH-mdtre et 1“&lectrode utilisés sont les
mémes que pour leg titrations potentiométriques, le
pH~stat est composé d“un impulsomat Metrohm E 473 et
d“un pH-m@tre Metrohm E 300B ).

A la fin de la réaction, le pH de la solutiom est
amené 3 2 par addition de HC1l conc. (37Z, d=1.19), 1le
mélange réactionnel eat pasaé aur colonne (1=35 ecm,
8 =1.5 cm) Dowex 50X8 200-400 mesh chargée en protous.
L7acide pyruvique peut ainal &tre 1aolé aprds &lution
avec de 17eau déminéralisée.
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7.4 REtroracémisation.

7.4.1 Rétroracémisation de la phénylalanine en
présence du salicylaldéhyde.

7.4.1.a Exenmple choisi: -

cu?t + sal + SS-RBPABP + RS~phe
éqts 1 1 X 1
conc. 2.5.107% M

Conditions réactionnels: T = amb.
pil = 10.2

solvant = MeOH/H_O
1 A

Le tampon utilisé est Nazcoa/NaHCO3 0.1 M.

7.4.1.b Préparation des solutions:

Les solutions suivantes sont préparées dans des
ballons jaugés de 100 ml.

Cu$0, .5H,0 2.5.1072m (1)
Sal 2.5.1072 M (2)
SS-BPARP 5.0.1072 M (3)
RS-phe 2.5.1072 M (4)
Na,CO, /NaHCO, 1M (dans H,0)

Les solutions 2,3 et 4 sont préparées dans un
mélange MeOH/H,0 (1l:1). La solution 1, est préparée
dans 17eau avec une concentration de 5.1072M. Peu
avant la préparation des solutions d“analyse, cette
derni2re est diluée de moitié par addition de MeOH et
cecl pour éviter que le sulfate de cuivre ne précipite
dans 1la solution mére.

- 112 -



7.4.1.¢c Mode opératoire.

Les solutions d”analyse sont préparées dana des
ballons jaugés de 10 ml.

Pipeter dans l1“ordre: 1 ml de sulfate de cuivre,
1 mwl de salycilaldéhyde, x ml de SS~BPABP, 1 ml de
RS-phénylalanine, 1 ml de tampon et 1 ml de méthanol.
Vérifier 1le pH et amener & 10 ml par addition de
MeOH/H,0 (l:l). (Si le pH ne correspond pas 3 la
valeur désirée, il est ajusté par addition de HCl 2N ou
de NaOH 2N).

x = 0.2-0.4-0.5-0.6-0.8~0.9-2.0~-3.0 ml.

Les solutions sont laissées 3 température
ambiante* pendant 14 jours puis hydrolysées avec HCl
conc. (37%, d=1.19). Chaque solution est passée sur

colonne (1=35 cm, 9=1.5 cm) Dowex 50X8 200~400 mesh
chargée en protons et &lufe avec NH3 0.2 M.

*Pour les réactions effectuées 3 des températures
précises, les solutions sont laissées dans le bain d”un
thermostat Haake N3 si T >0 9 ou dans celui d”un
cryomat Haake F3 si T<O0 9.

La phénylalanine est récupérée dans un erlenmeyer,
mise eun &vidence par chromatographie sur couche mince
(plaque de silicagel 60F . Solvant: n-BuOH:
Acétone: AcOH: NHg4 (5%): H,0 4.5:1.5:1:1:2.
Révélateur avec uinhydrine) et concentrée 3 sec, sousd
vide, 3 1"évaporateur rotatif.
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7.4.2 Racémisation et rétroracémisation de la
phénylalanine en présence de pyridoxal.

7.4.2.a Exemple choisi. -~

c®t + PL 4+ RR-BPABP + R,S,RS-phe
éqts 1 1 1 1
conc. 2.5.103 M

Conditiona réactionnelles. T = 25 °¢
pH = 10.2
Tampon = Na,C0;/NaHCO, 0.1M
Solvant = MeOH/H,0 (1:1)
Lea réactions sont conduitea sous azote pour

éviter la décomposition de 17acide aminé par
désamination oxydative.

7.4.2.b Mode opératoire. -

0.06242 g de sulfste de cuivre, 0.05091 g de
chlorhydrate de pyridoxal, 0.04130 g de (R ou §
ouRS)~-phénylalanine et 0.11081 g de SS-BPABP sout peaés
précisément. Ce mélange est dissous dana 20 ml d”eau
et 30 ml1 de mEthanol puis transvaad dans un ballon
jaugé de 100 mi. MeOH/H,0 (l:1) (jusqu™3 l“obtention
d“un volume d”environ 80 ml) puia 10 ml de tampon
carbonate 1 M (dans H20) sont additionunés au mélange.
Le pH eat ajusté par adjonction de HC1 2N et 1la
solution est amenée 3 1ls jauge (100 ml) par addition de
MeOH/H,0.

(Le tampon carbonate est préparé dans 17esu pour des
raisons de solubilité).

Les solutions sont thermoatatiadea 3 25 O0C et
placées sous azote (pour éviter toute décomposition).
10 ml de chacune des solutions (R, S, RS-aa), sont
prélevés au coura du temps et décomposés par addition
de HCI conc. (HC1l 37%, d=1.19).
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L acide aminé est isolé& et analysé selon 1le mode
opératoire décrit sous 7.4.1.c et 7.5.

L“&tude du complexe CuPL(R,S,RS)-val-RR-BPABP est
réalisée par analogie au mode opératoire décrit sous
7.6.2.

7.4.3 Retroracémisation de la phénylalanine dans le
méthanol 3 basse température.

7.4.3.a Exemple choisi. -
Cusal-S-phe + SS-BPABP
éqts 1 2
conc. 2.0.1072y 4.0.1072
Conditions réactionnelles: T = 25 O¢
pH = 12.4

solvant = MeOH distillé

7.4.3.b Mode opératoire -~

0.1 mmoles de Cusal-S-phe et 0.2 mwmmoles de
SS-BPABP sont pesées précisément. Le 1ligand est
dissous dans MeOH distillé& et neutralisé par 17addition
de MeONa. Le complexe [Cusal-S~-phe] est également
dissous dans MeOH et ensuite additionné& au ligand. Le
solvant est en partie &vaporé 3 17aide d7un évaporateur
rotatif et le résidu est transvasé dans un ballon jaugé
de 5 ml. MeONa est additionné jusqu”3 17obtention d un
pH aux environs de 13 3 25 9C. La solution est ensuite
amenée 3 la jauge par 17addition de MeOH distillé et le
ballon jaugé placé dans un cryomat Haake F3 3 -50 Oc.

Pour la réaction 3 -25 0C, 50 ml de solution sont
préparés exactement de la méme manidre et des prises de
5 ml sont prélevées au cours du temps afin de
déterminer la cinétique de la ré&action.

- 115 ~



L analyae de 1“acide awminé est réalisée par
analogie au mode opératoire décrit sous 7.5.

7.5 Analyse par chromatographie en phase gazeuse. (2
1“aide d“une phase optiquement active de type:
Supelco Sp=-300 10%Z Supelcoport 100~120 mesh).

7.5.1 Préparation du dérivé N-acétylé-O-estérifié.

L”acide aminé& précédemment 1is50lé est estérifié
avec 2 ml de HCl 2.5 N dans 1”isopropanol 3 100 °C dans
un hallon poire ronor de 20 ml fermé& par un réfrigérant
3 spirales ronor ou par un bouchon en verre r6dé assuré
avec une pince. Aprds 30 min., la solution est ramenée
4 température ambiante et concentrée 3 sec, sous vide,
4 1“évaporateur rotatif.

3 ml de chlorure de méthyl&ne et 0.5 ml
d“anhydride trifluoroacétique eont additionnés au
dérivé estérifié. Le ballon est fermé comme
précédemment et la solution chauffée 3 60 0C pendant 5
minutes. La aolution est concentrée 3 sec, sous vide,
4 17évaporateur rotatif.

7.5.2 Conditions pour l”analyse.

Le dérivé N-acétylé-0O-estérifié est dissous dans
0.05 ml de chloroforme et 1 Hl de cette solution est
injecté.

Colonne (aupelco): SP-300 10%Z sur Supelcoport
100-200 mesh. .

longueur = 4 n

@ int. = 2 mm

t inj. = t dét. = 140 Oc
t col. = 130 O

gaz porteur : N2

débit = 30 ml/min.
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Les temps de rétention observés par
chromatographie en phase gazeuse pour les deux acides

aminés &tudiés sont indiqués dans le tableau 7-3.

" Tableau 7-3.

acide aminé t(R)-aa t(S)-aa
[min] [min]
phe 290 345
val* 34 40
*tcol. = 120 O, d&bit N, = 20 ml/min

7.6 Etude de la formation et de la racémisation

complexe mixte cuivre-ligand-base de Schiff

(CuLBS) par dichrofsme circulaire.

7.6.1 Exemple choisi.

cu?* + sal + SS-BPABP + gly
éqts 1 1 X 3
conc. 2.5.1073 ¥ 7.5.1073

Conditions réactionnelles. T = 25 9C
pH = 10.5
solvant = MeOH/H,0 (1:1)

tampon NaZCOS/NaHCO3 0.1M

7.6.2 Préparation des solutions.

CuS0, .5H,0 2.5.1072 M (1)

sal 2.5.1072y (2)
SS-BPABP 5.0.1072M  (3)
gly 7.5.1072¥ (%)
tampon 1M (5)
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Les solutioaus (2), (3) et (4) sont, préparfes dans
un mélange MeOH/H20 (1:1). La solution (1) est
préparée dans 1”"eau avec une concentration de 5.1072H.
Peu avant la préparation des solutiouns d“analyse, cette
solution est diluée de moitié par addition de MeOH pour
des raisons de solubilité@é. La solution (5) est
préparée dans 1l eau.

7.6.3 Mode opératoire.

Des solutions correspondantes, les volumes
suivants sont pipetés dans des ballons jaugés de 10ml;

1 ml de sulfate de cuivre, 1 ml d“aldéhyde
salicylique, x ml de SS-BPABP, 1 ml de glycine, 1 ml de
tampon et 1 ml de MeOH. Le pH de chaque solution est
vérifié et corrigé si nécessaire par addition de HC1 2N
ou de NaOH 2N. Les solutions sont eusuite amenées & la
jauge (10 ml) par addition de MeOH/H,0 (1l:1).

x = 0,0-0.2-0.4-0.5-0.6-0.8-2.0-3.0 ml.
La réactioun de formation du complexe est suivie

par spectrophotométrie et spectropolarimétrie 3 25 ©OC
pour la solution contenant 1 &quivalent de ligand. Les

autres solutions . sont placées dans un bain
thermostatisé 3 25 °C jusqu”3 ce que 1°&quilibre soit
atteiat. A ce moment, les spectres de dichrolsme

circulaire et les spectres UV sont euregistrés de 450 a
300 nm pour chaque solution.

[CusalvallL*] et [CusalpheL*] sont préparées par
analogie au mode opératoire décrit sous 7.9.

7.7 Produits utiligés.

Métal: CuSO,.5H,0 p.a. (Merck)

Acides aminés: gly, ala, phe, val, 1leu

puriss (Fluka)

Ligands: PIiPEA, BPABP, BABP synthétisés dans

les laboratoirea de chimie inorgaunique 2

Neuchdtel.

Tampon: N32C03.10H20 p.a. (Fluka)

Complexe: [Cusal-S-phe] synthétiaé par H.

Riem 3 Neuchitel.

Aldéhyde: Pyridoxal.HC1l purisa (Fluka)
Salicylaldéhyde Riedel-De Ha&n AG.
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7.8

Instruments.

Spectres UV: Spectrophotom@tre UVIKON 810 et
820, cuve 0.1 cm.

Rotations: Polarimd@8tre Perkin-Elmer 241,
cuve de ldm.

Spectres de dichrolIsme circulaire:
Spectropolarimé@tre Jasco-J 500C, cuve de 0.1
cme.

Chromatographie en phase gazeuse:
Chromatographe Dani 3400.

Spectres de résonnance magnétique nucléaire:
Spectrométre Bruker WP-200

Thermostatisation: Thermostats Haake N3 et
F3.

pH-stat: pH-métre E300B Metrohm, Impulsomat
E473.
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CHAPTER 6

RESUME

L”“&tude entreprise dans ce travail, soit celle de
la rétroracémisation en milieu basique des complexes de
base de Schiff (CuLPLaa et CuLsalaa), peut se réaumer
comme sult:

En premier lieu, les constantes d7acidité et de
formation de toutea les espices présentes dans la
solution et non-décrites dans la 1littérature ont &té
déterminées par titration potentiométrique ou par
dichroIsme circulaire, afin de connaitre la répartition
de toutes les espéces en fonction du pH. Grace 3 ces
mesures, 11 a &té possible de déterminer le pourcentage
de 1“espdce active dans ces systémes alnsl que la
gsélectivité réelle du complexe mixte.

L°observation d”une réaction secondaire de
décomposition, lors des premidres mesures de
rétroracémisation en présence de pyridoxal, nous a
amené A une - bré&ve &tude de la dé€samlnation oxydative
dans ces syst@mes., L-intérét de cette &tude réside
dans le fait que cette ré€action peut &tre catalytique
et apparait comme une voie de synthd8se 1iIntéressante
pour la formation de c&to-acides. Il en ressort aussi
que la présence du ligand tend 3 ralentir la réaction.

L”examen de 1la rétroracémisation montre des
gsélectivités relatives allant de S5 A& 45% d7excés
énantiomérique selon le solvant, la température et les
€quivalents de 1ligand considérés. En outre, il faut
préciser que la présence du ligand dans 1les solutions
ralentit @&galement la vitesse de racémisation. Ainsi,
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le proton de 1”acide aminé est arraché plus
difficllement sur les complexes formés avec le ligand.
Cecl peut @8tre di 3 une distorsion des cycles
chélatants de 1la bsse de Schiff. Cette distorsion
rendrait la résonnance daus ces syst@mes beaucoup plus
-difficile, vu 1le manque de co-planarité des orbitales

= des doubles 1liaisons. De <ce falt, 1le complexe
intermédiaire n”est plus stabllisé comme 11 1“est dans
un syst@me plaunaire.

Finalement, une &tude du dichrofsme circulaire,
comme mesure directe de 1la sélectivité dans ces
systé&mes, permet de mettre en &vidence une bande CD aux
environs de 350-390nm (sulvant 17acide aminé
considéré), indépendante de la présence d“un carbone
asymétrique de 17acide aminé. Cette bande, sussi
présente dans le cas de la glycine, est attribunée 3 1a
fixatioun d“une conformation de chiralité présice due 3
ls présence du ligand. Enfin, 1“&tablissement d“une
courbe d“&talonnage pour le complexe CuBPABPsslphe
montre qu”il est possible malgré tout de déterminer une
s8lectivité par la mesure des spectres CD, en tensant
compte des coutrilbutions des différents Eléments de
chirslité& aux spectres CD des complexes mixtes.

En couclusion:

Ce travail & permis de montrer que le ligand
BPABP impose au syst@me uue conformation telle que le
complexe formé avec 17un des sntipodes de 1“acide aminé
est plus stable que 1“autre. La différence de
stabilité imposée au syst@me provoque wune différence
d”excds &nantiomérique réelle de 26 3 34%, 3 25 O,
pour le complexe CuLsalphe.

Ls présence du ligand sur 1le complexe c¢rée une
distorsion des cycles chélatants, qul se manifeste par
un ralentissement de 1la réaction de désamination
oxydstive et de rscémisation, sinsl que 1“appsrition
d“un spectre CD de la trausition w—e7* de 1la double
liaison C=N, en l7abseuce d“un carbone asymétrique en
& de la double liaisou.
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