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1. INTRODUCTION

ENERALT

Lorsque l’on parle de systémes vivants, que ce soit de
bactéries, d’animaux ou d’hommes, on ne peut étre que
troublé, en constatant les similitudes qui existent au ni-
veau moléculaire de tous ces organismes.

Effectivement, des fonctions aussi fondamentales gque la
transmission de l/’information génétique, le stockage de
l’énergie, ou encore la construction de macromolécules ont
des caractéristiques communes, quelque soit l’organisme

considére.

Cela étant, une approche particuliérement intéressante des
systémes vivants, est 1’étude des macromolécules, et plus
particuliérement de celles qui sont désignées sous le nom de
protéines.

Les protéines jouent un réle fondamentale dans pratiquement
tous les processus biologiques. Leurs fonctions sont extré-
mement variées, et comprennent notamment la catalyse
enzymatique, le transport et le stockage de petites
molécules, la coordination des mouvements (muscles), ainsi
que le support mécanique (peau), pour ne citer que les exen-
ples les plus communs [1].

La plupart des réactions dans les systémes biologiques, sont
catalysées par des protéines appelées enzymes, et sont donc
pour le chimiste d’un intérét particulier.

Les enzymes ont une efficacité et une spécificité trés supé-
rieures a celles des systémes catalytiques artificiels;
effectivement, 1les transformations chimiques " in vivo "
n‘ont que trés rarement lieu & une vitesse perceptible en
1’absence d’enzymes.

Le mécanisme de l'activité enzymatique peut étre décrit com-



me suit: l’enzyme et son substfat se combinent pour former
un complexe "enzyme-substrat". A l’intérieur de ce complexe
se produisent alors une série de réarrangements atomiques et
électroniques; aprés cette évolution, le complexe se
décompose, pour donner les produits de la réaction et régé-
nérer l’enzyme libre. La réaction ainsi catalysée, ne modi-~-
fie que les substrats; le rdle de 1l’enzyme est de fournir un
environnement intramoléculaire favorisant une réaction, qui,
sans cette protéine, nécessiterait la collision simultanée
de plusieurs molécules. L’enzyme sert a combiner le substrat
et ses propres groupes fonctionnels doués d’activité cataly-
tique dans un assemblage géométrique qui favorise la réac-
tion [2].

Les enzymes sont d’énormes molécules, mais les réactions
qu’elles catalysent se déroulent a4 un endroit bien précis de
l’enzyme; cet endroit est appelé communément site actif.

Une particularité de certaines enzymes est de posséder un
ion métallique, faisant trés fréquement partie du site
actif. Et depuis environ une vingtaine d‘’années, des efforts
considérables ont été faits dans le but de mieux connaitre

ces centres de réaction.

Pour le chimiste inorganicien, il s’agit la d’un domaine
tout a fait particulier de la chimie de coordination, et par
1’élaboration de modéles simplifiés correspondant le mieux a
ce gui existe dans la nature, il lui est donné d’apporter
une contribution a la connaissance toute particuliére des

systémes vivants.



1.2 CONDENSATION DE LA GLYCINE AVEC UN ALDEHYDE

Lorsqu’un acide aminé est coordonné a un ion métallique, les
principales réactions en milieu basique, sont:

- la racémisation
- la C-alkylation
- la N-alkylation

La racémisation provient du fait que 1’hydrogéne en « de
l’acide aminé est activé lorsque ce dernier est coordonné
sur un ion métallique.

D
/I\N v H NS
“~ N\ R “ N\ R

Fig. 1.1
La racémisation d’un acide aminé coordonné, en milieu

basique.

La C-alkylation est due au méme phénoméne; simplement, en
présence d’un agent électrophile tel qu’un aldéhyde, il y a
possibilité de condensation entre 1’acide aminé et le
réactif.

Akabori fut le premier a étudier cette réaction. Il utilisa
la glycine coordonnée sur le cuivre comme substrat, et 1’al-
déhyde acétique en tant qu’électrophile (3].

La réaction n’a cependant lieu qu’en milieu fortement basi-
que et en présence d’un exceés d’aldéhyde (fig. 1.2) .

L
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o o/ \ CH,CHO o

Fig. 1.2
La condensation de 1’acétaldéhyde en milieu basique sur le
complexe [Cu(gly),].



La N-alkylation a notamment été observées lors d’études sur
le mécanisme de la réaction décrite par 4kabor.
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Fig. 1.3

Shéma de réaction proposé par Teo et coll.

A ce sujet, le travail de Teoetcoll. [4] est révélateur.
En prenant la sérine coordonnée sur le cuivre comme
substrat, et le formaldéhyde en tant qu’électrophile, ils
mirent en évidence que la dissociation du proton du groupe
amine était la premiére étape de la réaction (fig 13).

En ce qui concerne le travail présent, nous nous intéressons
particuliérement & la réaction décrite par Akabori.

Cette synthése a été reprise par beaucoup de groupes de
chercheurs. Dans la plupart des cas, le ion métallique em-
ployé est le cuivre, notamment pour les synthéses indus-
trielles de la thréonine et de la sérine, qui sont 1l’objet
de nombreux brevets [5,6]. Un fait remarquable est que dans
certains cas, la quantité de cuivre engagée est plus petite
que celle de sérine ou de thréonine récoltée: il y a donc
une certaine catalyse par le ion métallique.



D’autres métaux ont été employés avec succés; et afin de
mieux connaitre certaines particularités de la réaction, des
études ont été menées avec du Co(III) qui a 1l’avantage de
former des complexes inertes, et donc de permettre 1l’isocla-
tion de certains intermédiaires.

!— N&e CH—+2
D-[Co(en),-L{ala))** + OH- —, D (en)ZCo/ T + H,0
\O’C\ 2
L So |
50%D-[Co(en), L{ala)]** + OH~ n
% ( NH, —+2
/ o—CH,
D- (en)20<\> 0
s LT
HO -

50% D(Co(en),-D{ala)]** + OH-

Fig. 14
Shéma de réaction proposé par D.A. Buckingham et coll.

D.A. Buckingham et coll. ont en effet observé la racémisation de
l’acide aminé dans des complexes [COIII(ethyl‘enediamine)2
(acide aminé)] aprés avoir isolé ces composés [7]. Le méca-

nisme présenté sur la fig 1.4a été proposé.

D.W. Cook et coll. ont, quant a eux, étudié la stéréosélectivité
lors de la réaction de condensation de 1l’acétaldéhyde sur
des complexes [CoIII(éthylénediamine) (glycine),] en milieu
basique aprés avoir séparé les différents isoméres possibles
[8] (fig15).

En fait, les résultats montrérent une stéréosélectivité de
16% - 35% , mais qui ne dépendait pas des différents isome-
res géométriques, représentés dans la fig I15.

Lors de la condensation d’aldéhyde sur un complexe de type
M(gly)y, il est possible d’augmenter la réactivité du méthy-
léne actif par formation de base de Schiff entre la glycine
et un composé carbonylé.
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3 isoméres de [CoIII(éthylénediamine)(glycine)2
(R et S : hydrogénes prochiraux de la glycine).

De cette maniére, il y a également suppression des hydrogé-
nes relativement labiles de 1l’azote. Ce qui permet d’éviter
la formation de produit secondaires. Les quelques exemples
ci-dessous illustrent cette modification & la réaction d’

Akabori.

Fig. 1.6 \C| /O

U
Base de Schiff, formée O/ l \N

entre la glycine et 1l’acide /
pyruvique, coordonnée sur
le cuivre(II). ' O

Plusieurs auteurs [9,10] ont utilisé 1l’acide pyruvique pour
' former la base de Schiff avec la glycine (fig 16), coordonnée
sur le :’cuivre(II). Les conditions de réaction sont ainsi
adoucies pour la synthése de différents B-hydroxy acides
aminés (PH 9 et t = 20°C), qui sont obtenus avec de bons
rendements (70-80%).

D’autres groupes ont travaillé avec le salicylaldéhyde [11-
13] pour former la base de Schiff, toujours en prenant le
cuivre comme atome central coordinateur (fig. 1.7). Les résul-
tats furent comparables & ceux observés en présence de

pyruvate.

Un autre composé carbonylé capable de former des bases de
Schiff selon ces conditions, trés largement utilisé, est le

pyridoxal (dérivé de la vitamine Bg).



Fig. 1.7 CH,—C=0

Base de Schiff, formée CH=N 0
entre la glycine et le N\ /
salicylaldéhyde, coordonnée O/CU\

sur le cuivre(II).

Néanmoins, dans ce cas ([14], la réaction prédominante est la
transamination (échange du groupe amine entre l’acide aminé
et le pyridoxal), qui se déroule par 1l’intermédiaire de 1’é-
quilibre d’isomérisation représenté dans la fig 18.

L’équilibre de l’isomérisation dépend largement de 1l’acide

aminé et du métal coordinateur.

(H3 CHy
N N
O O\Cl = O NP
u Cu
~N
HO =N 1 0 HO N
- N\
CH-C v —c
R 0 £ %
Fig. 1.8

Equilibre d’isomérisation du complexe de cuivre(II) et de
la base de Schiff formée par un acide aminé et le pyridoxal.

Bien que les trois exemples cités ci-dessus sont représenta-
tifs pour une grande partie des travaux menés dans ce
domaine, plusieurs groupes de recherche ont développé des
composés carbonylés particuliers, afin d‘étudier des réac-
tions spécifiques. Quelques uns seront mentionnés plus loin.

Un des intéréts dans la reéaction de formation de B-hydroxy
acides aminés, et plus spécialement de sérine ou de thréoni-
ne selon les mécanismes réactionnels discutés ci-dessus, ré-
side dans le fait qu’il est possible, de divers maniéres,
d’obtenir une certaine stéréosélectivité de la réaction.
Actuellement, il existe 4 approches différentes de la
question:



1. La réaction a lieu sur un centre coordinateur inerte op-
tiquement actif. La stéréosélectivité de la réaction est in-
fluencée par la géométrie du complexe. Un exemple de ce type
de réaction a déja été cité précédemment [8].

2. La réaction a lieu entre un composé carbonylé optiquement
actif et la glycine, condensée sous forme de base de Schiff,
coordonnée sur le cuivre(II).

Ce systéme a notamment été étudié par Ishido et coll., afin d’al-
longer de 2 unités carbonnées certains sucres [9,15]

3. La réaction a lieu entre un aldéhyde ou une cétone et une
base de Schiff, formée par la glycine et un composé carbony-
1é optiquement actif, coordonné sur un métal

Ce systéme est trés bien décrit par Belokon et coll. [16-19]. Ils

ont utilisé plusieurs composés carbonylés optiquement actif,
comme inducteurs chiraux; les meilleurs résultats furent ob-
tenus avec des dérivés de la proline.

0
I
Q—c—na

| —
o, 0=¢

N\
R
CeHg
R= CH,
R = CgH;
Fig. 1.9

[N-(benzylprolyl)aminoj-2 benzophénone et
[N-(benzylprolyl)amino]-2 acétophénone, 2 dérivés
de la proline employé en tant qu’inducteurs chiraux.

Un de ces dérivés est condensé sous forme de base de Schiff
avec la glycine, et coordonné sur le cuivre(II) ou le
nickel (II). La réaction de ce complexe en milieu basique
avec de l’acétaldéhyde ou du formaldéhyde conduit a la
thréonine ou a la sérine respectivement, avec des exceés



énantiomériques de l’ordre de pratiquement 100%, et un ren-
dement chimique de 80% a 90%.

4. La réaction a lieu entre un composé carbonylé et un com-
plexe mixte de cuivre(II) formé par la glycine et un ligand
auxiliaire optiquement actif [20]. Dans 1l’exemple suivant,
(fig. 1.10) le ligand optiquement actif est un autre acide

aminé. Oty ’

/CU\ (): CullL—o00 ONGly 0H{H20)
O’C\nz I 0—"~o L-aa= Val, Pro. Lys. Glu
Hy0

CoH S_CV : wa‘c“z’z'c“"

1H'; s2° 1 Wit

;cl’°\ | Recu,

NHy —CgH—COON N2 =G gH—COOH
CaHIOHI—CgHs CoHIOH) —(CH2l2~CH3

Fig. 1.10
Condensation d‘un aldéhyde sur la glycine en présence d‘un

ligand optiquement actif.

Dans ce dernier exemple, les auteurs ne s’intéressérent
qu’aux rapports thréo/érythro, qui variait de 1,5 a 3 sui-
vant les acides aminés auxiliaires employés.

Seul le dernier exemple représente véritablement un cas de
synthése énantiosélective. En effet, les 3 autres types de
réaction présentent la glycine (unité prochirale) et le cen-
tre inducteur de chiralité sur la méme molécule, et de ce
fait, le produit obtenu est un diastéréoisomére, qui doit
étre décomposé en acide aminé par une réaction subséquente.

Pour le cas (1), la chiralité du centre inducteur est alors
perdue, tandis que pour le cas (2) le centre inducteur est
inclus dans le produit final de réaction. Pour le cas (3),
le composé carbonylé peut étre récupéré par décomposition de
la base de Schiff, et réutilisé par la suite, pour une nou-
velle réaction. De plus, ces trois genres de réaction sont
en générale stoechiométriques, et ne peuvent pas étre rendus



catalytiques.

Par contre, le dernier exemple peut raisonnablement mener a
une réaction catalytique, pour autant qu’il y ait échange
entre l’acide aminé formé et une nouvelle molécule de glyci-
ne sur le complexe de cuivre(II).

C’est d’ailleurs le genre de réaction que nous nous propo-
sons d’étudier dans le cadre de ce travail.

La synthése de la sérine selon ce type de réaction, présente
une particularité: il a été montré que la formation d’hy-
droxyméthylsérine (produit disubstitué) était préférentielle
a4 celle de la sérine lors de la condensation de formaldéhyde
avec de la glycine coordonnée sur le cuivre(II) ou du
cobalt(III) [21). Des effets cinétiques et stériques sont
avancés pour expliquer ce phénoméne. De ce fait, 1l’étude de
la synthése de 1la sérine présente une difficulté
supplémentaire, si le but recherché est 1/induction
asymétrique, puisque le produit disubstitué fait disparaitre
la chiralité de la molécule.

10



1.3 TRANSAMINATION PAR LA VITAMINE B¢

Le terme de vitamine Bg est employé pour désigner une famil-
le de dérivés tétrasubstitués de la pyridine. Dans la
nature; son rdle est des plus important en ce qui concerne
les modifications d’acides aminés; en effet, elle catalyse
des réactions aussi diverses que la décarboxylation, la
racémisation, la transamination, et 1’élimination en £, pour

ne citer que les exemples les plus communs.

Vu le rdéle important joué par cette molécule, de nombreux
travaux ont été effectués afin de comprendre les mécanismes
de ces divers modifications. Et bien gqu’il n’existe pas de
preuves formelles permettant de dire que ces transformations
d’acides aminés soient toujours catalysées dans la nature
par des métalloprotéines, les groupes de recherche ont axé
leurs efforts principalement sur 1l’étude de complexes métal-
liques de la vitamine Bg (22]. La figure ci-dessous repré-
sente de fagon schématique la maniére selon laquelle les
acides aminés sont activés par condensation avec le pyri-
doxal et formation de complexe métallique, avant leur

modification.
H CHj
& N==
\ /.
hd\«,b
HO —N 7o
Rigq, ©
\
a
Fig. L11

Base de Schiff, formée par le pyridoxal et un acide aminé,
coordonnée sur un métal (en pointillé, les liaisons
labilisées par la formation d’une telle molécule).

L’activation selon le mode a) (fig 1.1I), qui est a la base
des réactions de condensation avec des composés carbonylés,

facilite aussi la transamination. Cette réaction, qui sera

11



également étudiée dans le présent travail, peut étre décrite
par les équations suivantes:

RICH(Nﬂz)COOH + PLP pemm— RyCOCOOH + PMP

R,COCOOH + PMP = R,CH(NH,)COOH + PLP

RyCH(NH,) COOH + R,COCOOH == R;COCOOH + R,CH(NH,)COOH

PLP : Pyridoxal-5’-phosphate
PMP : Pyridoxamine-5’-phosphate

Ainsi, un acide aminé et un céto-acide échangent leur groupe
amino et carbonyle, respectivement.

Un des premiers & étudier cette réaction de maniére non
enzymatique, fut Snell [14,23,24]}. Ses principaux résultats
furent que la présence d’un métal augmentait considérable-
ment la vitesse de transamination, par la formation de com-
plexes de bases de Schiff pouvant facilement s’isomériser
entre la forme cétimine et la forme aldimine.

aldimine cétimine

Fig. 1.12
Isomérisation entre les formes cétimine et aldimine d’une
base de Schiff coordonnée sur un métal.

Par la suite, des études concernant la stéréosélectivité
d’une telle réaction ont été menées. Notamment en employant

12



des analogues du pyridoxal optiquement actif [25], ou en ef-
fectuant la transamination par le pyridoxal en présence d’un
ligand auxiliaire optiquement actif [26-~29].

13



2. PRESENTATION DU TRAVAIL

Par le présent travail, nous allons étudier la condensations
d’aldéhydes sur le complexe pyruvylidéneglycinatocuivre(II),
ainsi que 1l’isomérisation du complexe phénylpyruvylidéne-
pyridoxaminatocuivre(Il); ces 2 réactions ayant lieu en pré-
sence d’un ligand auxiliaire optiquement actif.

De telles réactions ont déja fait l’objet de plusieurs tra-
vaux dans notre département, notamment par R Deschenaux [29]
et H. Su [30].

Le but du travail consiste en premier lieu a synthétiser un
nouveau ligand optiquement actif; le choix de ce ligand dé-
pendra des critéres que nous imposerons a notre systéme.

Dans un deuxiéme temps, nous nous proposons de mettre au
point une méthode d’analyse rapide et efficaces des mélanges
réactionnels, afin que la détermination des excés énantiomé-
rigques soit simple et sans ambiguités.

Les récents progrés faits par la technique de chromatogra-
phie liéuide a haute performance (HPLC), devraient permettre
d’obtenir ce résultat.

Par la suite, les réactions citées ci-dessus seront étudiées
en présence du nouveau ligand auxiliaire, afin d‘’essayer de
mieux comprendre les mécanismes conduisants & une orienta-
tion préférentielle de la transformation du substrat prochi-
ral en un produit chiral.

Finalement il s’agira d’examiner les possibilités de réali-
ser un systéme catalytique; cette éventualité étant possible
car les complexes de cuivre(II) sont labiles, et que pour
notre systéme, le ligand auxiliaire chirale ne fait pas par-
tie du produit formé.
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Les 5 critéres qui ont déterminé le choix du ligand, sont

les suivants:

1. Ligand tridenté avec une coordination périphérique
imposée. Le ligand compléte ainsi la sphére de coordination,
la base de Schiff étant elle aussi tridentée et de coordina-

tion périphérique.

2. Trois atomes d’azote en tant qu’atomes coordinateurs,
formant ainsi avec la base de Schiff un chromophore

Cu(N),(0),, favorisant la formation du complexe mixte.

3. Symétrie C, pour éliminer la possibilité de formation
d’isoméres géométriques avec la base de Schiff, qui elle est

non-synétrique.

4. Création d’une interaction différenciée sur le carbone

asymétrique qui se forme lors des réactions.

5. Formation d’/un complexe avec le cuivre(II) ne permettant
qu’une seule possibilité géométrique de coordination

(configuration et conformation rigide).

Vu ces critéres, nous avons porté notre choix sur la triami-

ne suivante:

Fig. 2.1
Bis(pyrrolidinyl-2)-2,6-pyridine (bpp).

L’avantage de cette molécule par rapport aux composés analo-
gues qui ont été utilisé précédemment [29,30], est que lors

de la coordination avec le cuivre(II), les 2 amines alipha-
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tiques adoptent obligatoirement la méme configuration que
les carbones asymétriques.

®

N

gu N
|

-

Fig. 2.2
Le complexe [Cu(R,R)bpp]?*.

Les 2 carbones asymétriques ainsi que les 2 azotes aliphati-
qgues ont la configuration R.

Le complexe formé devrait ainsi se présenter, sous forme op-
tiquement pure, avec un cycle pyrrolidine devant le plan de
la pyridine, et l’autre derriére; comme enroulé autour du
cuivre.

$
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3. RESULTATS

3.1 SYNTHESE DE BIS(PYRROLIDINYL-2)-2.6-PYRIDINE (bpp) [31]

Bis(pyrrolidinyl-2)-2,6-pyridine est obtenu par analogie a
la synthése de la myosmine et de la nornicotine selon Kore
[32] et Jacob [33].

HEMA DE SYNTHESE:

/@\ 2 ¢Q ke Q 3o %
+ -
Ny o o 2) H*/HZ0 (] i
(l) (l) 3) OHT/HZ0 Bis(dihydro-3,4-pyrrol-
- ~ 2H~y1-5) -2, 6-pyridine

H2

H

Bis(pyrrolidinyl-2)-2, 6-9yr1d£ne

bpPe 86 %

Caractérisation par spectroscopie RMN lg

Le produit intermédiaire de réaction (Bis(dihydro-3,4-
pyrrol-2H-yl-5)-2,6-pyridine), montre 3 signaux différents
pour les -CH,- du pyrrole en plus du doublet et du triplet
caractéristiques d’une pyridine substituée en positions 2,6.
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En ce qui concerne le spectre RMN 1y de bpp, il faut signa-
ler que 2 des groupes ~CH,- sont dédoublés, et que la posi-
tion des doublets et des triplets de la pyridine par rapport
au spectre du produit intermédiaire de synthése sont

inversés.
@AL
8 7 E€ 5 4 o ppm
a0
é ; 6 5 [ ppm
Fig. 3.1
Spectre RMN H qu produit intermédiaire de syntheése,
et de bpp.

Conditions:
Solvant: CDC14
Fréquence: 200 MHz
Lock: deutérium
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3.2 SEPARATION DE bpp-MESO ET DEDQUBLEMENT DE bpp-RAC [31]

bpp posséde 2 carbones asymétriques identiques; de ce fait 3
isoméres existent: le meso (RS et SR) et les 2 antipodes op-
tiques (RR) et (SS).

Dans une premiére étape, une dérivation de bpp par le chlo-
rure de p-nitrobenzoyle en bnpp (bis[N-(p-nitrobenzoyl)-
pyrrolidinyl-2]-2,6-pyridine), permet la séparation de bnpp-
meso (Rgp = 0,46) de bnpp-rac (Rgp = 0,30), par chromatogra-
phie sur gel de silice (acétate d’éthyle / EtOH 50 : 1),
comme le montre la fig 3.2.

Aprés hydrolyse du dérivé bnpp-rac, les 2 antipodes optique-
ment purs sont obtenus par recristallisation fractionnée,
des sels formés avec l’acide (-)di-0,0’-p-toluyl-L-tartrique
et de son antipode optique.

abrorption 3 350 nm

)

mese \ racémate ~

N S~

1 . 2 3 [} 5

temps/iours
Fig. 3.2
Séparation par chromatographie sur silice
de bnpp-meso et bnpp-rac.

Caractérisation

Afin de déterminer la pureté optique, 2 dérivés de bpp sont
synthétisés.

A. bpp + 2 chlorure de (~-)camphanyle — Bis(-)camphanate de bpp
Par HPLC il est alors possible de séparer les 2 ou 3 (si le
meso est présent) diastéréoisoméres formés, et ainsi de dé-

terminer la pureté optique de bpp (fig. 3.3).
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MA DE SEPARATION ET DE RE. ION

NOZ
N
!
S
NS
z Cl/C\o - | N
W [ |
&
< IGALa o
bo OzN mz
Bis[N-(p-nitrobenzoyl }pyrrolidinyl-2]-
2,6-pyridine
94 ¢
(bnpp)
H+
“H50
meso - bnpp ———— meso - bpp
S10,
brpp ou % 66 %
EtOAC/ETOH HY,
H50
roc. - bnpp rac bpp
ac. (-1d1-0,0'-p-toluyl-L-tartrigue

(+)

Conditions (fig 33):

Colonne: Nucleosil 120-5C,g (250 x 4 mm)
Colonne de garde: Nucleosil 120-5C;g4 (30 x 4 mm)
Solvant: MeOH/H,0 (60:40)

Débit: 1,2 ml/min.

Temps de rétention obtenus (minutes):
(~)bpp : 19,3
(+)bpp : 21,5

bpp-meso : 22,5
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1)

2)

3}

g

Fig. 3.3
Chromatogrammes des dérivés de bpp avec le chlorure de
(-) camphanyle.
1) Mélange de synthése: a: antipode(-) b: antipode(+)
Cc: meso d: acide camphanique
2) (+)bpp 3) (-)bpp
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B. bpp + 2 8(-)MTPC — Bis-8(-)MTPA-bpp [32]

(S(-)MTPC : S(~) chlorure de O-methoxy-Q-trifluoromethyl-
phenylacetyle)

Par RMN 19F ce dérive (obtenu a partir de bpp-brut) montre 3
pics (fig34).

a b n c
1) \)\x
! |
~.!r__~JL.iii'-~--.w.~..~";/ “~w~.‘m~" !‘L—ww
3 Z 1 ppm
a b
{
A_ﬁg,,«».—m»m’f P Y
5 é 1 ppm
3) | ﬂ
Ww. ! \
L ety
é 2 { ppm

Fig. 3.4
Spectres RMN 19 des dérivés de bpp avec S (-)MTPC.
1) Mélange de synthése: a: meso ; b et c: les 2 antipodes
2) Fraction II (Rg= 0,65) de la séparation sur silice
3) Fraction I (Rp= 0,22)
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Conditions (fig. 34):

Solvant: CDCl4

Fréquence: 188 MHz

Largeur du balayage : 2404 Hz

Nombre de points lors du balayage: 8192
Nombre de balayages: 50

Temps d’impulsion: 6,3 us

Lock: deutérium

Par chromatographie sur couche mince (CCM), 2 spots (I et
II) sont obtenus (RF(I)= 0,22 ; RF(II)= 0,65 ; silice ;
CH,Cl, / acétate d’éthyle 7:1), que le dérivé soit obtenu a
partir de bpp-rac ou de bpp-brut (meso + rac.).

Ces produits (I et II) séparés par CCM, présentent 1 pic (I)

et 2 pics (II) lors de l’analyse par RMN 19g (fig.3.4) .
Il est dés lors aisé de déduire que sur CCM, la séparation

observée se fait entre un antipode d’une part, et 1l’autre
antipode avec le meso d’/autre part.
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33 ETUDE DU SYSTEME Cu®*_+ bpp EN SOLUTION AQUEUSE [31]

Afin de déterminer les constantes d’équilibre du systéme
cuivre-ligand-acide aminé, les titrations potentiométriques
des solutions suivantes ont été effectuées:

a) bpp seul
b) bpp + cu?t (1:1)
c) bpp + cu?t + a.a. (1:1:1)

Les titrations sont effectuées aussi bien avec bpp-meso
qu’avec bpp-rac; les acides aminés choisis sont 1l’alanine et

la proline.

Toutes les solutions sont préparées dans de 1l’eau
bidistillée, et les titrations sont effectuées sous azote.

La fig 35 montre les courbes de titrations de bpp-meso.

Pour toutes les autres titrations, les conditions sont iden-
tiques & l’exemple illustré a4 la page suivante, a part de
légéres modifications de concentrations.

A partir des courbes de titrations, les constantes d’équili-
bre de ces systémes sont calculées gr&ce au programme
"Equilibre” [35], et les valeurs obtenues sont reproduites
dans le tableau 3.1.

Les résultats montrent que la constante de stabilité du com-
plexe [Cu(bpp)]2+ est relativement grande, par rapport a des
composés analogues (cf discussion) et que d’autre part, il
n’y a pas de différence significative entre les valeurs ob-
tenues pour bpp-meso et bpp-rac.
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PH;

g

4

0 1 2 k] 1 eq

a) bpp seul  B) bpp + cu®®  ¢) bpp + cu?® + Ala

Fig. 3.5
Titrations potentiométriques de bpp-meso.

(H')gor = 9,13 . 2073 M

(bPPliot = 2,93 . 1073 M
(Cu?*lior = 2,84 . 21073 N
[alalyoe = 2,86 . 1073 M

La température des solutions est maintenue constante a 25°C,
4 l’aide d’un bain thermostatisé.

La force ionique est fixée a 0,1 par adjonction de KNO,.
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Tableau 3.1 Constantes d’équilibre du systéme Cu2+/bpp-meso
et rac./acide aminé

Ion Equilibre log K2)
meso rac.
ut H,L/H.HL 9,46 9,39
HL/H.L 10,12 10,14
cu?t CuHL/H.CuL 3,26 3,03
CuL/Cu.L 16,70 16,80
CuL(H,0) /H.CuLOH 8,26 8,49
CuL(ala)/CuL.ala 3,77 3,74
CuL(pro)/CuL.pro 3,79 3,92

a) valeurs moyennes de 4 titrations
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3.4 FORMATION ET STRUCTURE DE [Cu(bpp) (H,O0)1(CIO ),

Le complexe [Cu(bpp)(Hzo)](Clo4)2 a été synthétisé dans le
but de pouvoir confirmer par analyse aux rayons-X la struc-
ture proposée au début de ce travail, a savoir la configura-
tion bien spécifique des cycles pyrrolidines par rapport a
l’axe pyridine-cuivre

Ce composé a tout d’abord été obtenu avec bpp-rac.

Fig. 3.6
Structure aux rayons-X du cation [Cu(bpp—rac)H20]2+.

La structure de ce complexe montre gue 1l’un des cycles pyr-
rolidine se trouve devant le plan de la pyridine, 1l’autre
derriére, formant en quelque sorte un "S" couché.

Il y a 2 molécules d’eau de cristallisation par molécule de
[Cu(bpp-rac) (Hy0) 1(Cl04),.
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Tableau 3.2 Ditances de liaison dans le composé
[Cu(bpp-rac) (H,0) ] (C10,) .

atomes distance/A atomes distance/A
Cu-N(1) 1,911(3) C(3)-C(4) 1,380(4)
Cu-N(9) 2,021(2) c(5)-C(6) 1,538(3)
Cu-0 (W) 1,919(3) C(5)-N(9) 1,499(3)
N(1)-C(2) 1,345(3) c(6)-C(7) 1,516(5)
c(2)-C(3) 1,377(4) c(7)-c(8) 1,515(4)
c(2)-C(5) 1,507(3) c(8)-C(9) 1,500(3)
O(W)=-H(OW) 0,70(3) O(W)...0(W2) 2,64(2)

H(OW)...0(W2) 1,95(3)

Tableau 3.3 Angles de liaison dans le composé
[Cu(bpp-rac) (H,0) ] (C10,),.

atomes C angles/°® atomes angles/°
N(1)-Cu-N(9) 83,5(1) C(3)-C(4)-C(3") 120,1(4)
N(l)-Cu;O(W) 180,0 C(2)-C(5)-C(6) 114,2(2)
N(9)-Cu-0 (W) 96,5(1) C(2)~-C(5)-N(9) 111,1(2)
N(9)-Cu-N(9’) 167,0(1) C(6)-C(5)-N(9) 105,8(2)
Cu-N(1)-C(2) 119,1(1) C(5)-C(6)-C(7) 102,8(2)
C(2)~N(1)-C(2') 121,9(3) C(6)-C(7)-C(8) 102,3(2)
N(1)-C(2)-C(3) 119,9(2) C(7)-C(8)-N(9) 104,5(2)
N(1)=-C(2)=-C(5) 114,9(2) Cu-N(9)-C(5) 111,5(1)
C(3)-C(2)-C(5) 125,2(2) Cu-N(9)-C(8) 117,0(2)
C(2)-C(3)-C(4) 119,1(3) C(5)-N(9)-C(8) 107,1(2)

O(W)-H(OW)...0(W2)  171(1)

Opération de symétrie: (’) -x, y, %¥-2
Les cristaux de [Cu(bpp-rac)(H,0)]}(Cl04), sont monoclini-
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ques, et appartiennent au groupe spatial c2/c.

a = 12,484(3); b = 10,788(2); ¢ = 16,668(3) A; B = 109,31(1)"°
v = 2118,5 A3; 2 = 4; Dgyy= 1,622 g/cm’.

Rfinal= 0,030 et Ry, = 0,038 sur 1695 réflexions indépendan-
tes [Fg > 40(Fg)].

Un composé analogue a ensuite été synthétisé avec (+)bpp, de
maniére a obtenir la configuration absolue du ligand. Dans
ce cas, la cristallisation est effectuée en présence du ion
sulfate, et de l’acide (-)di-0,0’-p-toluyl-~L-tartrique, de
maniére a connaitre la configuration absolue d’une molécule,
ce qui permet par la suite de déduire celle des autres.

La structure obtenue cette fois-ci se distingue nettement de
celle obtenue avec le ligand racémique, comme le montre la
fis. 37. En effet, un polymére de coordination ayant comme
unité de base les complexes [Cu(+)bpp]3(so4)3(acide(-)di-
0,0’-p-toluyl~L~tartrique) est obtenu. Cette structure de
base comprend 3 complexes, qui bien que trés ressemblant, ne
sont pas tout a fait identiques en ce qui concerne les an-
gles (tableau 3.5) ainsi que les longueurs (tableau 3.4) de
liaison. De ce fait, dans ces tableaux, les indices (1), (2)
et (3) se rapportent aux différents complexes de l’unité de
base du polymére; de méme que les indices [S(i)] se rappor-
tent aux trois ions sulfates de cette unité de base.

La résolution de cette structure; en tenant compte de 1la
configuration absolue de 1’acide (-)di-0,0’-p-toluyl-L-
tartrique, dont une molécule cristallise avec trois molécu-
les du complexe [Cu(+)bpp](SO,) dans le cas présent, permet
d’attribuer la configuration (R,R) au ligand (+)bpp.

Les cristaux de ([Cu(+)bpp];(504)3(acide (-)di-0,0’-p-
toluyl-L-tartrique)), sont orthorhombiques, et appartiennent
au groupe spatial P2,2,2,.

a = 11,754(2); b = 19,794(2); ¢ = 29,926(4) A.

V = 6962,5 A3, 2 = 4, Dga1c= 1,79 g/om’.

Reinal= 0/085 et Ry= 0,076 sur 2474 réflexions indépendantes
(Fo > 30(Fg) ).
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Fig. 3.7
Structures au rayon-X de
([Cu(+)bppl4(S0,)4(acide (-)di-0,0’-p-toluyl-L-tartrique)).
a) Vue de profil du polymére

b) Vue de face du polymere
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Tableau 3.4 Distances de liaison dans le composé
([Cu(+)bpp] 3 (80,) 5 (acide (-)di-0,0/-p-toluyl-L-tartrique)),

atomes distances/A (1) distances/A (2) vdistances/A (3)

Cu-N(1) 1,942 1,909 1,938
Cu-N(2) 2,031 2,000 2,061
Cu-N(3) 2,000 2,081 2,043
Cu-0(1) 1,947 [S(3)] 1,952 [S(1)] 1,900 [S(2)]
Cu-0(3) 2,310 [S(1)] 2,319 [S(2)] 2,394 [S(3))
Tableau 3.5 Anglas da liaieson dans la composé

([Cu(+)bpp];(80,),(acide (-)di-0,0/-p-toluyl-L-tartrique)),

atomes angles/° (1) angles/° (2) angles/° (3)
N(1)-Cu-N(2) 81,9 80,8 83,8
N(1)-Cu-N(3) 84,9 83,8 81,4
N(1)-Cu-0(1) 168,0 175,5 175,9
N(1)-Cu-0(3) 98,0 90,5 92,6
N(2)-Cu~-N(3) 163,1 161,8 162,7
N(2)-Cu-0(1) 97,8 97,2 96,8
N(2)~-Cu-0(3) 100,0 101,3 95,3
N(3)-Cu-0(1) 93,1 98,9 97,4
N(3)~-Cu-0(3) 92,2 88,3 94,3
0(1)-Cu-0(3) 93,0 86,0 91,4

Une vue détaillée d’une partie du polymére (fig. 3.8) permet de
mieux visualiser les différents atomes se trouvant dans les
2 tableaux ci-dessus.

Les calculs permettant de résoudre les structures ont é&té
effectués avec les programmes SHELX-86 (36] et SHELX-76

(37]), et complétés par des informations provenant des tables
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de cristallographie ([38]; les dessins ont été élaboré avec
le programme PLUTO ([39].

Fig. 3.8
Vue détaillée de la structure de
([Cu(+)bpp]3(804f3(acide (-)di-0,0’-p-toluyl-L-tartrique)),.
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3.5 SYNTHESE DE LA THREONINE [40]

La synthése de la thréonine s’effectue par une réaction de
Knoevenagel (condensation d‘’un aldéhyde ou d’une cétone avec
un groupe méthyléne actif): la glycine activée par formation
d’une base de Schiff avec l’acide pyruvique et par coordina-
tion sur le cuivre, réagit en présence d’une base avec un
aldéhyde.

Dans le cadre de ce travail cette réaction a lieu en présen-
ce du complexe optiquement actif [Cu(+)bpp]2+, ce qui de-
vrait provoquer une induction asymétrique dans les produits
de synthése.

E, TION

: NIl 0
gly + pyr + cu®’ \\Cu/ + H,0+ 2H"
0 | N 2

2+

7N
N + (+)bpp B || cuycHo
N
2+ Wm0 N/erq .
R
0% | N——CH—

+ thr “N / /
04 \ OH
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La thréonine posséde 2 carbones asymétriques, de ce fait il
existe 4 isoméres; la configuration de 1’isomére est donnée
par celle du carbone .

COOH OQOH COOH COOH
HeN-C-H  (S)  H-C-NHz (R) Ha2N-C-H (S)  H-C-NH, (R)
H-C-OH (R) HO-G-H (S)  HO-C-H (S) H-C-OH (R)
Hi CHj éH; CH,
{S}~thréonine {R) -thréonine (S} -allothréonine (R} -allothréonine
Fig. 3.9

Les 4 isoméres de la thréonine en projection de Fisher.

La synthése de la thréonine a tout d‘’abord été étudiée en
fonction du pH (tableau 3.6).

La réaction se déroule dans l’eau, et le pH est fixé par un
tampon 0,2 M borate (9,5 - 10,5) ou phosphate (11,0 - 12,0).

La température de réaction est de 20°C

Les différents pourcentages des isomeéres de la thréonine ob-
tenus par HPLC (cf 3.8 Méthode d’analyse), sont calculés par
rapport a la somme de glycine et de thréonine dans le mélan-
ge réactionnel.

Le tableau 3.6, permet les considérations suivantes:

- La réaction est légérement accélérée par une augmentation
du pH.

- L’excés énantiomérique autant pour la thréonine que pour
l’allothréonine ne varie pratiquement pas en fonction du pH.

~ Le rapport thréonine/allothréonine également reste prati-
quement constant et se situe prés de 3.
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Tableau 3.6 8ynthése de la thréonine en fonction du pH.

[Cu(+)bpp2+] = [glycine] = [pyruvate] Co = 1072 M
[CH;CHO] = 20 C, t = 20°C

temps de % % % % % ee % ee
No pH réaction/h R-thr S-thr R-allothr S-allothr (thr) (allothr)

1 9,5 1,2 9 7 5 <1 13 82
2,7 14 10 8 2 17 60
19,4 32 23 15 4 16 58
2 10,0 1,1 10 7 5 <1 18 82
2,5 18 13 9 1 16 80
19,2 33 25 15 2 14 76
3 10,5 1,0 10 7 6 <1 18 81
2,4 18 13 10 1 16 82
19,0 37 27 17 2 16 79
4 11,0 0,9 18 13 10 16 82
2,3 28 21 15 2 17 80
18,9 40 31 21 2 13 83
5 11,5* 0,8 19 14 10 1 15 82
2,2 29 22 16 2 14 78
18,7 40 30 22 3 14 76
6 12,5% 0,6 13 9 8 1 18 78
2,1 24 18 14 2 14 75
18,6 3s 29 21 3 13 75

Lors des synthéses a pH élevé, et lors de temps de réac-
tion prolongés, la décomposition des acides aminés devient
un facteur important. A la fin de la réaction, & pH 11,5 la
somme des acides 5minés ne correspond plus qu’a 50% de la
glycine engagée, a pH 12,0 il n’en reste que 35%.
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Un probléme important est la décomposition des acides
aminés; wvu la lenteur des condensations (équilibre atteint
aprés plus d’un jour), des conditions de réactions drasti-
ques (pH haut) font apparaitre une disparition importante de
la concentration totale en acide aminé. Ainsi, pour 1la
suite, les essais ne se feront pas a un pH plus élevé dque
10,5.

En fait, le domaine pH est assez limité, puisqu’a pH 9 ou en
dessous, la concentration en base n’est plus assez importan-
te pour permettre a la réaction de se dérouler.

La synthése de la thréonine est ensuite étudiée en fonction
des équivalents de pyruvate (tableau 3.7).

Les conditions générales sont les mémes que celles indiquées
précédemment, mais le pH est fixé cette fois-ci a 10,5 par
un tampon borate 0,2 M.

Le tableau 3.7, permet les observations suivantes:

- La réaction est accélérée par une augmentation de la con-
centration en pyruvate (mais pas d’une maniére linéaire); et
cela jusqu’a un excés d’environ 6, par rapport au complexe
[Cu(bpp)]2+: puis, il y a stabilisation de la vitesse de ré-

action malgré un plus grand excés de pyruvate.

- En présence d’un excés de pyruvate, les excés énantioméri-
ques ne sont que trés légérement supérieurs a ceux obtenus
lors de la synthése avec un seul équivalent de pyruvate.

Il en découle que la formation de complexe mixte cuivre-bpp-
base de Schiff est favorisé par un excés de pyruvate;
néanmoins, ce déplacement de 1l’équilibre en faveur du com-
plexe mixte n’est pas d’une trés grande amplitude, car les
résultats obtenus avec un exces de‘pyruvate ne sont pas tres
différents de ceux obtenus avec un seul équivalent de
pyruvate. Autrement dit, la formation du complexe mixte est
déja trés importante dans un systéme Cu2+/bpp/pyr/gly
(1:1:1:1).

36



Tableau 3.7 Synthése de la thréonine en fonction
des équivalents de pyruvate.

(Cu(+)bpp?*] = [glycine] = c; = 1072 M
[CH4CHO] = 20 C pH = 10,5 t = 20°C

temps de % % % % % ee % ee
No edpyr réact./h R-thr S-thr R-allothr S-allothr (thr) (allothr)

1 2,3 3,2 27 19 14 1 17 87
4,7 32 23 17 1 16 89

21,3 41 29 20 2 17 82

2 4,4 3,1 29 20 17 18 89
4,8 37 26 17 1 17 89

20,9 43 31 18 2 16 80

3 6,7 3,0 33 23 18 1 18 89
4,9 39 29 22 1 15 91

20,7 42 30 21 2 17 83

4 8,8 2,7 33 23 17 1 18 89
5,0 37 27 19 1 16 90

20,6 41 30 20 1 15 90

5 10,9 2,6 32 23 16 1 16 88
5,1 37 27 19 1 16 90

20,5 40 30 22 2 14 83

Les équivalents de pyruvates sont indiqués en unité de Co

Suite a ces résultats, la formation des thréonines par con-
densation d’acétaldéhyde sur le complexe mixte de cuivre-
pyruvylideneglycine a été étudié en fonction de 1la
température, en conservant les autres conditions réaction-
nelles (tableau 3.8).
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Tableau 3.8 B8ynthése de la thréonine en fonction de 1la
température.

fcu(+)bpp?*) = [glycine] = Co = 1072 M [pyruvate) = 2 Cy
[CH3CHO] = 20 Cy pH = 10,5

temps de % % % % % ee % ee
No t°C réaction/h R-thr S-thr R-allothr S-allothr (thr) (allothr)

1 0 2,0 8 5 4 <1 23 >90
4,0 10 7 4 <1 18 >80
2 50 , 0 35 25 20 3 17 73
4,0 40 31 19 3 13 73

Le tableau 3.8, permet les considérations suivantes:

- La réaction sé déroule beaucoup plus rapidement a 50°C
(elle est pratiquement terminée aprés 4 h), mais la sélecti-
vité est plus faible a cette température.

- La sélectivité semble étre fonction de la température,
puisqu’a 0°C, elle est meilleur qu’a 20°C (20% contre 17%
pour les thréonines, et >90% contre 85% pour les
allothréonines).

Afin de compléter 1’étude de la synthése de la thréonine,
cette derniére est mesurée dans un milieu contenant des pro-
portions variables d’éthanol.

Les conditions générales sont les mémes que précédemment,

seul la concentration du tampon est changée: tampon borate
0,1 M (tableau 3.9).
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Tableau 3.9 Synthése de la thréonine en fonction du % EtOH.

(cu(+)bpp3*] = [glycine] = ¢4 = 1072 M ([pyruvate] = 2,2 C,
[CH3CHO] = 20 C;  pH = 10,5 t = 20° C

temps de % % % % % ee % ee
No % EtOH réac./h R-thr S-thr R-allothr S-allothr (thr) (allothr)

1 20 2,6 24 18 15 14 88
4,9 29 22 16 1 14 88

20,6 39 30 23 2 13 84

2 40 2,5 11 9 9 10 83
4,8 20 15 19 2 14 81

20,5 33 26 29 3 12 81

3 60 2,4 7 6 7 <1 8 89
4,7 13 10 12 1 13 85

20,4 24 20 22 2 9 83

4 80 2,3 4 4 5 <1 - >90
4,6 10 8 10 <1 11 >90

20,3 22 18 18 <1 10 >90

Le tableau 3.9 permet les observations suivantes:

- La réaction est ralentie par adjonction d’éthanol, surtout
pour les pourcentages élevés de ce dernier (ralentissement
au début de la réaction de 4 a 5 fois pour un milieu conte-
nant 80% d’éthanol, par rapport au milieu aqueux).

~ La sélectivité diminue pour la thréonine, mais se main-
tient pratiquement pour 1l’allothréonine.

- Le rapport thréonine/allothréonine diminue, et passe de 3
(maoyenne pour les autres synthéses) a environ 2.
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Pour terminer 1l’étude de la synthése de la thréonine, quel-
ques essais ont été effectués avec une quantité catalytique
du complexe [Cu(+)bpp]2+, selon les conditions opératoires
suivantes: [Cu(+)bpp?t] = 5.107% M; (glycine] = 5.1072 M;
[pyruvate] = 10”2 M; pH 10,5; t = 0°-20°C; eau comme
solvant.

Tous ces essais ont conduit au méme résultat, a savoir gque
la thréonine ne se forme pratiquement pas (elle est
détectable, par HPLC, seulement a 1l’état de trace), et que
seule la glycine est bien visible tout au long de 1la

réaction.

En résumé, on constate que la réaction de condensation de
l’acétaldéhyde sur la base de Schiff formée par la glycine
et le pyruvate, en présence du complexe [Cu(+)bpp]2+, con-
duit a4 la formation des quatres diastéréoisoméres de la
thréonine, dont les proportions varient relativement peu en
fonction des conditions réactionnelles.

Pour les réactions mesurées jusqu’a terme, le rendement
global, calculé relativement & la quantité de glycine
engagée, se situe entre 75% et 94%, avec les proportions
suivantes pour les quatres diastéréisoméres et en fonction
des conditions réactionnelles (pourcentages relatifs):

R-thr: 43 - 47% R-allothr: 19 - 23%
8-thr: 31 - 33% 8-allothr: 1 - 5%

(En ne tenant compte que des résultats obtenus en milieu
aqueux) .

La stéréosélectivité observée varie ainsi entre 13% et 17%
pour la thréonine, et entre 73% et 90% pour 1l’allothréonine.

Il est aussi possible de déterminer la sélectivité moyenne
sur le carbone ¢ et B de la thréonine:

Sélectivité (Cg,)
Sélectiviteé (Cg)

(R-thr + R-allothr) - (S-thr + S-allothr)
(S-thr + R-allothr) = (R-thr + S-allothr)
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on obtient ainsi:

S8électivité moyenne sur le carbone & :_31% (R)

8électivité moyenne sur le carbone B8 : 5%
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3.6 SYNTHESE DE LA SERINE [40]

Le schéma de réaction est identique a celui de la thréonine
(cf 3.5 Synthése de la thréonine), simplement, 1l’acétaldéhy-
de est remplacé par le formaldéhyde.

Dans le cas de la sérine, le probléme est un peu plus
simple, car cet acide aminé ne posséde qu’un centre
asymétrique; il n’y aura donc que 2 énantioméres qui se for-
ment lors de la réaction.

La synthése de la sérine a tout d’abord été étudiée en fonc-
tion du pH (tableau 3.10).

La réaction se déroule dans l’eau, et le pH est fixé par un
tampon 0,2 M borate (pH 10) ou phosphate (pH 11-12).

Le rendement chimique est calculé par rapport a la quantité
de glycine engagée au début de la réaction.

Le tableau 3.10, permet les considérations suivantes:
- La sélectivité observée correspond pratiquement a celle
observée pour le carbone & lors de la synthése de la

thréonine.

- La vitesse de réaction augmente légérement avec l’accrois=-
sement Au pH.

- La dégradation des acides aminés devient importante au
dessus de pH 11 et lors de temps de réaction prolongés.

- Un peu de racémisation apparait, dés pH 11 et lors de
temps de réaction prolongé.

- Il n’y a pas de formation d’hydroxyméthylsérine (produit

disubstitué), alors que ce dernier est souvent observé comme
produit secondaire de réaction [21].
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Tableau 3.10 Synthése de la sérine en fonction du pH.

[Cu(+)bpp2+] = [glycine] = [pyruvate] = Cgy = 5.1073 M

[CH,0] = 10 Cy t =20°cC
temps de rdt. ee
No pH réaction/h % %
1*) 10 1 10 10 (R)
2 12 12 (R)
5 22 28 (R)
23 61 28 (R)
47 73 28 (R)
2 11 1 10 8 (R)
2 14 28 (R)
5 28 26 (R)
23 70 24 (R)
47 58 20 (R)
3 12 1 12 14 (R)
2 18 22 (R)
5 32 20 (R)
23 26 14 (R)
47 19 12 (R)

*) La réaction est illustrée graphiquement par la fig 3.10.

En fait, ces résultats sont tout a fait en corrélation avec

ceux observés lors de la synthése de la thréonine.

La réaction de condensation est ensuite étudiée dans du mé-
thanol comme solvant, et en présence de méthanolate de so-
dium 0,1 M en tant que base (tableau 3.11).

Les conditions générales restent identiques aux précédentes.
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fig 3.10

Variation de la concentration des énantioméres de la sérine

en fonction du temps, pour l’essai No 1 du tableau 3.10.

Tableau 3.11 Synthése de la sérine dans MeOH en présence de
MeONa 0,1 M

2+, _ s = = - ~3
[Cu(+)bpp<"] = [glycine] = [pyruvate] = Cy = 5.10 M
[CH,0] = 10 C, t =20° ¢
temps Qe rdt. ee
réaction/min % %
6 30 52 (R)
12 52 56 (R)
18 51 58 (R)
26 46 54 (R)
61 44 46 (R)

Cette fois-ci,
précédents:

les résultats différent manifestement des

- La réaction est beaucoup plus rapide (terminée aprés envi-

ron 15 min.),

et la sélectivité nettement plus grande

(pratiquement le double) dans le méthanol que dans l’eau.

44



- Le taux de conversion est néanmoins plus faible et la ra-

cémisation a aussi lieu.

- L’hydroxyméthylsérine n’est toujours pas observée.

Donc, contrairement & la synthése de la thréonine, 1‘’apport
d’alcool semble étre un paramétre tout a4 fait bénéfique pour
la synthése de la sérine.

Pour terminer 1l’étude de la formation de la sérine, des es-
sais ont été effectués avec une quantité catalytique du com-

plexe [Cu(+)bpp]2+ (tableau 3.12).

Tableau 3.12 Synthése catalytique de la sérine.

[cu(+)bpp?*] = cg = 5.1074 ¥ [glycine] = 10 C,
[pyruvate] = 10 C, [CH,0] = 100 Cj,
Solvant: MeOH base: MeONa 0,1 M t = 25°C
temps de rdt. ee
réaction/min % %
14 31 10 (R)
29 50 10 (R)
50 62 10 (R)
120 66 4 (R)
315 61 2 (R)

Le rendement chimigque est calculé sur la base de la quantité
totale de glycine engagée.

Cette fois-ci, la réaction est catalytique, et ne semble pas
bloquée; par contre, l’excés énantiomérique n’est pas treés
grand, et disparait pratiquement complétement aprés quelques
heures.
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I1 semblerait que lors de l’échange entre la sérine et 1la
glycine, ou entre le pyruvylidénesérinate et 1le
pyruvilydéneglycinate, il y ait en méme temps une racémisa-
tion partielle.

En conclusion, la synthése de la sérine est tout a fait com-
parable a celle de la thréonine, pour autant que la réaction
de condensation ait lieu dans 1l’eau.

En effet, la sélectivité sur le carbone ¢ est a nouveau de
l’ordre de 30% (R).

Par contre, lorsque la synthése a lieu dans MeOH en présence
de MeONa, les résultats différent considérablement autant
par la vitesse de réaction que par sa sélectivité, qui at-
teint alors pratiquement 60% (R), c’est a dire le double.
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3.7 TRANSAMINATION DU PHENYLPYRUVATE EN PHENYLALANINE

La transamination étudiée ici, s’opére par une isomérisation
de la base de Schiff formée entre un céto acide et 1la
pyridoxamine; cette réaction se déroule dans le cadre de ce
travail en présence du complexe optigquement actif
[Cu(+)bpp]3*.

HEMA N:
CHy
H N
3 0 ™
0 N
CULZ" + O oH + R-—E—Cm_ — O \Tl/\
HO N 70
HO  CiNH g
R 0
Cétimine
/N
N ¢ (+)bpp R-‘Clli-csil6
N
CHO c
‘
. HOHZC\@OH fl"'b wme oy "
Cutt’ —C00™
ot Rt R0 == () \;,\}4
HO
ca c
R o

Aldimine
Cette réaction est divisée en 2 étapes:

1. Formation de la cétimine (formation d’une base de Schiff)
entre la pyridoxamine et 1l’acide phénylpyruvique.

2. Isomérisation de la cétimine en aldimine; il y a alors
création d’un centre chiral sur le carbone adjacent de l’a-

2zote coordinateur de la base de Schiff (carbone & du futur
acide aminé).
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L’hydrolyse de 1l’aldimine conduit ensuite au pyridoxal et &
la phénylalanine: le groupe amine a été transféré d’une mo-
lécule a 1’autre.

Dans un premier temps, il semblait utile de faire une étude
qualitative du systéme. En effet, des études antérieures
[26-29] concernant la stéréosélectivité de la transamination
en présence d’un ligand optiquement actif, ont montré que le
pH entre autre avait une grande influence sur une telle
réaction.

Ces mémes études ont montré que l1l’isomérisation de la céti-
mine en aldimine se manifestait par l’apparition d’une forte
bande d’absorption entre 350 et 400 nm, due & la formation
d’une double liaison conjuguée avec le cycle aromatique du
pyridoxal.

De ce fait, la réaction a été étudiée qualitativement par
HPLC et par spectrophotométrie UV en fonction du pH (tableau
3.13).

La synthése se déroule dans l’eau, et le pH est fixé par des
tampons 0,1 M (pH 4-6: citrate; pH 7, 11 et 12: phosphate;
pH 8-10: borate).

Les concentrations de phénylalanine ainsi que la sélectivité
sont estimées sur la base des chromatogrammes d’HPLC.
(cf. 3.8 Méthode d’analyse).

En complément au tableau 3.13, le comportement de 1l’absorp-
tion au cours du temps aux environs de 380 nm est illustré
par 2 spectres (fig 311). '

les enseignements suivants peuvent étre tirés de cette étude

préliminaire:
- L’apparition d’une bande d’absorption aux environs de
380 nm n’est pas en corrélation directe avec la formation de

la phénylalanine pour notre systeéme.
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- En milieu acide, la réaction est lente, non quantitative,

ni stéréosélective.

~ En milieu neutre ou légérement basique, la réaction semble
étre quantitative et est stéréosélective.

- En milieu basique, la réaction est a nouveau freinée, mais
est stéréosélective bien qu’un peu de racémisation apparais-

se lors de temps de réaction prolongés.

Tableau 3.13 8ynthése de la phénylalanine (phe) en fonction

au pH.
(Cu(+)bpp?*t] = ¢; = 2.1073 M (pyridoxamine] = Cg
[phénylpyruvate] = 15 coi t = 20°C
2 h. de réaction 16 h. de réaction
bande a

No pPH 380 nm [(phe] sélectiviteé [(phe] sélectivité
1 4 oui trés faible nulle moyenne trés faible(R)
2 5 oui trés faible nulle faible treés faible(R)
3 6 non trés faible nulle moyenne faible(R)

4 7 non moyenne grande (R) grande grande (R)

S 8 non moyenne grande (R) grande grande (R)

6 9 non mayenne grande (R) grande grande(R)

7 10 non moyenne grande (R) moyenne grande (R)

8 11 non faible grande (R) moyenne grande (R)

9 12 non trés faible grande(R) moyenne faible(R)

Dés lors, on peut formuler l’hypothése suivante: lors de la
transamination en milieu acide, le ligand (+)bpp ne doit pas
étre coordonné sur le cuivre en présence de la base de
Schiff (pas de complexe mixte); ou du moins, si le complexe
mixte existe avec la.forme cétimine de la base de Schiff,
(+)bpp est expulsé lors de la transamination.
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Fig. 3.11
Spectres d’absorption lors de la réaction de transamination
a) pH 5 At = 10 minutes
b) pH 7 At 20 minutes
Conditions de réaction: cf tableau 3.13
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Par contre, en milieu neutre ou basique, la formation énan-
tiosélective de prhénylalanine prouve l’existence du complexe
mixte lors de la transamination; cette existence doit étre
toutefois trés faible, car comme le montre la fig 311, dans
un tel milieu la bande & 380 nm n’a gque trés peu
d’intensité.

En conclusion, les conditions de réactions optimum se trou-
vent dans un domaine pH compris entre 7 et 9.

D’autres essais préliminaires qualitatifs ont été effectués:
Etant donné que le but final est une transamination cataly-
tique compléte, c’est & dire non seulement le passage du
groupe amine de la pyridoxamine au phénylpyruvate, mais en

plus, le transfert subséquent d’un nouveau groupe amine sur
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.le pyridoxal formé (retour a la pyridoxamine), il a semblé
utile d’effectuer la méme réaction que précédemment, mais en
présence de glycine en tant que donneur potentiel de groupe
amine (tableau 3.14).

Tableau 3.14 8Synthése de la phénylalanine en présence de

glycine.
2+, _ _ -3 s : =
{Cu(+)bpp“™] = Cyp = 2.10 M [pyridoxamine] = Cj,
{glycine] = 3 Co (phénylpyruvate] = 15 Cg, t = 20°C
2 h. de réaction 16 h. de réaction
No PH % phe % ee % phe % ee
< - < 10 -
<5 ~ 20 (R) < 10 ~ 30 (R)
< ~ 20 (R) < 10 | ~ 30 (R)

De toute évidence, la présence de glycine géne la réaction
de transamination. L‘’explication la plus plausible, est
qu’il y'a compétition entre la glycine et la base de Schiff
ou le'ligand auxiliaire (+)bpp.

Etant donné que les mémes problémes empéchérent de mener a
bien une étude similaire ([29)], les essais catalytiques ne
seront effectués dorénavant que pour une transamination
simple, c’est a dire sans la présence d’un donneur auxiliai-
re de groupe amine permettant un retour du pyridoxal en
pyridoxamine.

De plus, vu la difficulté a former le complexe mixte de
1’aldimine lors de cette réaction, des essais effectués avec
un excés de ligand (+)bpp devraient fournir des précisions
utiles (tableau 3.15).

Au vu du tableau 3.15, un excés de (+)bpp ralentit gquelgue
peu la réaction, mais n’a pas d’effet sensible a la fin de
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celle-ci.

Tableau 3.15 8ynthése de la phénylalanine en présence
d’un excés de (+)bpp.

fcu?t)= ¢ ='2.1073 M- [pyridoxamine] = Cq
[phénylpyruvate] = 15 C, t = 20°C pH 7

2 h. de réaction 16 h. de réaction

*)

No { (+)bpp] % phe*) % ee % phe % ee

1 Co ~ 50 ~ 30 (R) ~ 80 ~ 30 (R)
2¢, ~ 40 ~ 30 (R) ~ 80 ~ 30 (R)
3¢, ~ 30 ~ 30 (R) ~ 80 ~ 30 (R)

*) Relatif a la quantité de pyridoxamine,

Cela montre qu’il n’est pas nécessaire de travailler en pré-
sence d’un excés du ligand (+)bpp, mais qu‘un équivalent de
ce dernier suffit. :

La réaction de transamination du phénylpyruvate en phényla-
lanine est alors étudiée a pH 7 et 8, en fonction des équi~
valents de pyridoxamine, d‘une maniére quantitative (tableau
3.16).

Les conditions générales de synthése sont identiques a cel-
les employées lors de 1l’étude qualitative.

Lors de ces essais, une solution concentrée de [Cu(+)bpp]2+
récupérée (cf. 3.8 Méthode d’analyse) a été employée.

Le tableau 3.16 permet les considérations suivantes:

- La réaction semble étre légérement plus sélective a pH 8
qu’a pH 7, mais sa vitesse semble étre indépendante du pH.

- Par rapport a la quantité de complexe [Cu(+)bpp]2+, la ré~
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action peut étre considérée comme catalytique, puisque la
quantité de phénylalanine formée est supérieur au
catalyseur.

- La réaction avec 1 ou 2 équivalents de pyridoxamine
(relatif a la quantité de [Cu(+)bpp]2+) est pratiquement
quantitative, mais semble aboutir & une situation d’équili-
bre lorsque la concentration en pyridoxamine est plus
élevée.

Tableau 3.16 8Synthése de la phénylalanine a pH 7 et 8 en
fonction des équivalents de pyridoxamine (PM).

(cu(+)bpp?*)= ¢4 = 2.1073 M [phénylpyruvate] = 15 ¢,

t = 20°C

5 h. de réaction 16 h. de réaction
No [PM] PH % rdt. % ee % rdt. % ee
1 Cg 7 55 20 (R) 90 24 (R)
2 2 ¢ 53 20 (R) 95 22 (R)
3 Co 38 20 (R) 72 22 (R)
4 5 Cq 44 16 (R) 70 18 (R)
5 10 Cq 38 12 (R) 60 16 (R)
6 cg 8 40 24 (R) 90 22 (R)
7 Co 63 28 (R) 85 20 (R)
8 3 ¢q 58 36 (R). 72 20 (R)
9 5 Cq 48 30 (R) 50 20 (R)
10 10 ¢, 32 26 (R) 49 20 (R)

Les rendements chimiques ainsi que les excés énantiomériques
sont déterminés par HPLC, en prenant la S-alanine comme éta-
lon interne.

Les rendements chimiques sont calculés par rapport a la
quantité de pyridoxamine engageée.
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Afin de compléter ce tableau, les spectres UV des solutions
finales (aprés 16 h. de réaction) sont établis entre 450 et
300 nm (fig 312). Il est ainsi visible qu’une bande aux envi-
rons de 380 nm apparait avec l‘/augmentation de la concentra-
tion en pyridoxamine. Cela est certainement di a une augmen-
tation de la concentration de la base de Schiff (forme
aldimine), libre en solution [41].

absordjr.ic{n P

No 1-5 : cf. tableau 3.16

2+
No 6 : [Cul(+)bpp |

/

o e

i Alnm

350!
Fig. 3.12
Spectres de 300 a 450 nm des différentes solutions
aprés 16 heures de réaction.

w
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La réaction de transamination est ensuite suivie au cours du
temps avec un excés de pyridoxamine, & pH 8.

Différents paramétres sont variés, afin de mettre en éviden-
ce certains points (tableau 3.17).

Les conditions générales de synthése restent identiques.
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Tableau 3.17 8ynthése de la phénylalanine avec un excés de
pyridoxamine (PM) et de phénylpyruvate (PPA).

[Cu(+)bpp?*] = 2.1073 M t =20°C pH =28

temps de rdt. ee

No [PM] [PPA] réaction/h % %
13 5 ¢q 5 ¢, 1 22 20 (R)
31 24 (R)
46 26 (R)
24 73 20 (R)
2®) s ¢ 5 ¢, 1 18 22 (R)
27 24 (R)
37 32 (R)
24 61 30 (R)
3¢) 10 ¢q 15 ¢, 2 12 22 (R)
17 28 (R)
34 28 (R)

Les rendements chimiques sont toujours calculés par rapport

a la quantité de pyridoxamine engagée.
a) Le complexe [Cu(+)bpp]2+ provient de la récupération de
ce dernier, 1lors d’expériences antérieures, sous forme de

solution concentrée; la base de Schiff "est formée" 24 h. a
l’avance.

b) Le complexe [Cu(+)bpp]2+ provient de la'récupération de
ce dernier, lors d’expériences antérieures, sous forme de
perchlorate cristallin; la base de Schiff "est formée" 24 h.
a l’avance.

c) Le complexe [Cu(+)bpp]2+ employé a la méme provenance’que
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sous b), la base de Schiff n’est pas formée au préalable.

En complément au tableau 3.17, la réaction décrite par le No
1 est suivie par spectroscopie UV entre 300 et 450 nm (fig
3.13) .

absorptio_n

A
gertyoe]
. 350!
i
Fig. 3.13
Ccinétique de la transamination lors de

l’essai No 1 (tableau .3.17).

Ces résultats permettent les considérations suivantes:

- La sélectivité est plus élevée, et atteint 30% lorsque le
complexe [Cu(+)bpp]2+ employé provient d’un échantillon so-
lide (sel de perchlorate). Ceci s’explique par le fait que
lorsque le complexe est récupéré sous forme de solution, un
tout petit peu de cuivre existe a 1l‘’état libre, provenant
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certainement d’une légére décomposition du 1ligand (+)bpp
lors de réactions antérieures. Cela ne peut étre le cas avec
le complexe obtenu sous forme de perchlorate: lors de la
récupération, le complexe cristallise alors que 1l’éventuel

2+ o5t éliminé dans les eaux-meéres.

excés de Cu
D’ailleurs la transamination en présence du complexe récupé-
ré sous forme de perchlorate est légérement plus lente, ce
qui indique que le ligand (+)bpp désactive quelque peu le
systéme, tout en induisant une asymétrie dans la synthése;
ces effets sont dus sans doute a la géne stérique induite

par (+)bpp.

-~ La préparation préalable de la base de Schiff (24 h. a
l’avance) n’accélére pas la réaction. Ce qui indique que
1’/étape déterminante de vitesse est 1’isomérisation entre la
forme cétimine et aldimine de la base de Schiff.

- L’excés de pyridoxamine provoque l’apparition d’une bande
aux environs de 380 nm; mais la variation en fonction du
temps de cette bande ne correspond pas a celle observée pour
la transamination en milieu acide (cf fig. 311 et 3.13).

En conclusion, la transamination du phénylpyruvate en phény-
lalanine. par isomérisation de la base de Schiff formée avec
la pyridoxamine en présence du complexe [Cu(+)bpp]2+ a les
caractéristiques suivantes:

La réaction se déroule de maniére optimum dans le domaine pH
de 7 a 9, la sélectivité sur le carbone & de l’acide aminé
formé atteint 30% (R), (c’est le méme résultat que pour la
synthése de la thréonine et de la sérine).

Le complexe [cu(+)bpp]2+ peut jouer le rble de catalyseur et
dans ce cas, la sélectivité se maintient a la méme valeur
que lors d‘une réaction stoechiométrique; mais d‘’autre part,
lorsqu’il y a un excés de pyridoxamine, la réaction n’est
plus quantitative: un équilibre est observé.

Pour terminer l’étude de la transamination du phénylpyruvate
en phénylalanine, quelques essais ont été effectués avec un
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autre ligand auxiliaire, afin de comparer .les résultats ob-
tenus avec (+)bpp.

Cet autre ligand auxiliaire est le bis[aza-2-phényl-3(R)-
butyl]-2,6-pyridine (bapbp; fig 314), et a déja été utiliseé

en tant que ligand auxiliaire pour le méme systéme étudié
dans le cadre de ce travail, mais seulement lors de réaction

EHB%“C/NH HN ~(¢—=H

Le ligand (R,R)bapbp. T f

La transamination a tout dfabord été étudiée au cours du
temps, avec une quantité stoechiométrique de pyridoxamine.

La réaction a lieu dans un mélange H,O/EtOH (70:30), afin de
solubiliser le complexe formé par bapbp, et le pH est fixé a

en milieu acide [29].

Fig. 3.14

=

8 par un tampon borate 0,1 M (tableau 3.18).

Tableau. 3.18 8ynthése de la phénylalanine en présence
de (R,R)bapbp.

[Cu(R,R)bapbp?*] = ¢y = 2.10"3 M  [pyridoxamine] = ¢,
[phénylpyruvate] = 15 C, t = 20°C pH = 8

temps de rdt. ee
No réaction/h % %
1 0,3 82 22 (S)
2 0,7 100 22 (8)
3 4,0 100 12 (S)
4 24 100 12 (S)

Les rendements chimiques sont calculés par rapport a la
quantité de pyridoxamine engagée.
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Par rapport a la transamination en présence de (+)bpp, 2 ef-
fets sont caractéristiques de la présence de (R,R)bapbp:

- La vitesse de réaction est beaucoup plus grande.

- La sélectivité diminue au cours du temps.

Cette réaction a été suivie par spectrophotométrie entre 300
et 450 nm (fig 315).

absorption

Fig. 3.15

Cinétique de la
transamination
en présence de
bapbp.

; in" e
{1 350

BqO

Cette fois-ci, la bande d’absorption a 380 nm apparait aussi
lorsque la pyridoxamine est en quantité stoechiométrigque.

Cela peut indiquer un comportement contraire a celui observé
avec (+)bpp & un tel pH: l’isomérisation en aldimine de 1la
base de Schiff expulse le ligand (R,R)bapbp, ce qui a pour
effet d’entrainer la racémisation subséquente de l1l’aldimine,
ainsi que 1‘augmentation de la concentration du complexe

59



[Cu-aldimine], responsable de 1’absorption a 380 nm.
C’est d’ailleurs le mécanisme proposé pour cette réaction en
milieu acide [29].

La transamination du phénylpyruvate en phénylalnine en pré-
sence du ligand auxiliaire optiquement actif bapbp, est en-
suite étudiée avec un excés de pyridoxamine au cours du
temps.

Les conditions générales de la transamination sont les mémes
que précédemment (tableau 3.19).

Tableau 3.19 8Synthése de la phénylalanine en présence de
bapbp avec un excés de pyridoxamine.

[Cu(R,R)bapbp2+] =Cq = 2.1073 M [pyridoxamine] = 10 C,
[phénylpyruvate] = 15 C, t = 20°C pH = 8

temps de rdt. ee
No réaction/h % %
1 0,1 21 44 (8S)
2 0,5 29 48 (8S)
3 1,0 37 42 (S)
4 6,5 68 26 (S)
5 24 72 6 (S)

Les rendements sont calculés par rapport a la quantité tota-
le de pyridoxamine engagée.

Le tableau 3.19 permet les considérations suivantes:
- La réaction est catalytique en complexe [Cu(R,R)bapbp]2+.

- La réaction n’est plus quantitative lorsqu’il y a un excés
de pyridoxamine, alors que c’était le cas en présence d’une
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quantité stoechiométrique de cette derniere.

- L’excés énantiomérique est grand, et atteint pratiquement
50% au début de la réaction.

- Les remarques concernant la vitesse de réaction et la ra-
cénisation sont identiques a celles observées pour la trans-
amination avec un équivalent de pyridoxamine.

En conclusion, la transamination du phénylpyruvate en phény-
lalanine par isomérisation de la base de Schiff formée avec
la pyridoxamine en présence du complexe [Cu(R,R)bapbp]2+
présente les caractéristiques suivantes en comparaison de
celles observées avec le complexe [Cu(+)bpp]2+:

La vitesse d’isomérisation est nettement plus grande. Il en
est de méme en ce qui concerne l’excés énantiomérique au dé-
but de la réaction; pourtant, celui-ci finit par devenir
presque insignifiant lorsque l/’équilibre est atteint.

L’apparition d‘une importante bande d’absorption a 380 nm
méme lorsgue la réaction a lieu en présence d’un seul équi-
valent de pyridoxamine, et la racémisation subséquente, mon-
trent que la quantité du complexe (Cu-aldimine] devient
importahte, par expulsion de (R,R)bapbp, contrairement a ce
qui a été observé avec le ligand (+)bpp.
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38 METHODE D'ANALYSE [40]

Dans un premier temps, il faut séparer les acides aminés du
cuivre, de maniére & pouvoir les doser par la suite. En
effet, les acides aminés en présence de cuivre peuvent exis-
ter sous différentes formes (libres ou complexés), ce qui
empéche un dosage correct.

De bons résultats ont été obtenus avec une résine
chélatante: acryl-IDA; il s’agit en fait de 1l’acide imino-
diacétique greffé sur du polyacrylamide.

De cette maniére, un échantillon préalablement neutralisé du
mélange réactionnel contenant le cuivre, les acides aminés
et d‘’autres substances, est passé a travers une petite co-
lonne contenant la phase acryl-IDA (sous forme Na+) et sim-
plement élué avec de l‘’eau: le complexe [Cu(bpp)]2+ reste
fixé sur le polymére tandis que les acides aminés se retrou-
vent dans 1l’éluat (fig 3.76) .

En fait, l’acide iminodiacétique déplace la base de Schiff,

et forme un nouveau complexe mixte ayant toujours le méme
chromophore CuN,0,.

Ainsi il est possible de récupérer le complexe [Cu(+)bpp]2+
utilisé lors d’une réaction et de le réemployer pour une ré-
action ultérieure. Pour ce faire, il suffit de neutraliser
la solution contenant le cuivre et (+)bpp avec NaOH. Si 1’a-
cide chlorhydrique 2 N a été employé au préalable afin d’é-
luer le cuivre et (+)bpp, une solution concentrée du com-
Plexe est obtenue par concentration et filtrations successi-
ves des précipités de NaCl. Cette solution concentrée peut
étre utilisée lors des réactions ultérieures, néanmoins,
dans ce cas, les excés énantiomériques des synthéses asymé-
triques sont un peu moins bons (cf. 3.7 Transamination).

Cela est dG au fait que lors de toutes ces étapes (synthése
asymétrique; fixation sur acryl-IDA; élution des acides
aminés; élution par HCL 2 N; concentrations; filtrations du
NaCl) une petite partie de (+)bpp est perdue, ce qui provo-
que évidemment un exceés de cu?t en solution.
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mélange réactionnel

| acryl—IDA—Na‘

77///////

Fig. 3.16
acides aminés
+ pyridoxal
Séparation du
cuivre des

acides aminés.

| acryl—m}\-(Cu(*)bpp]Z’

\\\\\\\‘~\~‘ acides aminés

+ pyridoxal

W/

acryl-IDA-H*

Y

\\ Cuz’ . szppz‘

Le meilleur moyen de récupérer le complexe [Cu(+)bpp]2+ pur,
est d’éluer ce complexe de la phase acryl-IDA par HCl0, 2 N:
ainsi, la neutralisation et la concentration de 1’éluat per-
mettent d’obtenir ce complexe sous forme de cristaux; par
filtration et lavage du sel, le cu?t éventuellement en excés

7
/

est éliminé dans les eaux-meéres.
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Grice a cette méthode, Jjusqu’a 70% du complexe peut étre
récupéré, et l’analyse par polarimétrie montre gu’il n’'y a
aucune racémisation, donc qu’il est possible de réutiliser
ce complexe pour une autre réaction de synthése asymétrique.

Pour un résultat optimal, les mélanges réactionnels lors des
synthéses de la thréonine, de la sérine ou de la phénylala-
nine sont neutralisés avant d’étre passés sur la phase
acryl-IDA.

La deuxiéme partie de la méthode d’analyse consiste a sépa-
rer les différents acides aminés entre eux, ainsi que leurs
isoméres. Ce probléme a été résolu par la dérivation des
acides aminés avec le produit optiquement pur (+)FLEC
(chloroformate de (+)-0-(fluorényl-9)éthyle) et séparation
de ces dérivés par HPLC.

La synthése et le dédoublement de FLEC sont décrits ici, car
des modifications aux travaux déja publiés [42] ont été né-
cessaires afin d’obtenir ce produit optiquement pur (schéma
de synthése et de dédoublement de FLEC).

Le dédoublement du «O-fluorényl-9 éthanol a été grandement
facilité par 1l’analyse du dérivé recristallisé (camphanate
de O-(fluorenyl-9)éthyle), par HPLC sur une phase de type
Pirkle ((R)-dinitro-3,5-benzoylphénylglycine greffée sur du
propylamine de gel de silice) [43-47]. En effet, en em-
ployant une phase optiquement active de ce type, il est pos-
sible de visualiser la progression du dédoublement (fig 3.17) .

Lors de la recristallisation du dérivé, camphanate de -
(fluoreényl-9) éthyle, les cristaux se trouvent soit sous la
forme d’aiguilles, soit sous la forme de prismes; gréce a
1’analyse par HPLC sur phase de type Pirkle, il a été mis en
évidence que les cristaux de type prismatique étaient nette-
ment enrichis en isomére dextrogyre, tandis que ceux sous
forme d’aiguilles contenaient un excés de 1l’isomére lévogyre

(fig. 3.17) .
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HEMA DE SYNTHESE ET DE DEDQUBLEMENT DE FLEC

OH
1) BuLi
CH CHO 13 %
3) HZO

fluoréne o fluorényl-9)
éthanol

pyridine| chlorure de

{~)camphanate de (-} camphanyle

(-)x(fluorényl-9) éthyle

recrist. (~) camphanate de
EtoH o4 fluoranyl-9) éthyle
(-)camphanate de 84 3
{+)¢(fluordnyl-9) éthyle
22 %
[0<]589 = + 49 (EtOH; 0,1)
THF LiAlH4
OH- 0~C—cl
54 % toluéne 96 &
(CH3CH2)N
(+}octfluorényl-9) éthanol chloroformate de
[Dt»]589 = + 30 (CH2C12: 0,1} {+)e¢ifluor2anyl-9) éthyle

[lggg = + 74 (acétone; 0,5)

Les conditions pour l‘’obtention des chromatogrammes (fig. 3.17)
sont les suivantes:

Phase: (R)-dinitro-3,5-benzoylphénylglycine
greffée sur du propylamine de gel de
silice 5 um.

Colonne: 250 x 4 mm

Solvant: hexane/isopropanol (95:5)

Débit: 2 ml/min.

Temps de rétention obtenus (minutes): isomére (-): 6
isomére (+): 8
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4P recriat. 547 raceiet. 6™ recrist. 8%™ recrist.

1 : lsombre (=)

2 : ieomire (s}

2 1

czristaux soua forme d'aiguilles cristeux acus forme de prismea

Fig. 3.17

Détermination par HPLC de 1l’évolution du dédoublement du
(-)camphanate de - (fluorényl-9)éthyle,
et mise en évidence de l’enrichissement

diastéréoisomérique des différents cristaux.

La dérivation des acides aminés par (+)FLEC, s’effectue
alors trés facilement selon des conditions douces (milieu
aqueux, température ambiante, pH légérement basique, temps

de ‘réaction court) [42;48].

H, DE DERIVATION

cH, o
L CH, M

. ]
W CH-o0-c~a n_'CH—0- C—NH-CH—COO"
]

T« 20%
. +  MN-CH-C00" — o O R
gag o, 2 O

S min,
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Les dérivés sont ensuite séparés par HPLC sur phase inversée
(fig 318 et fig. 3.19) .

L

1t S-sllcthréonine 2t R-sllothréonine 7: S-sérina 8: Resérine
3t S-thréonine 41 R-thréonins

St glycize  6: FLEC hydrolysé

synthase asymétriqus de la thréonine synthise esymétrique de la sérine
{S-sérine utilisée comme étalon interne) {R-thréonine utilisés comme étmlon interne)

Fig. 3.18
Séparation des isoméres dé la thréonine et de la sérine;
analyse de 2 mélanges réactionnels lors de synthéses
asymétriques.

Temps de rétention obtenus (minutes):

8-gsérine: 14,3 R-sérine: 15,0
g8-allothréonine: 16,8 R-allothréonine: 17,8
8-thréonine: 19,3 R-thréonine: 20,2
vglycine: 23,0 (+) FLEC hydrolysé: 24,4
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(Selon ces conditions, l’hydroxyméthylsérine montre un temps

de rétention de 9,4 minutes).

Les conditions de séparation sont les suivantes pour la
thréonine et la sérine:

Colonne: Nucleosil 120-5C;g (250 x 4 mm)

Colonne de garde: Nucleosil 120-5Cy4 (30 x 4 mm)
Solvant: H3PO, 0,1 M / CH4CN / MeOH (60 : 35 : 5)
Débit: 0,7 ml/min.

Fig. 3.19

Séparation des isoméres

de la phénylalanine d‘un
mélange réactionnel, lors 2
d’une synthése asymétrique.

UL

synthdse asymétrique da la phénylalanine
s R-phénylalanfne 2: S-phénylelenine
3t FLEC hydrolysé 4: S-slanine (dtalon interne)

Pour la phénylalanine, les conditions sont les suivantes:

Colonne: Nucleosil 100-5Cg (250 x 4 mm)

Colonne de garde : Nucleosil 120-5C;g (30 x 4 mm)
Solvant: tampon acétate pH 4,8* / THF (55 : 45)
Débit: 1,2 ml/min

* Le tampon acétate est préparé en dissolvant 1,8 ml d’acide

acétique pur dans un litre d’eau et en ajustant le pH a 4,8
par NaOH 2 N.
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Temps de rétention obtenus (minutes):

R-phénylalanine: 8,3 8~-phénylalanine: 9,5
FLEC hydrolysé : 12,6

Il est intéressant de remarquer qu’il est possible d’inver-
ser l’ordre d’élution des énantioméres simplement en chan-
geant le solvant. Ainsi, la séparation de la thréonine (fig
318) montre que les isoméres S sortent en premier de 1la
colonne, sous les conditions décrites précédemment. Par
contre, si le solvant utilisé est le mélange suivant:

tampon acétate pH 4,35 / THF / CH5CN (65 : 20 : 15)
(débit 1 ml/min.)

les isoméres R sortent en premier (fig3.20).

Temps de rétention obtenus (minutes):

R-allothréonine: 8,0 8-allothréonine: 8,3
R-thréonine: 9,3 8-thréonine: 10,0
gly: 10,9 FLEC hydrolysé : 25,4
R-alanine: 15,9 8-alanine: 16,8

5 ]

Fig 320

Autre séparation des
isomeéres de la thréonine
et de l’alanine.

L.GA‘ ’ kv
1: R-allothréonine  2: S-allothréonine

3: R-thréonine 4: S-thréonine 5: glycine
6: R-alanine 7: S-alanine 8: FLEC hydrolysé
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Les avantages de cette méthode d‘’analyse résident dans sa
simplicité (une seule élution pour enlever le cuivre, et une
seule dérivation quel que soit l’acide aminé), et sa rapidi-
té (env. 1 heure pour déterminer la quantité des différents
isoméres des acides aminés présents dans le mélange

réactionnel).
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4. DISCUSSION

4.1 BIS(PYRROLIDINY1-2)-2,6-PYRIDINE (b

La synthése de bis(pyrrolidinyl-2)-2,6-pyridine conduit a un
rapport isomérique bpp-meso/bpp-rac de environ 2. Vu que les
carbones asymétriques se forment lors de 1l’hydrogénation
[49], 11 est possible d’attribuer ce rapport aux différents
rotaméres planaires du précurseur de bpp (ceux-ci doivent
étre relativement stables, vu la conjugaison des orbitales

lors d’un tel arrangement géométrique).

Fig. 4.1
Les 3 rotaméres planaires du

bis(dihydro-3,4-pyrrol-2H-yl-5)-2,6-pyridine.

En effet, si 1’on suppose que la réduction .des 2 fonctions
imines se fait simultanément sur la surface du catalyseur,
on remarque que statistiquement 2 rotaméres (1 et 3) condui-
sent au méso, mais un seul (2) au racémate. C’est donc lors
de cette étape qu;il faut agir pour augmenter la quantité de
ligand racémique (ou optiquement actif directement), si
c’est a4 cet isomére que l’on s’intéresse. Remarquons qu’il
serait peut-étre possible d’cbtenir sélectivement 1’/isomére
meso, en réduisant le bis(dihydro-3,4-pyrrol-2H-yl1-5)-2,6-
pyridine en présence d’un ion métallique capable de coordon-
ner le rotamére (1) de la fig 4.1.

La synthése de bpp est effectuée par analogie a celle de la
nornicotine; et souvent, la réduction de la myosmine

(précurseur de la nornicotine) est réalisée par le borhydru-
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re de sodium ou le cyanoborhydrure de.sodium ([33,50-52].

N .
N 'NaBH4 H
N (NaBH,CN) N . 70-95 %
Fig. 4.2

Réduction de la myosmine en nornicotine

par le borhydrure de sodium.

Des réductions stéréosélectives ont été effectuées ces der-
niéres années avec un grand succés, par l‘emploi d’hydrures
de bore optiquement actifs, par H.C. Brown notamment.
Malheureusement, ces réactifs n’ont pas été appliqués a la
réduction d’imines, et fonctionnent trés bien surtout lors
de la réduction de cétones [53].

HO ‘JH
—
(-) IpczBCl ©>\
98 ¢ ee

Fig. 4.3
Réduction stéréosélective d’une cétone.
(-)Ipc,BCl: chlorure de (-)diisopinocamphenylborane

Néanmoins, il semble qu’il serait judicieux d’essayer de ré-
duire le précurseur de bpp avec un des nombreux dérivés op-
tiquement actif d’hydrure de bore, si 1l’on s’intéresse a des
quantités plus grandes de bpp optiquement pur, vu les diffi-
cultés a séparer le mélange brut de ce dernier, et les per-

tes qui en résultent.
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42 LE COMPLEXE [Cu(bpp)1®*

A. Formation de [Cu(bgg)]z"'gn solution aqueuse

Il est intéressant de comparer les constantes d’équilibre de
protonation de bpp et de formation de complexe de Cu(II),
avec celles de ligands analogues utilisés lors de travaux
précédents ([29,30], ainsi gu’avec d’autres triamines
(tableau 4.1).

~ H.C X ~CH
H,C N (‘:Hz 3 \H\ N (l:H 3
NH HN NH AN
H . _-CH e NA
JC\Cﬁ R e H,C CH,
Bis(aza—2-—phényl—3—butyl)— Bis (aza-3-butyl-2) -
2,6-pyridine (bapbp) 2,6-pyridine ( babp)
Fig. 4.4

.bapbp et babp, deux ligands analogues a bpp.

Les ligands bapbp et babp ont aussi été utilisés lors d’étu-
des de réactions énantiosélectives dans des complexes mixtes
de type cuivre(II)-base de Schiff.

Les variations des divers constantes de bpp, babp et bapbp
se présentent comme une suite logique: plus les pKa sont
grands, plus la constahte de stabilité avec le cuivre(II)
est grande, mais par éontre, plus la stabilité des acides
aminés dans les complexes mixtes est petite. De ce fait, les
acides aminés coordonnés sur le complexe [Cu(bpp)]2+ de-
vraient étre moins activés qu’en présence de [Cu(babp)]2+ ou
[Cu(bapbp) ]2*; néanmoins, cette déstabilisation des acides
aminés dans le complexe mixte peut présenter un avantage
lors de synthéses catalytiques, puisque 1l’acide aminé formé
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dans la réaction sera plus facilement échangé par 1le
substrat.

Tableau 4.1 Comparaison des constantes d’/équilibres de bpp
avec d’autre triamines.

ligand L pK; PK, logKeyg, 1°9KCuL(aa) acide aminé
bapbp 7,49 8,57 10,50 4,92 gly
4,70 ala
babp 9,00 9,80 14,13 4,47 gly
4,02 ala
bpp-rac 9,39 10,14 16,80 3,74 ala
3,92 pro
dien?) 9,02 9,88 15,90
bap?) 8,82 9,28 15,20
dpa3) 2,60 7,29 14,40

1) dien: diéthylénetriamine (54]
2) bap: bis(aminométhyl)-2,6-pyridine ([55]
3) dpa: di(picolyl-2)amine ([54]

D’autres part, on remarque que bpp forme avec le cuivre(II),
le composé de coordination le plus stable, ce qui peut étre
attribué en partie a la plus grande basicité de ses groupes
amines aliphatiques, mais aussi, vraisemblablement, & 1la
grande rigidité du systéme formé. Un telle augmentation de
la stabilité du complexe dlle a4 la rigidité du systéme pour-
rait étre comparée a ce qui est parfois désigné comme 1l’ef-
fet macrocyclique, et qui est particuliérement prononcé dans
les complexes formés par les porphyrines et leurs analogues.
bpp libre ayant déja une géométrie treés particulieére, l’ato-
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me coordinateur n’a pratiquement plus gu’a se placer en son
centre afin de fixer la configquration.
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B. Btructure de [Cu(bpp)]?*tsolide

La structure de 1’ion [Cubpp-rac]2+, comme elle a été déter-
rinée par diffraction aux rayons-X et décrite en détail dans
le chapitre 3 "résultats", montre l’exactitude des prévi-
sions concernant la conformation du ligand: un cycle pyrro-
lidine se trouve devant le plan de la pyridine, l’autre
derriere.

Il est ainsi visible que l’approche d’un substrat fixé sur
le cuivre(II) se fera préférentiellement d’un cété plutédt
que de l’autre, les cycles pyrrolidines jouant le réle de la
géne stérique (nous reviendrons en détail sur la géne stéri-
que exercée par bpp lors de la discussion concernant la syn-
thése de la thréonine).

En ce qui concerne la structure en forme de polymére de
coordination, obtenue avec le complexe optiquement pur,
([Cu(+)bpp)3(S0,) 5 (acide (-)di-o,0’-p-toluyl-L-tartrique)),,
il faut remarquer la particularité de la longueur de liaison
entre le Cu(lI) et un des ions sulfates: en effet, la dis-
tance de liaison de 1,9 A entre le Cu(II) et un oxygéne du
sulfate le plus proche, montre que ce ion est directement
coordonné sur le Cu(II).

Une autre particularité de cette substance, est sa structure
secondaire; c’est un polymére de coordination qui est enrou-
1é autour d’un axe.

Bien que le polymére soit linéaire, la structure obtenue aux
rayons-X montre que le cuivre(Il) tourne autour de l’axe de
propagation, et en méme temps, le complexe tourne sur lui-
méme autour de son axe Cy.

Ces structures sous forme hélicoidale ne sont pas trés
fréquentes, néanmoins on en trouve quelques exemples dans la
littérature [56].

Vu la conformation de bpp optiquement pur autour du cuivre,
il est plausible de dire que les rotations du complexe sont
dues A l’arrangement spatial de bpp, qui est en quelque sor-
te "enroulé" autour du cuivre(II): la structure du complexe
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donne alors l/impulsion nécessaire a la formation d’un poly-
mére de structure hélicoidale.

I1 faut remarquer encore, qu‘a ce jour, la structure du com-
Plexe optiquement pur sous forme de simple perchlorate
([Cu(+)bpp]) (C104),), obtenu de la méme maniére que le com~
plexe racémique n’‘a pas été résolue. Toutefois, selon les
premiéres analyses aux rayons-X, il s‘’agirait également d‘un
polymére de coordination.
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4.3 FORMA’ DE THREQNINE

La vitesse de formation de la thréonine en présence du 1li-
gand auxiliaire bpp est relativement lente (environ 20 heu-
res pour atteindre l’équilibre, a pH 10,5, et avec 1 seul
équivalent d’acide pyruvique),si on la compare a la vitesse
de la méme réaction observée par H. Su ([30] avec le ligand
bapbp (environ 2 heures pour atteindre un équilibre a pH 9,8
et avec 1 seul équivalent d’acide pyruvique).

Comme le mentionne la littérature [18,19], la réaction en
milieu basique de la glycine coordonnée sous forme de base
de Schiff, commence par une déprotonation et formation d‘un
carbanion (fig. 45). La vitesse de la réaction dépend ainsi de
la dissociation du proton du carbone & de la glycine.

N\ /O dissoc N\ /Oro
C \ Cu
\ L T

7N
N : bpp / bapbp

\N

fig. 4.5
Dissociation du proton du carbone & de la glycine

coordonnée sous forme de base de Schiff

En tenant compte de ce fait, la vitesse relative de forma-
tion de la thréonine peut étre expliquée sur la base des
différences de stabilité des espéces réactives. Au chapitre
précédent, nous avons comparé les valeurs des constantes de
stabilité des ligands bpp et bapbp; il en ressortait que:

Rour, (PPP) > Kour, (bapbp)

Rcun(aa) (PPP) < Reyp(aa) (P2PPP)
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En d’autres termes, le complexe CulL est plus stable avec
bpp, par contre, l‘’acide aminé dans le complexe mixte en
présence de bpp est déstabilisé par rapport a l’acide aminé
dans le complexe mixte formé avec bapbp.

Si 1’on applique maintenant ce résultat au complexe mixte
formé avec, non pas un acide aminé, mais une base de Schiff,
il en découle que cette derniére en présence de [Cu(bpp)]2+
est moins activée que celle formée avec [Cu(bapbp)]2+, et

ainsi devrait réagir moins vite.

En ce qui concerne l’excés énantiomérique des synthéses asy-
métriques en présence de [Cu(+)bpp]2+, on peut constater
gu’il varie relativement peu en fonction des conditions
réactionnelles, et se situe entre 13% et 17% pour la
thréonine, et entre 73% et 90% pour l’allothréonine. Il est
néanmoins visible que l’excés énantiomérique varie en fonc-
tion de la température. En prenant les moyennes des résul-
tats obtenus, on observe pour la thréonine un excés énantio-
mérique de 20 +/- 3% & 0°C, de 17 +/- 1% a 20°C et de 15 +/~
2% a 50°C. Pour l’allothréonine, les excés énantiomériques
sont de >90% a 0°C, de 85 +/~- 3% a 20°C et de 73% a 50°C. Ce
qui correspond en terme de différence d’énergie libre d‘ac-
tivation ( AAG*), aux énergies suivantes: pour la thréonine,
0,9 kJ a 0°¢c, 0,9 kJ a 20°C et 0,8 kI a 50°C. Pour
l’allothréonine, 6,7 kJ a 0°C, 6,2 kJ a 20°C et 5,0 kJ a
50°C. On remarque ainsi, que pour passer de 73% a 90% d’ex-~
cés énantiomérique, il faut un gain de différence d‘énergie
d’activation de pratiquement 2 kJ, ce qui est beaucoup com-

paré a la valeur absolue de ces énergies.

La vitesse de réaction peut étre accélérée par augmentation
de la température, ou un excés de pyruvate, mais aussi par
un accroissement du pH. Ce dernier doit cependant se trouver
entre 10,5 et 9,5, car a des pH plus élevés la décomposition
des acides aminés devient une réaction secondaire
importante, et a des pH plus bas la réaction de formation de
la thréonine devient si lente qu’elle n’est pratiquement
plus perceptible.
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Si les excés énantiomériques varient peu, on remargue aussi
que la gquantité de thréonine est toujours nettement supé-
rieure & celle d’allothréonine (le rapport thr./allothr. est
d’environ 3).

De plus, le trés grand excés énantiomérique observé pour
l’allothréonine n’est nullement comparable avec les autres,
mesurés dans ce travail.

Il a été montré que lorsque la glycine réagit en milieu ba-
sique sous forme de base de Schiff coordonnée sur un métal,
la premiére étape est la formation d’un carbanion [18,19],
par déprotonation du méthyléne activé de la glycine. Mais la
différenciation de 1’hydrogéne pro-S ou pro-R de la glycine
par le ligand ne doit pas étre la seule explication a ce
phénoméne.

Certaines études, menées sur le méme genre de réactions ont
montré que la réaction avec les aldéhydes peut se dérouler
par la formation d’un produit intermédiaire cyclique genre
oxazolidine (18,19,57,58].

N /‘rlq
N:\l //O B~ N:\CU//O
X SN Q< M
{ |
OH M
Fig. 4.6

Formation d’une oxazolidine
par cyclisation intramoléculaire.

Ainsi, par construction de modéles moléculaires, il est pos-
sible de montrer que 1l/isomére S-allothréonine est nettement
défavorisé stériquement par rapport a son antipode optique,
si la réaction a lieu en présence du complexe [Cu(RR)bppj2t.
La situation pour les deux énantioméres est représentée pour
la thréonine et l’allothréonine dans la fig 4.7.

Il est intéressant de noter ici que la configuration absolue
du ligand (+) ou (~)bpp a d’abord été provisoirement attri-
buée (R,R pour l’isomére dextrogyre) sur la base de la for-
mation préférentielle de R-allothréonine dans la réaction de
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[Cu(+)bpp(pyrgly)] avec 1l’aldéhyde acétique. Cette hypothése
a ensuite été confirmée par la détermination aux rayons-X de
la configuration absolue de [Cu(R,R)-(+)bpp]2+. Cette syn-
thése constitue donc un des rares cas de synthése asymétri-
que dans lequel la configuration absolue du produit peut
étre prévue sur la base de la configuration absolue du réac-
tif auxiliaire.

a)

b)

Fig 4.7
Les complexes mixtes aprés condensation de 1l’acétaldéhyde
sur la base de Schiff et formation d’une oxazolidine.
a) Intermédiaire conduisant a S-thr. et S-allothr.

b) Intermédiaire conduisant a R-thr. et R-allothr.
(les cercles entourant les lettres R et S représentent
un groupe méthyle)
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D’autre part, la stéréosélectivité de la réaction peut s’ex-
primer d’une maniére différente: En tenant compte des 4
isoméres, il est possible de calculer la sélectivité moyenne
sur le carbone « (carbone de la glycine) et le carbone 8.
sur le carbone @, 1l’excés énantiomérique est en moyenne de
30% en faveur des isoméres R. Une représentation schématique
des hydrogénes pro-R et pro-S de la glycine coordonnée sous
forme de base de Schiff sur le complexe [Cu(R,R)bpp]2+ per-
met d’expliquer ce résultat.

H
{pro-8)
{pro-R)

(pro-R) (pro-s)

Fig. 4.8
Vue de face et de dessus du complexe mixte
[Cu(R,R)bpp(pyruvylidéneglycinate)].

En conclusion, les stéréosélectivités observées découlent de
2 effets: d’une part, une géne stérigque du complexe conduit
préférentiellement aux isoméres R, pour autant que le ligand
employé soit de configuration (R,R). D’autre part, il y a
formation d’un intermédiaire cyclique (oxazolidine), qui
permet alors une différenciation trés nette entre les isomeé-
res optiques de 1l’allothréonine. Ces 2 effets peuvent agir
simultanément: de ce fait l‘approche et l’arrangement spa-
tial de l’acétaldéhyde par rapport au complexe dépendent de
la géométrie du ligand auxiliaire (fig 49).

Une situation intermédiaire pourrait ainsi se former sous
1’influence d’une base, et subirait par la suite un réaran-
gement électronique concerté conduisant aux produits.

Remarquons encore, gu‘un intermédiaire cyclique du genre
oxazolidine doit étre relativement stable dans les condi-

tions de réactions étudiées. En effet, toute tentative de
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rendre le systéme catalytique, en ajoutant un grand excés de
glycine et d’acide pyruvique, ont conduit a un échec: il
semble que 1l’échange entre la thréonine et la glycine ou en-
tre le pyruvylidénethréoninate et le pyruvylidéneglycinate
n’ait pas lieu selon nos conditions opératoires, ou qu’il
soit treés lent.

Fig. 4.9

Une situation de

réaction supposée.
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4,4 FORMATION DE LA SERINE

Si 1’on considére les résultats obtenus lors de la formation
de la sérine par la condensation de ([Cu(+)bpp(pyrgly)] avec
1’aldéhyde formique en milieu aqueux, on constate une forte
similitude avec les résultats obtenus lors de la formation
de la thréonine. En effet, la réaction a lieu de maniére op-
timale prés de pH 10 (plus haut il y a décomposition des
acides aminés) et 1l’excés énantiomérique observé atteint
pratiquement 30% en faveur de 1l’isomére R, pour autant que
le ligand utilisé ait la configuration (R,R). Les mémes
considérations méchanistiques que pour la synthése de 1la
thréonine sont donc valable.

Lors de cette réaction en présence du ligand auxiliaire
(+)bpp, aucune formation du produit disubstitué
(hydroxyméthylsérine) a été observée. Ceci est intéressant
en comparaison avec les résultats obtenus par Casella et coll.
[21], gqui ont invariablement trouvé 1’hydroxyméthylsérine
lors de la condensation du formaldéhyde sur la glycine ou la
glycine sous forme de base de Schiff, coordonnée sur
Co(IXII), Cu(II) ou Ni(II). On peut ainsi constater que la
présence du ligand empéche la formation du produit
disubstitué, empéchement qui devrait étre d’autant plus
grand si la réaction se déroule par formation d’un intermé-
diaire oxazolidine.

Lorsque la réaction est effectuée dans le méthanol comme
solvant, et en présence de MeONa comme base, les résultats
différent de ceux obtenus précédemment. En effet, la réac-
tion devient plus rapide (pratiquement terminée en moins de
20 minutes) et l’excés énantiomérique monte a 58% en faveur
de l’isomére R, c’est & dire pratiquement le double.

Il semble d’autre part que la réaction conduise a une situa-
tion d’équilibre, et une racémisation du produit formé se
manifeste aprés que le rendement ait atteint environ 50%. Ce
comportement pourrait indiquer qu’il n’y ait pas, dans ce
cas, formation d’une structure du type oxazolidine permet-
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tant de stabiliser le produit. L‘augmentation de la vitesse
peut étre expliqué par une déprotonation favorisée par la
plus grande basicité du milieu réactionnel.l La stéréosélec-
tivité plus élevée dans le milieu MeO™/MeOH est difficile a
expliquer a 1l’aide des résultats obtenus jusqu’a présent.

Pour la méme réaction, avec un systéme semblable, Belokon et
coll. [19] ont observé une inversion de la chiralité du pro-
duit en passant d’un milieu NR3/H,0 & CH30 /CH,0H. Ces au-
teurs ont expliqué cette inversion par une coordination dif-
férente du produit sur le métal. Cette hypothése implique
que la sélectivité est de nature thermodynamique et que le
produit est équilibré selon la stabilité relative des com-
plexes mixtes diastéréoisoméres. Cette explication ne peut
cependant pas étre avancée pour le cas décrit dans ce
travail, puisque le produit obtenu dans les deux milieux ré-
actionnels posséde la méme configuration.

w—0~=0 ol ~0~ o
Sy, SSNC00°
C// v / C//
N\ OH \
Fig. 4.10

Produit intermédiaire de réaction, selon Belokon.

Lors de la réaction dans MeOH avec MeONa comme base, le sys-
téme peut étre rendu catalytique. Si 1l’on utilise un exces
de glycine et d‘’acide pyruvique dans le mélange réactionnel
de départ, on obtient une quantité plus grande de sérine par
rapport au complexe engagé (il est connu {19} que la reéac-
tion en absence de métal n’a pratiquement pas lieu, vu la
faible acidité des protons du groupe méthyléne de 1la
glycine).

L’échange des acides aminés se déroule donc suffisament ra-
pidement pour permettre a la réaction d’avancer selon un cy-
cle catalytique. On constate cependant que le produit obtenu
montre une activité optique nettement plus faible comparée a
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celle de la réaction stoechiométrique. En fait, il existe a
ce sujet une ambiguité: il n’est pas possible de dire si la
faible sélectivité observée est imputable & une racémisation
du produit lors ou avant l’échange des acides aminés, ou a
la formation d’un nouveau conmplexe mixte achiral
[Cu(gly) (pyrgly)] par échange du ligand auxiliaire (+)bpp
avec la glycine.
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4.5 TRANSAMINATION DU PHENYLPYRUVATE EN PHENYLALANINE

Dans les études précédentes qui ont été effectuées dans no-
tre département [26-29], 1’étude de la réaction de transami-
nation était limitée a un domaine pH situé entre 4 et 5,5 et
au seul ligand auxiliaire bapbp. En plus de l‘utilisation du
nouveau ligand bpp, le but du présent travail est de trouver
des conditions optimales de la réaction.

La réaction de transamination entre la pyridoxamine et 1l‘a-
cide phénylpyruvique en présence de [Cu(+)bpp]2+ a été ob-
servée par mesure spectrophotométrigque dans 1‘UV, et par
analyse du mélange réactionnel par HPLC. Pour les conditions
réactionnels suivantes: [Cu(+)bpp2+] = Cq = 2.1073 M;
[pyridoxamine] = Co/ [phénylpyruvate] = 15 Cy; t = 20°C; mi-
lieu aqueux tamponné 0,1 M, les principales observations
peuvent étre résumées de la maniére suivante:

1. De pH = 4 a pH = 6 une bande d’absorption apparait a 380
nm, montrant la présence du complexe Cu-aldimine ou Cu-
aldimine-bpp.

2. L’apparition de la bande d’absorption & 380 nm et la for-
mation de phénylalanine ne sont pas synchrones: la formation
de phénylalanine continue aprés que l’absorption a 380 nm

ait atteint sa valeur maximale.

3. La phénylalanine obtenue en dessous de pH = 6 est
racémique.
4. Au dessus de pH = 6 la réaction devient stéréosélective

et la stéréosélectivité atteint un maximum de 30% & partir
de pH = 8. De plus, le produit est optiquement stable, c’est
a4 dire gqu’aucune racémisation n’est observée pendant le

temps nécessaire a une transamination compléte.

5. A partir de pH = 10 la situation devient moins favorable.
En effet, dans ces conditions, on observe une décomposition
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de l’acide aminé, similaire a celle remarquée lors de la
synthése de la thréonine et de la sérine (cf. p. 34 et 42).
De plus, le produit subit une lente racémisation diminuant
ainsi 1l’excés énantiomérique obtenu.

6. La réaction peut étre conduite de maniére catalytique.
Dans ce cas, la réaction a été examinée pour un pH de 7 a 8,
et jusqu’a un rapport [Cu(+)bpp]2+ : (cétoacide + pyridoxa-
ine) = 1 : 10. lLors de chaque essais, la stéréosélectivité
correspond a celle de la réaction stoechiométrique, et le
produit est optiquement stable. Par contre, 1le rendement
chimigque de la réaction diminue a mesure que le rapport
catalyseur/substrat diminue, pour atteindre une proportion
cétoacide : acide aminé d’environ 1.

Si nous comparons ces résultats avec ceux obtenus avec bapbp
comme ligand auxiliaire, nous constatons quelques différen-
ces importantes. Dans ce systéme, la transamination n‘est
pas seulement sensiblement plus rapide, mais elle montre une
trés importante stéréosélectivité également en milieu lége-
rement acide; par contre, le produit racémise entiérement
par la suite. De plus, l’apparition de la bande dans 1’UV et
la formation de phénylalanine sont parfaitement synchrones.

Ces différences doivent étre la conséquence de la nature
différente des deux ligands auxiliaires. Selon la fig 4.1, on

peut supposer gque parmi les facteurs qui contréllent la
réaction, 1les plus importants sont le pH du milieu
réactionnel, et la tendance de coordination du ligand sur le
cuivre dans les différents complexes qui participent a 1la
réaction. Par le fait que le ligand bpp est fortement basi-
que (pKa; = 9,39; pKa, = 10,14) et forme un complexe de cui-

vre trés stable (log K 16,80), cependant gque bapbp est
faiblement basique (pKa; 7,49; pKa, = 8,57) et forme des
complexes peu stables (log K = 10,50), on peut admettre des
voies réactionnelles différentes, qui expliquent le compor-
tement différent des deux systémes. La fig 411 montre les

équilibres des espéces les plus importantes, ainsi que les
voies de réactions les plus probables.
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Fig 411

Schéma réactionnel des différents complexes permettant
la transamination du phénylpyruvate en phénylalanine.
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Ainsi la réaction en présence de bapbp se déroulerait par la
voie suivante (fig 411):

A—w 1 —»2— 4 (Optiquement actif)—B(racémique)

Avec le ligand bpp, par contre, la voie réactionnel serait
(fig. 4.11) :

- en milieu acide (pH < 6):
A—w3—>4 — 2 —>B

L’équilibre entre les situations "4" et "2" est admis par le
fait que l’absorption UV & 380 nm progresse avec la réaction
a4 pH < 6 en présence de bpp, mais a néanmoins une allure lé-
gérement différente que la bande d’absorption UV observée
pour la réaction en présence de bapbp (dont le maximum se
situe d’ailleurs a 390 nm).

- en milieu neutre ou alcalin:
A—>)1 —2 —»B

Le fait qu’un excés énantiomérique de 30% soit observé, per-
.met deux hypothése: a) seul 30% de la réaction a lieu par la
voie indiquée ci-dessus, une réaction concurrente existerait
par A—»3 —»-4—»B, et conduirait ainsi au produit racé-
mique. b) Le ligand auxiliaire n’induit une stéréosélectivi-
té que de 30%.

L’hypothése b) est la plus probable, car quelques essais de
synthéses ont été menés en présence d’un exceés de (+)bpp par
rapport au Cu(II), sans aucun changement de l’activité opti-
que du produit obtenu en comparaison aux synthéses effec-
tuées en présence d’un seul équivalent de bpp.

L’équilibre "global" entre la situation A et la situation B
doit probablement se situer autour de 1, vu que les produits
de départ et d’arrivée se ressemble beaucoup. Par contre,
1’équilibre entre les situations 2 et B est fortement situé
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a droite, comme le montre nos résultats.

De ce fait, lorsque la réaction a lieu avec 1 équivalent de
pyridoxamine par rapport au cuivre, nous obtenons pratique-
ment quantitativement la phénylalanine. Mais si la pyridoxa-
mine est en excés, alors la réaction s’arréte lorsque l’é-

quilibre "global" est atteint.

Pour avoir un systéme catalytique plus efficace, il faudrait
trouver un moyen d’éliminer 1l‘’aldimine ou la phénylalanine

du milieu réactionnel.

Remargque finale

Nous observons que les 3 réactions étudiées dans le cadre de
ce travail, en présence du ligand auxiliaire (R,R)bpp, mon-
tre une stéréosélectivité de 30% (en faveur des isoméres R),

pour autant gque 1l’on travail dans 1l’eau.

Cette remarquableée similitude montre gue si l’on choisit con-
venablement le centre inducteur chiral, il est possible
d’obtenir une induction asymétrique bien définie, malgré la
complexité du systéme (complexes labiles engendrant d’innom-
brables‘équilibres).
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5. PARTIE EXPERIMENTALE

1 APP, 1 LI

Résonnance magnétique nucléaire: Brucker WP 200
Spectrométrie de masse: Normay R-30-10
Polarimétrie: Perkin-Elmer 241
Spectrophotométrie: Uvikon 820
Spectropolarimétrie: Jasco J-500-C

Chromatographie liquide a haute performance : Perkin-Elmer
- Serie 10
- LCI-100
- Tridet

Thermogravimétrie: Mettler TG 50

Rayons—X : Diffractométre a 4 cercles Siemens-Stoe AED2
- monochromateur au graphite ()\= 0,71073 A)
- radiations MoK,

HESE ) R - L-2H-YL-5)-: DI

A une suspension de 20,55 g (11,31 g pur; 0,471 mol) de NaH
dans 150 ml de THF sec, est ajouté une solution de 36,6 g
(0,33 mol) de N-vinylpyrrolidone-2, et 34,8 g (0,156 mol)
d’ester éthylique de 1’acide pyridine-2,6-dicarboxylique
dans 200 ml de THF anhydre. La suspension est chauffée légé-
rement jusqu’au début de la réaction (env. 5 min.), refroi-
die ensuite avec un bain eau-glace, jusqu’a que l’important
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dégagement d’hydrogéne cesse*, et finalement chauffée a
reflux. Aprés 30 minutes, un solide jaune, péteux est
obtenu; il est refroidi a température ambiante et hydrolysé
avec une solution de 60 ml de HCl conc. dans 90 ml d’eau. Le
THF est retiré sous vide, une solution de 90 ml de HCl conc.
dans 180 ml d’eau est additionnée et la solution portée a
reflux toute la nuit. Une solution de 75 g de NaOH dans en-
viron 200 ml d’eau est ajoutée au mélange réactionnel, a
0°C, pour le rendre basique: le produit précipite; il est
extrait au dichlorométhane, séché sur MgSO, anhydre, puis
évaporé a sec: 26,4 g de produit brut (brun-noir) sont
obtenus, soit un rendement de 79%. Le solide est redissous
dans un mélange EtOH/EtZO/ligroine 4:3:3 (500 ml), passé sur
une colonne (300 ml) contenant 130 g d’oxyde d’aluminium
(507 C), et élué avec Et,0/ligroine 1:1. L‘’éluat est
concentré, et Et,0 est ajouté jusqu’a ce que le rapport
Et,0/EtOH soit d’environ 3:1. Le produit est alors précipité
sous forme de chlorhydrate par HCl conc. (15 ml), filtré,
séché, puis neutralisé a chaud, dans l’eau avec NaOH 0,2 N;
13,1 g de solide cristallin sont obtenus, soit un rendement
de 39%. Un petit échantillon est recristallisé dans l’eau :
de fins cristaux blancs sont obtenus. F = 132°C.

* 11 faut faire particuliérement attention lors de cette
étape; ies quantités de produits engagées font que la réac-
tion se déroule a la limite de la sécurité.

Analyse

1H-RMN (200 MHz; cDC1l;): 2,04 (q,4H); 3,15 (t,4H); 4,14
(t,4H); 7,80 (t,1H); 8,13 (d,2H).

Ms: Mt : 213

5.3 SYNTHESE DFE BIS(PYRROLIDINYL-2)-2,6-PYRIDINE (bpp)

5 g (23,5 mmol) de bis(dihydro-3,4-pyrrol-2H-yl-5)-2,6-
pyridine sont dissous dans environ 300 ml d’éthanol absolu.
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2 pointes de spatules de Pd/C (10%) sont ajoutés, et le pro-
duit est hydrogéné a 5 atm. a temp. ambiante pendant 15
heures. La solution est filtrée, évaporée a sec et distillée
sous vide poussé: 4,4 g d’huile incolore sont obtenus, soit
un rendement de 86%. Eb = 96°C (5.1073 mmHg).

Analyses

1H-RMN (200 MHz; CDClj): 1,74 (m,2H); 1,85 (q,4H); 2,20
(m,2H); 2,60 (s,2H); 3,00 (m,2H); 3,22 (m,2H); 4,22 (t,2H);
7,17 (d4,2H); 7,58 (t,1H).

MS: MT* : 217

CHN: calculé pour Cp3HygN;(217): C 71,9; H 8,8; N 19,4;
C/N 4,33

trouvé: C 69,4; H 9,0; N 18,6; C/N 4,35

UV: A,y = 262 nm ( €= 4400)

ESE DE BIS[N-(p-NITROBENZQYL ROLIDINYL-2]-2,6- IDINE (bn

10 g (54 mmol) de chlorure de p-nitrobenzoyle sont ajoutés a
une solution de 5 g (23 mmol) de bpp dans 20 g (252 mmol) de
pyridine, sous agitation. La solution est maintenue 2 heures
a température ambiante, puis 1 heure a environ 80°C. 70 ml
de HC1l 2 N sont ajoutés, ainsi que 100 ml de
dichlorométhane, le tout transvasé dans un entonnoir a
séparation. La phase aqueuse est retirée, puis la phase or-
ganique est lavée avec HCl 2 N (2 x 50 ml), Na,CO5 sat. (1 x
50 ml) et a l’eau (3 x 50 ml), séchée sur MgSO, anhydre,
filtrée et évaporée a sec : 11,2 g de solide orange sont
obtenus, soit un rendement de 94%.

Analyses
1H-RMN (200 MHz:; CDcl3): 1,97 (m,2H); 2,07 (m,4H); 2,41
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(m,2H); 3,55 (q,2H): 3,97 (t,2H); 7,15 (4,2H); 7,22 (d4,2H);
7,45 (t,1H); 7,78 (d,2H); 7,97 (4,2H); 8,29 (d4,2H).

Ms: Mt : s15

5.5 DIFFERENCIATION DE bnpp-MESO ET bnpp-RAC

Un petit échantillon de bnpp-brut (env. 150 mg) est passé
sur une colonne (100 x 3 cm) contenant 250 g de cellulose
triacétate, et élué avec H,0/MeOH (1:5). L’éluat est analysé
par UV (260 nm) et polarimétrie (436 nm). Deux bandes nette-
ment séparées sont observées en UV, dont la premiére ne mon-
tre aucune activité optique. Lorsque la deuxiéme est éluée,
l’angle de rotation montre tout d’abord une valeur positive,
qui décroit petit a petit jusqu’a zéro, puis qui devient
négative. Les deux bandes sont analysées par CCM (gel de si-
lice F,5,4 i ACOEt/EtOH 50:1): Rp = 0,46 (bande 1); Rp = 0,30
(bande 2). De ce fait, il en est déduit que bnpp-meso sort
en premier d’une colonne de gel de silice, éluée avec
ACOEt/EtOH 50:1

5.6 SEPARATION DE bnpp-MESQ ET bnpp-RAC
Une solution composée de 50 g de bnpp-brut dans 700 ml de
ACOEt/EtOH (50:1) est passée sur une colonne (50 x 12 cm)
contenant 3 kg de gel de silice 60F,5,, et élué avec AcOEt/

EtOH (50:1) avec un débit de environ 10 ml/min. Les produits
sont identifiés a la sortie de la colonne par mesure de
1’absorption & 350 nm. Aprés 2 jours bnpp-meso sort de la
colonne, suivi de bnpp-rac 2 jours plus tard. 3 fractions
sont collectées: bnpp-meso pur (31 g), le mélange (1 g), et
bnpp-rac pur (15 g)
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ROLYSE DE bnpp EN

Une solution de 10 g (19 mmol) de bnpp dans 50 ml de Hy804
70% est chauffé a 150°C pendant 30 minutes. le mélange réac-
tionnel est refroidi par un bain de glace, dilué avec 100 ml
d’eau, et basifié par 200 ml d’une solution contenant 45 g
de NaOH. Le produit est extrait au dichlorométhane (5 x 150
ml), les phases organiques réunies sont lavées & l’eau (1 X
100 ml), séchées sur MySO, anhydre et évaporées a sec. Le
résidu est distillé sous vide poussé: 2,8 g de bpp sont
obtenus, soit un rendement de 66%.

5.8 DEDQUBLEMENT DE bpp

2 solutions, préparées l’une par dissolution de 5,05 g (23,3
mmol) de bpp-rac dans 50 ml de EtOH, 1’autre par dissolution
de 18,83 g (46,4 mmol) d’acide (-)di-o,o’-p-toluyl-L-tar-
trique dans 50 ml de EtOH et 20 ml d’eau, sont chauffées,
puis mélangées. Aprés une nuit au réfrigérateur (+ 4°C),
12,0 g (50%) de cristaux sont recueillis par filtration. Une
recristallisation dans un mélange eau (120 ml)/EtOH (140
ml), donne 10,13 g (42,4%) de produit pur.

(@35 = - 512; [xlggg = - 98 (c = 0,055; MeOH).

{(+)bpp est isolé par passage d’une solution d’un échantillon
du sel pur dans un mélange eau/alcool sur une petite colonne
contenant une phase échangeuse d’ion Dowex-1 chargée en OH .
[@)3g5 =+ 378; [X)ggg = + 126 (c = 0,1; H,0).

Le méme procédé appliqué a bpp récupéré des eaux-méres lors
de la résolution de 1’isomére dextrogyre, mais en utilisant
cette fois-ci l’antipode optique de 1l’agent de dédoublement,
permet d’obtenir (-)bpp[(+)di-o,o'—p—toluyl-D-tartrate]2.
[@)3g5 = + 521; [K]ggg = + 99 (¢ = 0,055; MeOH).

Puis, (-)bpp est obtenu comme précédemment.

[0)365 = = 340; [®]gg9 = - 113 (c = 0,1; H,0).
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ARA RISATION DE (+)b =) DI -p-TOL/ L-TARTRATE},

Une analyse themogravimétrique des 2 sels obtenus lors du
dédoublement de bpp, montre que tous deux contiennent 3/2
molécules d’eau de cristallisation.

La titration potentiométrique de 0,2208 g du sel, obtenu
lors du dédoublement de (+)bpp, par NaOH 4,976.10"2 M, mon-
tre 2 sauts. Le premier a 9,05 ml de NaOH (pH 6,8), le
deuxiéme a 17,50 ml de NaCOH (pH 10,8). Cela indique qu’il y
a 2 équivalents d’agent de dédoublement, protoné 1 fois
chacun, par équivalent de bpp. De plus, le poids moléculaire
(PM) obtenu en tenant compte du deuxiéme point d’équivalence
(4 protons titrés) est de 1014. Théoriquement, le PM est de
1016,7 si 1’on tient compte de la formule suivante:

(+)H,bpp[ (-)di-o,0’-p-toluyl-L-Htartrate], . 3/2 H,0
t /ATION DE N DEN D

A. DERIVATION PAR LE CHLORURE DE CAMPHANYLE; ANALYSE PAR HPLC

A une solution de 30 mg de S(-)chlorure de camphanyle dans
15 goutées de pyridine, est ajouté 1 goutte de bpp. Aprés 10
ninutes, 2 ml de CH,Cl, sont ajoutés, le mélange réactionnel
lavé avec HC1l 1 M (3 x 2 ml), H,0 (2 x 2 ml), séché sur
MgSO, anhydre et filtré. L’analyse par HPLC du dérivé obtenu
permet de déterminer la pureté optique de bpp (cf résultats).

B. DERIVATION PAR LE CHLORURE DE OtMETHOXY-0- TRIFLUOROMETHYL-
PHENYLACETYLE; ANALYSE PAR 1°F-RMN

A 2 gouttes de chlorure de S(-)-0-methoxy-&-trifluoromethyl-
phénylacétyle dans 5 gouttes de CCl, et 5 gouttes de pyri-
dine, est ajouté 1 goutte de bpp. Aprés 2 heures, 20 ml d’é-
ther et 1 ml d’eau sont ajoutés, le mélange réactionnel lavé
avec HC1 2 N (2 x 10 ml), Na,CO; sat. (2 x 10 ml), H,0 (3 x
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10 ml), séché sur MygSo, anhydre, filtré et évaporé a sec.
L’analyse par 19r_RMN du dérivé obtenu permet aussi de dé-
terminer la pureté optique de bpp (cf résultats).

11 RATI NTIOMETRI

Toutes les titrations ont été réalisée dans de l’eau
bidistillée, sous atmosphére d’azote, a 25°C et en présence
de KNO; 0,1 M. Les concentrations en bpp, cu?* et acide ami-
né étaient de 1’ordre de 3.1073 M, le NaOH utilisé pour ti-
trer de 0,1 M. Un excés connu d’acide chlorhydrique est
ajouté a chaque solution a titrer, de sorte que la concen-
tration en proton soit d’environ 1072 M au départ.

5.12 SYNTHESE DU COMPLEXE [Cu(bpp)(H,Q)1(CIO,),

Une solution contenant un méme nombre d’équivalent de cut

et de bpp, & pH 6-7, est passée sur une colonne contenant la
phase chélatante acryl-IDA (acryl-iminodiacétate) chargée en
Nat. Ia phase est lavée avec de l’eau, puis le complexe élué
avec HC10, 2 N. L‘éluat est neutralisé avec NaOH 2 N: le
complexe cristallise sous forme de sel de perchlorate. Il
est filtré, lavé avec un peu d’eau froide, d’alcool (a évi-
ter avec le complexe meso), et d’acétone (idem). Des concen-
trations successives permettent d/’atteindre un rendement de
80%.

Pour le complexe racémigue et optiquement pur: un petit
échantillon est recristallisé dans de l’eau pour l’analyse

au rayons-X.

Analyses

Rayons-X: Seul le complexe racémigque a pu étre résolu sous
forme de sel de perchlorate (cf résultats).

En ce qui concerne le complexe optiquement pur obtenu sous

cette forme, il semblerait qu’il s’agisse d’un polymére et
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qu’il soit, de ce fait, difficile & résoudre.

Spectrophotométrie:‘k = 630 nm ( £E= 134)

max

Pour le complexe optiquement pur:

Polarimétrie: [a)ggg= + 689 (c = 0,015; H,0)
[0]gg9= + 3430

Spectropolarimétrie: A€650 = -1,00 A€547

I
o

510 = + 0,14 [\8400

5.13 SYNTHESE DE l]Qg(+[hgpl;(§Q4)31AClDE (21D1-0,0°-p-TOLUYL-L-TARTRIQUE)) |

2 solutions, 1l’une contenant 0,5 g (2 mmol) de Cus0,.5H,0
dans 10 ml d’eau, l‘’autre contenant 2,1 g (2 mmol) de
(+)Hybpp[ (-)di-o,0’-p-toluyl-L-Htartrate], . 3/2 H,0 dans 60
ml EtOH et 10 ml d’eau, sont mélangées a& chaud. La solution
est évaporée a sec, et le solide repris dans un mélange EtOH
(10 ml)/AcCOEt (10 ml) & chaud: un solide bleu cristallin est
obtenu (0,9 g). 0,3 g de ce produit est recristallisé dans
un mélange EtOH (10 ml)/AcOEt (2 ml)/H,0 (2 ml): un solide
bleu est obtenu sous forme de poudre. Pour obtenir des cris-
taux afin d’effectuer une analyse aux rayons-X, cette poudre
est recristallisée dans EtOH pur.

L‘’analyse par rayons-X permet d‘assigner la configuration
(R,R) a la molécule (+)bpp.

5.14 SYNTHESE DE LA THREONINE

Exemple type: A 1 ml d‘une solution 0,1 N en glycine (0,1
mmol) et pyruvate de sodium (0,1 mmol) sont ajoutés 50 mg
(0,1 mmol) de [Cu(+)bpp](ClO,), et 5 ml de tampon borate 0,4
M du pH désiré. Cette solution est laissée 4 heures a la
températﬁre de réaction (formation de la base de Schiff), et
ensuite 2 ml d’une solution 1 N d’acétaldéhyde (2 mmol) sont
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ajoutés, ainsi que de l’eau, de maniére a avoir une solution
finale de 10 ml (le pH est contrélé et ajusté avec NaOH 2 M
et HC1l 2 M).

Pour l’analyse par HPLC des acides aminés, un échantillon de
1 ml du mélange réactionnel (0,01 mmol d’acide aminé) est
pipetté, et neutralisé par HCl 0,5 M a différents interval-
les de temps, et analysé selon 522 de la partie expérimen-
tale.

5.15 SYNTHESE DE LA SERINE

Le mode opératoire est identique & celui décrit pour la syn-
thése de la thréonine; simplement, le formaldéhyde est sub-
stitué a l’acétaldéhyde. Lorsque la réaction a lieu dans
MeOH, la base employée est une solution de MeONa dans MeOH.
Dans ce cas, lors de l’analyse des acides aminés, 1’échan-
tillon est tout d‘abord dilué avec 5 ml d‘eau.

AMINATI PHE EN PHE 1

Exemple type: a 1 ml d‘’une solution 2.1072 M en [Cu(+)bpp]2+
(0,02 mmol) est ajouté 1 ml d’une solution 2.1072 M en pyri-
doxamine (0,02 mmol), 3 ml d’une solution 10”1 M en phényl-
pyruvate (0,3 mmol), 2 ml d‘un tampon borate 0,5 M du pH
désiré, et de 1l‘eau jusqu’a 10 ml (le pH est contrdlé et
ajusté avec NaOH 1 M et HCl 1 M); le tout est thermostatisé
a la température de réaction désirée.

Pour l’analyse par HPLC des acides aminés, le procédé est
identique aux synthéses de la thréonine et de la sérine;
seulement, dans le cas présent, il a été pipetté un échan-
tillon de 5 ml, afin que la quantité totale potentielle en
phénylalanine, soit toujours de 0,01 mmol.

La transamination a parfois été suivie en paralléle par UV
entre 450 nm et 250 nm; pour cela, un échantillon de la so-
lution de départ est introduit dans une cuve de 1 mm
d’épaisseur, et le spectre UV établi selon des intervalles
de temps réquliers.
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5.17 SYNTHESE DU Q-(FLUORENYL-9)ETHANOL [42]

8,3 g de fluoréne (50 mmol) sont dissous dans 100 ml d‘éther
sec. 31 ml (1,6 M ; 50 mmol) de BulLi dans l’hexane sont
ajoutés gouttes a gouttes, le mélange chauffé a reflux 30
minutes, puis refroidi par un bain de glace. 2,8 ml (= 2,18
g; 50 mmol) d’acétaldéhyde dans 40 ml d’éther sec sont alors
ajoutés gouttes & gouttes durant 15 minutes, puis la solu-
tion est chauffée a reflux pendant 1 heure. 100 ml d‘’eau
sont ajoutés, et le tout transvasé dans un entonnoir a
séparation. Le produit est extrait a l’éther, séché sur
MgS0, anhydre, concentré, passé sur une colonne (70 x 5 cm)
contenant 500 g de gel de silice, et élué avec CH,Cl,. Le
fluoréne non réagit sort en premier, suivi de gquelques
impuretés, puis le produit est élué (Rp = 0,45). Aprés con-
centration de 1l’éluat, 4,25 g (40%) de solide jaune sont
obtenus; ils sont recristallisés dans 20 ml de ligroine a
haut point d’ébullition: 3,55 g (34%) de cristaux blancs
sont obtenus (F = 101°C).

Analyse

1H-RMN (200 MHz; CDCl,): 0,94 (d,3H); 1,68 (s,1H); 4,19
(d,1H); 4,59 (q,1H); 7,30-7,83 (m,8H).

5.18 DEDOQUBLEMENT DU Q-(FLUORENYL-9)ETHANOL [42]

A une solution de 8,0 g (38 mmol) de «&-(fluoreényl-9)éthanol
dans 50 ml de pyridine, est ajouté 8,26 g (38 mmol) de S(-)
chlorure de camphanyle. La solution est agitée 3 heures a
temp. ambiante. Le mélange réactionnel est versé dans de
l’eau glacée, et extrait au CH,Cl,; la phase organique est
lavée avec HC1l 2 N (2 x 100 ml), séchée sur MgSO, anhydre et
évaporée a sec: une huile jaune est obtenue; elle est cris-
tallisée par adjonction d’alcool et chauffage au bain-marie:
12,5 g de cristaux (84%) sont obtenus, ils sont recristalli-
sés plusieurs fois dans 1‘’alcool.

Aprés 8 recristallisations, le produit est optiquement pur.
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Le dédoublement est suivi par HPLC: les cristaux obtenus
aprés chaque recristallisation sont chromatographiés sur une
phase de type Pirkle ((R)-dinitro-3,5-benzoylphénylglycine
greffé sur du propylamine de gel de silice). Cf 3.8 méthode
d’analyse.

Analyse du produit optiquement pur
F = 158°C

[alggo= + 49 (c = 0,1; EtOH)

PHANATE DE (+ LUQRE ETHYLE [42)

A une solution de 1,0 g (2,56 mmol) de l’ester S(-)campha-
nate de (+)-O&-(fluorényl-9)éthyle dans S0 ml d’éther sec,
est ajouté 1,2 g (30 mmol) de LiAlH,; par petites portions.
Le mélange est agité a temp. ambiante 1 heure. L‘hydrolyse
est effectuée avec 2 ml d’acétate d’éthyle, puis 2 ml d‘’eau.
La suspension est filtrée, lavée avec CH,Cl,, séchée sur
MgsO, anhydre, concentrée, passée sur une colonne (15 x 2
cm) contenant 50 g d’oxyde d’aluminium 507 C, et éluée avec
le mélange ligroine/CH,Cl, (2:3). Les fractions contenant le
(+)~0-(fluorényl-9)éthanol sont réunies et évaporées a sec.
Le résidus est recristallisé dans la ligroine a haut point
d’ébullition: 0,29 g (54%) de fins cristaux blancs sont
obtenus. [algge= + 30 (c = 0,1; CH,Cl,).

5,20 SYNTHESE DU CHLOROFORMATE DE (+)-0-(FLUORENYL-9)ETHYLE (FLEC) [42]

4,2 ml (1,93 M; 8,1 mmol) de phosgéne en solution dans le
toluéne (20%) sont dilués avec 10 ml de toluéne sec. Une so-
lution de 0,44 g (2,1 mmol) de (+)-0—(fluorényl-9)éthanol et
de 0,3 ml (2,1 mmol) de triéthylamine dans 20 ml de toluéne
sec est ajoutée gouttes a gouttes a 0°C. Lorsque l’addition
est terminée, l’agitation est maintenue 4 heures; le chlor~
hydrate de triéthylamine est filtré, puis la solution évapo~
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rée a sec, et séchée sous vide poussé: 0,55 g (96%) d’une
huile treés légérement jaundtre est obtenu. Elle est dissous
dans 100 ml d’acétone: la solution est ainsi de environ 20
mM. [a]lggg = + 74 (c = 0,5; acétone).

5.21 SYNTHESES DE DERIVES D’ACIDES AMINES PAR FLEC (42]

0,1 ml de tampon borate (pH 6,85; 1 M) est ajouté a 0,4 ml
d’une solution aqueuse des acides aminés (env. 1073 M). A
cette solution est ajouté 0,1 ml de la soclution de FLEC
(env. 20 mM dans l’acétone) et 0,4 ml d’acétone. Aprés 5
minutes, le mélange réactionnel est extrait avec du pentane
(2 x 2 ml); la phase aqueuse est alors préte pour étre ana-
lysée par HPLC.

5.22 ANALYSE DES ACIDES AMINES PAR HPLC

Un échantillon du mélange réactionnel provenant, soit de la
synthése de la thréonine, soit de la synthése de la sérine
ou encore de la synthése de la phénylalanine, contenant env.
0,01 mmol d’acides aminés et le standard interne (autre aci-
de aminé), est introduit dans une petite colonne (4 x 1,5
cm) contenant 1la phase chélatante acryl-IDA (40-80 microns),
chargée en Na*. L’éluat (env. 80 ml) est concentré &4 10 ml.
La dérivation des acides aminés est alors réalisée par FLEC,
comme décrit précédemment sous S521.

Les dérivés obtenus sont ensuite séparés par HPLC. La colon-
ne utilisée ainsi que le solvant d’élution varient, suivant
l’analyse a effectuer (cf résultats).

Les acides aminés sont dosés par la méthode dite du standard
interne; le standard interne est un autre acide aminé que
ceux formés ou engagés lors de la réaction, et choisi de ma-
niére 4 étre élué prés de ces mémes acides aminés.
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5.23 SYNTHESE D'UNE PHASE DE TYPE PIRKLE [43-47]

5 g de dinitro-3,5-benzoyl-D-phénylglycine dissous dans 100
ml de THF sec, sont ajoutés a 5 g d’aminopropyl-silicate (S
microns). 3,95 g de N-ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydro-
quinoléine (EEDQ) sont ajoutés, et la suspension agitée 14
heures. La phase est filtrée, lavée avec MeOH, acétone et
éther: 6 g de phase légérement brundtre sont obtenus. Une
colonne en acier de 25 cm de long et de 4,6 mm de diamétre
est remplie avec cette phase, en présence de CH,Cl,. Lorsque
la colonne est bien tassée, une solution de 10 g d‘acide
trifluoroacétique dans 150 ml de dichlorométhane est éluée a
travers la colonne, de maniére a protonner les fonctions
amines restées libres. La colonne est ensuite rincée avec

CH,Cl,, puis a 1’hexane.
Cette phase permet entre autre de suivre la résolution du

S(-)camphanate de O~-(fluorényl-9)éthyle, en séparant les 2
diastéréoisoméres (cf. résultats).
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6. RESUME

Afin d‘’obtenir un ligand auxiliaire inducteur chiral, une
nouvelle triamine, bis(pyrrolidinyl:2)—2,6—pyridine (bpp), a
été synthétisée, puis séparée en ses 3 différents isoméres:
meso, antipodes (R,R) et (S,S).

Son comportement en solution en présence de Cu(II) et d’aci-
des aminés a été étudié, notament la formation de complexes
mixtes, et discuté en comparaison de triamines analogues.

Le complexe de bpp avec Cu(II) a été cristallisé sous diffeé-
rentes formes; ce complexe montre une structure monoméere
avec bpp-rac, et une structure polymére en forme d‘’hélice,
([Cu(+)bpp);(S0,);(acide (-)di-o,0’-p-toluyl-L-tartrique)),,
lorsque le ligand optiquement pur est utilisé. La configura-
tion absolue (R,R) peut étre attribuée a 1/isomére dextrogy-
re de bpp.

La formation de la thréonine par la réaction de condensation
de 1’aldéhyde acétique sur le complexe mixte [Cu(+)bpp (pyru-
vylidéneglycinate)] a été étudiée en fonction de divers mi-
lieux réactionnels. Le rendement chimique de la réaction va-
rie de 75% a 94%, avec les'proportions suivantes pour les
quatres diastéréoisoméres: R-thr.: 43-47%; S-thr.: 31-33%;
R-allothr.: 19-23%; S-allothr.: 1-5%. La stéréosélectivité
varie ainsi entre 13% et 17% pour la thréonine, et entre 73%
et 90% pour l’allothréonine, ce qui correspond & une stéréo-
sélectivité moyenne de 30% sur le carbone de la thréonine
en faveur des isoméres R. L‘influence du ligand bpp indui-
sant la stéréosélectivité est discutée sur la base des cons-
tantes thermodynamiques du systéme Cu(II)-bpp, et de modeles
moléculaires. La configuration absolue des produits peut di-
rectement étre prévue par la configuration absolue de 1/in-

ducteur chiral, (+)bpp.
La formation de la sérine par la réaction de condensation du
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formaldéhyde sur le complexe mixte {[Cu(+)bpp(pyruvylidéne-
glycinate)] a également été étudiée; le rendement chimique
s’éléve & environ 70%, avec une stéréosélectivité de 30% en
faveur le l’isomére R lorsque la réaction a lieu dans un mi-
lieu aqueux tamponné. Dans MeOH et en présence de MeONa, le
rendement chimique atteint 50% et la stéréosélectivité pra-
tiquement 60%; la réaction peut étre rendue catalytique dans
ce milieu, néanmoins le produit obtenu dans ce cas montre
une activité optique pratiquement nulle.

La formation de la phénylalanine par isomérisation du com-
plexe mixte [Cu(+)bpp(phénylpyruvylidénepyridoxaminate)] est
pratiquement quantitative et montre également une stéréosé-
lectivité de 30% en faveur de l'’isomére R. Cette réaction
peut étre rendue catalytique, avec conservation de 1la
stéréosélectivité. La méme réaction d’isomérisation est éga-
lement étudiée en présence d‘un autre ligand auxiliaire
chiral: bis(aza-2-phényl=-3(R)-butyl)-2,6~-pyridine (bapbp).
Le comportement antagoniste des deux inducteurs chiraux est
discuté sur la base des variations observées en absorption
UV ainsi qu’en terme de stréréosélectivité.

Une méthode d’analyse a été mise au point: elle permet de
déterminer, en environ 1 heure de temps, le pourcentage des
différents isoméres des acides aminés engagés ou formés lors
des réactions sus-mentionnées, d‘un mélange réactionnel.
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