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Summary — Enantiopure epoxides: access via chemical or enzymatic routes. Because of their high chemical versatility,
epoxides are synthetic intermediates of utmost importance for chemical synthesis. Furthermore, the preparation of such
intermediates in an “enantiopure” form has been a highly important goal over the last decade, essentially because of the
growing demand for optically active compounds in the area of biologically active pharmaceuticals. In this review we describe
the “state of the art” of chemical- or biocatalyst-based procedures allowing the synthesis of these epoxide intermediates in
an optically pure form.

epoxide / asymmetric synthesis / enantiopure epoxide / stereospecific epoxidation / dihydroxylation / biotransfor-
mation / enzymatic approach / epoxide hydrolase
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Introduction

Etant donnée leur versatilité chimique, les époxydes
constituent l'une des classes les plus importantes
d’intermédiaires réactionnels, et sont souvent uti-
lisés comme synthons dans des synthéses chimiques
multiétapes. Ceci est vrai, entre autres, lors de la
synthése de molécules douées de propriétés biologi-
ques diverses (domaines pharmaceutique, phytosani-
taire, arémes et parfums, etc...). Dans ce contexte, I'ob-
tention d’époxydes «énantiopurs» a pris de plus en plus
d’importance vu la diversité des activités biologiques
que présentent trés souvent les deux énantioméres d’une
méme molécule. L'objectif de cette revue est de faire
le point sur I’état actuel des possibilités de synthese de
ces intermédiaires et d’illustrer la complémentarité exis-
tant entre les approches de chimie conventionnelle (im-
pliquant essentiellement des catalyseurs organométal-
liques) et les approches de bioconversions (impliquant
des catalyseurs enzymatiques) qui se sont développées
récemment.

Synthése asymétrique d’époxydes par voie
chimique

Il existe plusieurs voies de syntheése chimique conven-
tionnelle permettant 1'obtention d’époxydes chiraux
(non racémiques*) et de nombreux travaux sur ces
méthodes de synthése sont décrits dans la littérature.
Dans la présentation qui va suivre nous nous limiterons
aux voies essentielles conduisant & ces synthons par voie
de synthése asymétrique. Sans chercher & faire une
description exhaustive de ces diverses possibilités, nous
citerons pour chacune des diverses voies, les exemples
qui nous paraissent les plus intéressants et qui sont sou-
vent utilisés en synthése organique fine.

* Par souci de simplification, tout au long de cet article le
terme chiral sera utilisé dans le sens de chiral non racémique.

Les différentes voies d’accés directes aux époxydes
chiraux & partir d’oléfines prochirales sont représentées
dans la figure 1.

Synthése asymétrique d’époxydes par voie
chimique

Il existe également d’autres voies directes [1,2] ou in-
directes 3] (nécessitant plusieurs étapes) conduisant &
des époxydes chiraux qui ne seront que peu évoquées
dans cette revue. La synthese asymétrique implique la
création d’un ou plusieurs centres chiraux & partir d’un
composé prochiral. Il y a induction chirale provenant de
I'influence :

— soit d’un réactif chiral,
— soit d’un auxiliaire chiral,

— soit d’un catalyseur chiral.
Nous adopterons cette classification dans la suite de
cette monographie.

Synthése asymétrique d’époxydes utilisant un réactif

chiral (Voies A-D)

Dans cette approche, un substrat achiral est traité en
présence d’un réactif chiral pour conduire & un produit
optiquement actif. Divers types de réactifs chiraux ont
ainsi été étudiés et nous décrirons ci-dessous les résul-
tats obtenus.

o Utilisation de peracides chirauz (Voies A-B)

La réaction d’époxydation d’une oléfine (non asymétri-
que) par un peracide décrite par Prilezhaev dés 1909
[4], est une réaction d’addition électrophile faisant in-
tervenir une entité nucléophile : un alcéne, et une entité
électrophile : un peracide. Cette réaction a été large-
ment utilisée étant donné son efficacité et sa simplicité
et a été décrite dans de nombreux articles et revues [5,6].
Les oléfines riches en électrons sont préférentiellement
époxydées (fig 2).
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Dans les années 60, les premiers résultats concer- Tableau 1.
nant les époxydations asymétriques mettant en ceuvre Cont
des peracides chiraux (tels que I'acide (+) monocam- Inducteur chiral Produit Rdt (%) ee(%) “o°t
phorique) (Voie A) ont été décrits pour la préparation
d"épo’x'ydes chiraux [7 8. Cependar{t, les e.xc‘gs. énan: S /me 02 >99 ®R)
tiomériques (ee) des époxydes formés sont inférieurs a O @ LY
10% (fig 3). 0 Oy pon
Une augmentation de la stéréosélectivité de ’époxy- O > 84 98 ®

dation a pu étre obtenue par Rebek [9] avec des imino-
peracides chiraux (Voie B). Cependant les exces énan-
tiomériques n’excedent pas 31% dans le meilleur des cas
(époxyde de trans-stilbene) (fig 4).

Toutefois, en utilisant un cyanoheptahélicene opti-
quement actif dans ’époxydation du (E)-stilbéne et de
I’a-méthylstyréne avec HoO2 & température ambiante,
les époxydes ont été obtenus avec des exces énantioméri-
ques tres élevés (> 98%) [10] (tableau I).

Cette méthode nécessite l'utilisation en quantité
steechiométrique de I'inducteur chiral. Néammoins, ce
dernier qui est récupéré sous forme d’amide en fin de
réaction, peut étre régénéré en nitrile par l'action de
SOCI; & reflux.

e Utilisation de dioxiranes chirauz
Dans les années 1980, Curci et al [11], ont démontré
que des dioxiranes (Voie C, Y = O) obtenus en solution
par réaction de cétones chirales avec du peroxomonosul-
fate de potassium, étaient des agents oxydants puissants
et sélectifs. En utilisant des cétones chirales comme
précurseurs de dioxiranes chiraux dans I’époxydation

du 1-méthylcyclohexéne et du (E)-3-méthylstyréne [12],
ces auteurs ont obtenu les époxydes correspondants
présentant des exces énantiomériques compris entre 9 et
12,5% avec des rendements d’environ 80-90%. L’avan-
tage de cette méthode, utilisant des dioxiranes formés
in situ, réside dans le fait que seulement des quantités
catalytiques de cétone chirale sont nécessaires. Cepen-
dant, elle conduit & des époxydes présentant de faibles
excés énantiomériques (fig 5).

o Utilisation d’ozaziridines chirales

Toujours dans les années 80, Davis [13] a réalisé 1'époxy-
dation asymétrique d’alcénes non fonctionnalisés en
utilisant des 2-sulfonyloxaziridines chirales (Voie C,
Y = N) dérivées du bromocamphre comme agent oxy-
dant. Cette réaction conduit & des époxydes chiraux
présentant des excés énantiomériques faibles (12-35%)
avec des rendements chimiques modérés & trés bons
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(50-90%). La configuration absolue du produit est
controlée par celle de 'oxaziridine via un état de tran-
sition plan, tandis que l'induction chirale est due aux
facteurs stériques (fig 6).

L’utilisation de pentafluorophényl-2-sulfamoyloxa-
ziridine permet d’améliorer la stéréosélectivité de
I’époxydation (ee ~ 65%) [14] (fig 7).

o Utilisation de borates chirauz (Voie D)

Les orthoborates sont utilisés comme réactifs dans les
réactions d’époxydation d’oléfines en présence d’hydro-
peroxydes d’alkyle (depuis le début des années 60).
Trés récemment (1993), Manoury et al [15] ont réalisé
I'époxydation stéréosélective d’alcénes prochiraux en
utilisant des borates d’alcools chiraux. L’espéce réactive
est supposée étre un perborate qui, en présence d’une
oléfine, conduit & obtention d’époxydes chiraux. Dans
le meilleur des cas (¢rans-stilbéne), 'époxyde est obtenu
avec un exceés énantiomérique de 51%. Des stéréosélec-
tivités plus faibles sont observées dans le cas d’oléfines
non aromatiques (fig 8).

Synthése asymétrique d’époxydes utilisant un auziliaire
chiral (Voie E)

1l existe peu d’exemples dans la littérature décrivant
I'utilisation d’un auxiliaire chiral pour la synthése
d’époxydes chiraux. Toutefois, en 1986 [16], cette
méthode a été utilisée pour I’époxydation asymétrique

de la double liaison terminale de terpénes tels que ’acide
farnésique. Ainsi, par couplage du terpéne avec des com-
posés capables de former une hélice tels que les poly-
peptides, une seule conformation spatiale est favorisée
permettant une attaque préférentielle d’une face par le
réactif oxydant.

Le polypeptide joue le rdle d’auxiliaire chiral et
controle la stéréosélectivité de la réaction d’époxyda-
tion. L’induction asymétrique observée au cours de
cette réaction est cependant faible et dépend de agent
oxydant utilisé (ee = 12% avec m-CPBA et ee = 25%
avec NBS). Les polypeptides ont été choisis dans cette
approche étant donné leur facilité de préparation a
grande échelle et la stabilité de leurs structures secon-
daires (hélice) dans la majorité des solvants. Récem-
ment, Charette et al [17] ont montré que certains sucres
pouvaient aussi étre utilisés en tant qu’auxiliaires chi-
raux dans I’époxydation asymétrique d’éthers allyliques
(fig 9).

L’optimisation des conditions de réaction a conduit
a 'obtention des deux diastéréoisomeres dans un rap-
port de 9/1 avec un rendement global de 80%. Chacun
de ces deux diastéréoisomeres peut ensuite étre hydro-
lysé en milieu acide pour conduire & I’époxyde corres-
pondant. L’inconvénient majeur de ce type d’approche
est souvent le nombre d’étapes supplémentaires dans la
syntheése d’une molécule cible, dii & 'introduction puis
élimination de P’auxiliaire chiral.
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Synthése asymétrique d’époxydes utilisant un catalyseur
chiral (Voies F - K)

o Catalyseurs non métalliques (Voie F)
L’époxydation d’oléfines pauvres en électrons, telles que
les cétones ., P-insaturées, (par exemple les chalcones
et les quinones) peut étre réalisée par action du per-
oxyde d’hydrogeéne en présence de bases. Par exemple,
Wynberg et coll [18] ont utilisé des sels d’ammo-
nium quaternaires dérivés d’alcaloides optiquement ac-
tifs comme catalyseurs de transfert de phase dans
’époxydation de cétones o,f-insaturées. Ils ont ainsi
obtenu des époxydes avec de bons rendements chimi-
ques et des exces énantiomériques moyens (= 50%) et
ont observé que la nature du solvant organique joue un
réle important dans la stéréosélectivité de ces réactions
[19] (fig 10).

Julia et al [20-22] ont utilisé des polypeptides chi-
raux (synthétiques) tels que la poly(S)-alanine, en
tant qu’auxiliaires chiraux & la place de sels d’al-
caloides. Les polypeptides possédant des longueurs
de chaines variables et des groupements terminaux
différents sont synthétisés via la polymérisation des
N-carboxyanhydrides correspondants. La longueur de
la. chaine du polymere doit étre d’au moins 10 unités
amino-acides pour obtenir une bonne stéréosélectivité
[23]. Ainsi P'utilisation de ce type de templates a permis
Pobtention d’époxychalcones présentant de bons exces

énantiomériques par oxydation avec HoOg en milieu ba-
sique (NaOH) a température ambiante (fig 11).

Récemment Flisak et coll [24] ont décrit une applica-
tion de cette réaction. En utilisant une poly-L-leucine
commerciale, ils ont réalisé 'époxydation de chalcones
substituées avec des exces énantiomériques élevés (jus-
qu’a 92%) par la méthode de Julia. Le catalyseur peut
étre recyclé sans perte d’activité et réutilisé dans une
autre réaction d’époxydation asymétrique.

o Catalyse par les métaux de transition

Epozydation catalysée par des métalloporphyrines
(Voie G)

Ces dix dernieres années, diverses métalloporphy-
rines ont été utilisées dans le but de catalyser des réac-
tions d’oxydation stéréosélective d’oléfines non fonc-
tionnalisées [25]. La sélectivité est variable en fonction
du métal de transition (Fe, Mn, Mo, Cr...) coordiné a
la porphyrine ainsi qu’aux substituants portés par les
groupements aryles de celle-ci. Au cours de cette réac-
tion de transfert d’oxygene catalysée par une métallo-
porphyrine, il y a passage par un intermédiaire réactif
du type Fer-oxo.

En 1979, Groves et al [26] ont publié le premier arti-

cle concernant I'utilisation de l'iodosylbenzéne comme
source d’oxygéne dans 1'époxydation d’alcénes cata-
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Tableau II. Réactions catalysées par des métalloporphyrines, excés énantiomériques et rendements en époxydes.
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lysée par Fe(TPP)Cl (chloro-ferri-tétraphénylporphy-
rine). Suite & ce résultat, ces auteurs ont introduit des
groupements optiquement actifs sur le catalyseur et ob-
tenu ainsi des métalloporphyrines chirales [27]. Ces ca-
talyseurs sont capables de mimer la catalyse et I'in-
duction chirale des cytochromes P-450 (enzyme hémini-
que). L’époxydation asymétrique d’oléfines prochirales
avec ces porphyrines chirales complexées a un atome de
fer a conduit, dans un premier temps, & des époxydes
présentant des exceés énantiomériques trés moyens va-
riant de 0% (pour 'oxyde de 1-méthylcyclohexene) a
51% pour l'oxyde du 4-chlorostyréne. Cependant, en
1985, Mansuy et al [28] ont montré que la stéréosélec-
tivité induite par une métalloporphyrine en «anse de
panier» (ee 50% pour I'oxyde de 4-chlorostyréne) était
supérieure a celle induite par une métalloporphyrine «a
piquet» (ee 10-20%).

De nombreux autres complexes de métalloporphy-
rines ont été étudiés ces derniéres années pour réali-
ser I’époxydation asymétrique d’oléfines non fonction-
nalisées. Ces catalyseurs ne conduisent qu’a des exces
énantiomériques moyens. C’est le cas, par exemple,
des métallo-tétraphénylporphyrines de symétrie D4 [29)
(41 < ee < 76%), des binaphtyl ferroporphyrines 4 «anse
de panier» [30] (14 < ee < 76%), ou encore des com-
plexes de porphyrines de manganeése comportant une
«sangle» [31] (42 < ee < 58%). Trés récemment, Na-
ruta et al [32] ont décrit une porphyrine avec un grou-
pement bitétraline capable de catalyser 1'époxydation

stéréosélective d’oléfines avec de trés bons excés énan-
tiomériques (54 < ee < 96%).

L’étude de I'influence de groupements électrodon-
neurs ou électroattracteurs portés par les oléfines de
départ a permis de montrer que le degré de stéréosélec-
tion dépendait essentiellement des facteurs électroni-
ques du substrat et non de facteurs stériques [33]. L’en-
semble de ces époxydations a été réalisé sur de faibles
quantités de substrat (500 pmoles ) et le rapport ca-
talyseur/substrat utilisé est de 1/500. Les rendements
chimiques ne sont pas toujours indiqués. L’ensemble des
meilleurs résultats obtenus par époxydation avec les di-
vers types de métalloporphyrines est rassemblé dans le
tableau II.

Il apparait donc que les métalloporphyrines sont
non seulement d’importants modéles mimant le trans-
fert d'oxygene qui a lieu dans les cytochromes
P-450, mais également des catalyseurs efficaces per-
mettant de réaliser des réactions d’oxydation asymétri-
ques [34,35]. Il est important de souligner qu’il s’agit
la, & notre connaissance, de l'un des premiers exem-
ples (qui a été particulierement développé) d’approche
«biomimétique»pour la conception d’un nouveau type
de catalyseur chimique. Cependant, cette approche
souffre de fagon évidente — en particulier en ce qui
concerne la catalyse asymétrique — du fait que les cata-
lyseurs chiraux utilisés sont particulierement difficiles a
synthétiser. Il semble peu probable que des applications



¢ H
/\ + R/ \O/

catalyseur

au Molybdéne

775

b\ + R-OH
*

Fig 12

industrielles puissent utiliser ce type d’approche pour
la préparation de quantités importantes d’époxydes chi-
raux.

Réaction d’époxydation avec des complexes chirauz du
molybdéne (VI) (ozodiperoxo) (Voie H)

Des complexes peroxo du molybdéne (préparés a par-
tir d’oxyde de molybdéne et de peroxyde d’hydrogéne)
peuvent aussi étre utilisés comme agents époxydants.
Kagan, Mimoun et Schurig ont obtenu un com-
plexe du molybdéne optiquement actif en utilisant le
(8)-N,N-diméthyliactamide (DMLA) comme ligand.
Le mécanisme de cette époxydation n’est pas encore
bien connu et plusieurs hypothéses ont été émises. Ainsi,
certains auteurs pensent qu'il y aurait une coordina-
tion entre 'oléfine et le molybdene, alors que d’au-
tres supposent une époxydation directe par attaque
électrophile du groupement peroxo en analogie avec
I’époxydation des alcénes par les peracides. En utili-
sant cette méthodologie, des oléfines prochirales sim-
ples telles que le trans-but-2-éne ont été époxydées avec
de bons rendements chimiques et avec les exces énan-
tiomériques décrits ci-dessous [36]. Avec le complexe
du molybdeéne/(S)-pipéridine lactamide et en addition-
nant des quantités équimolaires d’autres additifs tel
que le (2R,3R)-butane-2,3-diol, il est possible d’obte-
nir des excés énantiomériques de l'ordre de 90% [37]
(tableau IIT).

Tableau III.
trans-2-buténe ee (%)
MoO(O3)2.DMLA 35
MoO(Oz)..PLA 55
MoO(0O3)2.PLA-(2R,3R)-butanediol 90

PLA=(S)-pipéridine lactamide

Utilisation de ['hydroperozyde de t-butyle en présence
de métaux de transition (voie I)

L’utilisation de dérivés des métaux de transition (mo-
lybdéne, vanadium ou titane) comme catalyseurs dans
les réactions d’époxydation d’alcénes en présence d’hy-
droperoxydes date des années 1960 [38]. Cette réac-
tion a été développée industriellement et utilisée pour
la production d’oxyde de propyléne racémique selon le
procédé HALCON [39] (fig 12).

A la fin des années 70, l'époxydation avec I’hydro-
peroxyde de t-butyle (HPTB) en présence de Mo(VI)
et de diols optiquement actifs (dialkyl tartrates) a éga-
lement été étudiée [40]. Les rendements chimiques en
époxydes sont excellents, cependant 'induction chirale
reste faible (0 < ee < 10%).

La réaction de Sharpless. Aspect général (Voie J)
La méthode d’époxydation asymétrique développée en
1980 par Katsuki et Sharpless [41] est I'une des plus

importantes transformations asymétriques connues de
nos jours. Les premiers résultats concernant 1’époxy-
dation asymétrique ont été obtenus avec un catalyseur
au vanadium [42]. La meilleure induction asymétrique
(ee = 80%) a été obtenue en présence d’un dérivé de la
L-proline comme ligand.

Cette méthodologie permet 1’époxydation d’alcools
allyliques avec de Uhydroperoxyde de tert-butyle
(HPTB) et du tétraisopropanolate de titane en présence
de L-(+)- ou de D-(-)-tartrate (DET) de diéthyle. Shar-
pless a montré ultérieurement que ’adjonction de ta-
mis moléculaires (zéolithes) dans le milieu réactionnel
rendait le systéme catalytique plus performant [43]. La
stéréosélectivité de I'attaque dépend de la configuration
absolue du tartrate de diéthyle utilisé dans la réaction
et peut étre prévue a 'avance selon que l'on utilise le
(+) ou le (-)-tartrate de diéthyle. L’espéce catalytique
correspondrait a un dimere cyclique dans lequel deux
atomes de titane sont reliés par deux molécules de tar-
trate de diéthyle [44, 45]. Grace & cette méthodologie
de nombreux alcools allyliques différemment substitués
ont été époxydés avec de trés bons rendements et d’ex-
cellents excés énantiomériques (> 90%) (fig 13).

D-(-)-tartrate de diéthyle
(non naturel} .o,

L-(+)-tartrate de diéthyle
(naturel)
Rdt 70-90 %
ee>90 %

Fig 13

Certains des époxydes chiraux ainsi obtenus ont été
utilisés comme synthon dans ’élaboration de nombreux
composés doués de propriétés biologiques. Par exem-
ple, la production commerciale du (+)-disparlure [46]
(phéromone du Bombyx disparate) utilisable dans le
controle biologique d’insectes, fait appel a la méthode
de Sharpless pour l'obtention de ’époxyalcool in-
termédiaire (fig 14).

Toujours en ce qui concerne la synthese de molécules
biologiquement actives, une voie originale impliquant
cette époxydation asymétrique comme étape cruciale
dans la préparation d’un -bloquant :
le (S)-Propranolol® a été décrite [47] (fig 15).

Un exemple industriel illustrant l'utilisation de la
réaction de Sharpless a une échelle préparative est
la production d’époxyoctanols par la société Upjohn
(USA) [48]. Cet époxyde est obtenu a partir de 18,8 kg
d’alcool allylique avec un rendement de 81% et un exces
énantiomérique de 98% (fig 16).
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Epozydation catalysée par des complexes de (salen)
manganése (III)-Epoxydations de Jacobsen et Katsuki
(Voie K)

Dans la course au développement de nouveaux ca-
talyseurs pour Poxydation asymétrique d’oléfines non
fonctionnalisées, les complexes chiraux de (salen) man-
ganese ont été récemment tres étudiés. Ainsi en 1990,
Jacobsen [49] a remplacé certains atomes de carbone
d’un complexe initialement décrit par Kochi {50] par
des atomes de carbone stéréogéniques et a montré qu’il
obtenait une bonne stéréosélectivité dans le cas de
systémes oléfiniques non fonctionnalisés (fig 17).

Ry, i i:\R
/ Ak
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Diamine
chirale

M L
n
)/ \(

Fig 17

Ces catalyseurs d’époxydation sont préparés en
trois étapes et avec des rendements globaux d’en-
viron 68-74% a partir de (R,R)- ou (S,5)-1,
2-diamino-1,2-diphényléthane et d’un dérivé approprié
du salicylaldéhyde. L’époxydation est réalisée par un
agent oxydant qui est soit I'hypochlorite de sodium
soit 'iodosylmésitylene en quantités steechiométriques.
Ainsi, avec le complexe de (salen) manganese dans le-
quel R = H, R’ = Ph et X = t-Bu, Jacobsen a réa-
lisé I’époxydation d’oléfines mono- di- et trisubstituées
avec une bonne induction asymétrique (20 < ee < 93%)
(fig 18).

Parallelement aux études menées par Jacobsen, Kat-
suki et coll [51] ont développé d’autres complexes

Comglexe Mn(Iti) (R.R)
— -
101 of
RS (+)
ee=T18"% Rl =72 %
W, ‘Hy
Complexe M 111) (R,R) .
Ph — Phi.
101
IR2S(-)
ee =84 % Rik=73 %

Fig 18

de (salen) manganese capables d’induire une certaine
stéréosélectivité au cours de I’époxydation d’oléfines
non fonctionnalisées. Ces auteurs ont remplacé les grou-
pement X = ¢-Bu du complexe de Jacobsen par des
groupements chiraux (tels que le (1R)-1-phénylpropyl)
(fig 19).

Les études menées par Katsuki ont montré que, pour
ces catalyseurs, le sens et le degré de la stéréosélec-
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Tableau I'V. Réactions catalysées par des complexes de (salen) manganeése,
exces énantiomériques et rendements en époxydes.
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tion faciale des oléfines dépendaient a la fois des substi-
tuants sur les centres stéréogéniques de la partie aroma-
tique (C-3 et C-3') et de ceux appartenant a la partie
éthylénediamine (C-8 et C-8). Afin d’obtenir une meil-
leure stéréosélectivité, la présence de groupements en-
combrants tels que le t-butyle en C-3 et C-3' s’est avérée
essentielle. Leur interaction avec la face la plus en-
combrée d’une oléfine non symétrique détermine l'orien-
tation du substrat au cours de 'approche vers la liai-
son oxo-métallique et ainsi la sélectivité stéréofaciale du
transfert d’oxygene. En regle générale, les oléfines cis-
disubstituées, ainsi que les oléfines conjuguées soit a des
groupements aryle soit & des doubles et des triples liai-
sons, apparaissent comme les meilleurs substrats pour
I'époxydation asymétrique.

Au cours de ses récents travaux, Katsuki [52-54] a
montré, en synthétisant plusieurs complexes différem-
ment substitués, que la stéréosélectivité faciale des
oléfines trans au cours de l'époxydation était préféren-
tiellement controlée par la chiralité des substituants en
C-3(-3") et celle des oléfines cis par la chiralité de la
partie éthyléne diamine (C-8(-8')). Le remplacement du
groupement ¢-butyle par d’autres substituants optique-
ment actifs et addition de ligands donneurs dans le
milieu réactionnel (tels que le 2-méthylimidazole ou la
N-oxypyridine) conduisent dans certains cas a une aug-
mentation de 'induction asymétrique et du rendement
chimique. Le changement de conformation du complexe
de (salen) manganese et des substituants en C-3 et C-3’
au cours de la coordination avec le ligand donneur, per-
met d’expliquer la meilleure stéréosélectivité observée
apres addition d’un ligand donneur.

Les complexes de (salen) manganeése présentent
différents avantages par rapport aux métalloporphy-
rines chirales précédemment décrites. Leur meilleure
stéréosélectivité peut étre attribuée au fait que le com-
plexe porte des atomes de carbone stéréogéniques au
voisinage du métal, permettant ainsi une meilleure in-
duction asymétrique au cours de I’époxydation. De plus,
la synthese des complexes de (salen) manganeése est re-
lativement aisée et leurs propriétés stériques peuvent
étre facilement modifiées en choisissant les précurseurs
diamine et aldéhyde salicylique appropriés. Cependant,
bien que les complexes de (salen) manganeése optique-
ment actifs catalysent I’époxydation d’oléfines cis avec
des excés énantiomériques élevés (> 90%) [55], I'époxy-
dation d’oléfines trans avec ces complexes conduit en-
core 3 des exceés énantiomériques trés moyens (40-
60%) [56]. Toutefois, trés récemment, Jacobsen et coll
ont montré qu’il était possible de contréler I'induction
asymétrique dans les réactions d’époxydation et d’obte-
nir un mélange d'époxydes cis/trans & partir d’oléfines
cis. Les époxydes trans ainsi obtenus présentent de
bons exces énantiomériques (66-98%) [57]. Les meilleurs
résultats obtenus par époxydation avec les complexes de
(salen) manganése sont rassemblés dans le tableau IV.

Dans ce contexte, et bien qu’il ne s’agisse pas d’une
méthode d’époxydation directe, il convient de commen-
ter ici une méthode récente et trés intéressante permet-
tant d’obtenir des époxydes chiraux en plusieurs étapes
(fig 20).

Cette nouvelle approche, récemment décrite par
Sharpless et coll consiste & oxyder, de fagon stéréosélec-
tive, une double liaison portée par une oléfine prochirale
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a Paide d’un catalyseur au tétroxyde d'osmium [60]. Ce
catalyseur est en fait un complexe entre le tétroxyde
d’osmium et un dérivé d’une amine naturelle chirale
qui est soit la dihydroquinine, soit la dihydroquinidine.
Chacun de ces deux catalyseurs, baptisés ADmixa ou
ADmix/, conduit a une dihydroxylation stéréosélective
de Doléfine, et permet donc d’obtenir soit l'un, soit
l’autre, des énantiomeéres du diol correspondant et ceci
avec un degré de pureté énantiomérique élevé. L’obten-
tion des époxydes correspondants est réalisée, dans une
deuxieéme étape, par cyclisation de ces diols sans racémi-
sation dans la plupart des cas [3].

Obtention d’époxydes chiraux par voie
biologique

Il existe trois types de voies d’approche conduisant &
Pobtention d’époxydes chiraux par catalyse enzyma-
tique. Le premier type d’approche est basé sur une
stratégie indirecte et fait appel a plusieurs étapes
dont certaines peuvent étre des étapes chimiques. Les
deux autres approches, directes, sont celles concernant
d’une part 1’époxydation microbiologique stéréosélec-
tive d’oléfines prochirales et, d’autre part, le dédou-
blement enzymatique d’époxydes racémiques. Compte
tenu du caractere asymétrique intrinseque des cataly-
seurs biologiques, de leur caractére ubiquitaire et de la
variété de substrats qu’ils semblent aptes a transfor-
mer, leur utilisation & des fins de synthése organique
constitue de facon évidente une voie d'approche par-
ticulitrement intéressante pour 'obtention d’époxydes
chiraux.

Voies indirectes

Diverses méthodes indirectes permettent 'obtention
d’époxydes chiraux. Ces derniéres font généralement in-
tervenir deux étapes dont l’'une au moins est une bio-
transformation, l'autre pouvant étre biologique ou chi-

mique. Parmi les méthodes existantes, la plus intéres-
sante semble étre celle faisant intervenir les halohy-
drines comme intermédiaires chiraux.

Les halohydrines optiquement actives peuvent étre
obtenues par voie biologique. Les biotransformations
qui interviennent alors sont

- soit la réduction stéréosélective de cétones
a-halogénées (Voie A),

- soit la dégradation énantiosélective d’une halohy-
drine racémique (Voie B). Les halohydrines obtenues
sont ensuite transformées en époxydes chiraux par cy-
clisation intramoléculaire (fig 21).

e Réduction microbiologique d’ c-halocétones
La réduction microbiologique d’a-halocétones a été
trés peu développée (Voie A). Cependant, des tra-
vaux relativement anciens ont montré que la réduction
asymétrique de la bromo- et de la chloroacétophénone
par la bactérie Cryptococcus macerans conduit aux
(R)-2-halohydrines correspondantes & partir desquelles
loxyde de styréne optiquement pur a été préparé
[61]. Plus récemment, Weijers et al {62] ont étudié
la réduction microbiologique de la chloroacétone en
1-chloropropan-2-ol chiral avec comme objectif 1'ob-
tention des énantiomeéres du 1,2-époxypropane opti-
quement purs. Ces auteurs ont observé que le (S)-1,
2-époxypropane optiquement pur pouvait étre obtenu
en utilisant différentes souches de bactéries et de le-
vures. L’enzyme impliquée dans cette réduction est une
alcool déshydrogénase NAD(P)H dépendante (fig 22).

De la méme maniere, la réduction de la 3-chloro-
butan-2-one racémique conduit & un mélange 50/50
des deux diastéréoisomeéres (25,3R)-3-chlorobutan-
2-0l et (2S,35)-3-chlorobutan-2-ol, chacune de ces
deux halohydrines présentant des exces énantiomériques
supérieurs a 97%. La réaction de réduction s’avére donc
étre stéréosélective, mais cette stéréosélectivité étant
indépendante de la configuration absolue de I’atome
de carbone qui porte le chlore, la réaction conduit
4 un mélange de diastéréoisomeres. Dans ce méme
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contexte, Veschambre et al [63] ont testé de nombreux
microorganismes permettant la réduction sélective des
a-halocétones et ont ainsi trouvé différentes souches
capables de conduire, a volonté, aux deux couples de
diastéréoisomeres du 3-bromooctan-2-ol (2R,3SR) e
(28,3SR). Ces diastéréoisomeres sont ensuite séparés
par voie chimique classique. Les quatre isomeres du
2,3-époxyoctane sont alors accessibles en trois étapes
4 partir de 'octan-2-one avec de bons rendements et
des excés énantiomériques élevés (fig 23).

Au cours de leurs travaux. ces auteurs ont montré
que l'utilisation du champignon Aspergillus niger per-
met Pobtention, avec un rendement de 48%, d’un seul
stéréoisomere (2R,3R) présentant un excés énantioméri-
que > 98%. Le substrat résiduel est alors optiquement
pur. Dans ce cas particulier, la réaction s’avere étre
stéréo- et énantiosélective. Trés récemment, ces mémes
auteurs ont montré que la synthése chimioenzymati-
que de 2,3-époxydes est une méthode générale et qu’elle
peut étre réalisée & partir de cétones variées [64]. Ils ont
ainsi obtenu, en trois étapes, les quatre stéréoisomeres
du 4-phényl-2,3-époxybutane et de Poxyde de trans-
B-méthylstyréne & partir de la 4-phénylbutan-2-one et
de la 1-phénylpropan-2-one, ceci avec des rendements

modérés mais avec d’excellents excés énantiomériques

(> 95%).

e Dégradation énantiosélective d’halohydrines
(Voie B)

Au cours de la dégradation de certaines halohydrines
par une souche du type Pseudomonas, il est apparu
que l'enzyme impliquée était énantiosélective. Ainsi,
Kasai et al [65] ont utilisé des cellules immobilisées
de ce microorganisme pour obtenir de la (R)-épichlor-
hydrine optiquement pure (ee = 99,5%) & partir du
(5)-2,3-dichloropropan-1-ol résiduel (ee = 100%) ob-
tenu par dégradation énantiosélective du mélange
racémique (fig 24).

Cependant, cette méthode est limitée & un rendement
théorique maximun de 50% car il s’agit d’une réaction
énantiosélective effectuée sur un mélange racémique.
Par contre, ceci n’est plus vrai dans le cas ol le substrat
est un composé méso tel que le 1,3-dichloropropan-2-ol.
Il est alors possible d’obtenir un rendement théorique
de 100%. Ce type de substrat a été étudié par Watanabe
[66,67] qui a décrit 'obtention de I'épichlorhydrine avec
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un rendement de 62% et une pureté optique maximale
de 75% (fig 25).
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Epozydation microbiologique stéréosélective

L’époxydation biologique est réalisée par des enzymes
appelées monooxygénases. Ce type d’enzyme - qui
constitue une sous-classe du groupe des oxydoréduc-
tases — est présent dans pratiquement toutes les cellules
vivantes ou elles sont impliquées dans la bicoxydation
de composés xénobiotiques. Ces enzymes sont capables
d’incorporer 'oxygeéne moléculaire directement sur des
composés organiques, transformant ainsi par exemple
des alcénes en époxydes correspondants (fig 26).

FEtant donné le grand nombre de publications ou
des époxydes chiraux sont obtenus par bicoxydation
d’oléfines diverses [68], nous nous limiterons dans cette
partie a la description des résultats permettant I’oxyda-
tion directe d’oléfines en époxydes par des cellules mi-
crobiennes. Cependant, dans la mesure ou le véritable
biocatalyseur est évidemment un systéme enzymatique,
il est intéressant de préciser quelques caractéristiques
essentielles de ces systémes. Nous allons donc décrire
succintement ces systénies enzymatiques ainsi que, pour
chacun d’entre eux, certains exemples de biooxygéna-
tion de doubles liaisons présentant un intérét d’un point
de vue synthétique.

o Monoxygénases a fer héminique
L’un des groupes les plus importants de ce type d’en-
zyme est la famille des cytochromes P-450. Ces hémo-
protéines se trouvent pratiquement dans tous les orga-
nismes. Cette famille regroupe un certain nombre de
ferroporphyrines (heme) dans lesquelles 'atome de fer
central est ligandé a un atome de soufre de la protéine.
Leur role essentiel, parmi d'autres fonctions, est d’inter-
venir dans les processus de détoxication en hydroxylant
les composés exogenes de fagon & rendre possible, dans
une deuxieme étape, leur conjugaison avec divers sub-
strats naturels (glutathione, glycosides, sulfates, etc..)
puis I'excrétion des produits hydrosolubles ainsi formés
[69]. A cause de leur role essentiel dans le métabolisme
de certains médicaments, les monooxygénases de mam-
miferes ont été largement étudiées et de nombreux ar-
ticles et revues de la littérature ont été consacrés a ces
enzymes [70-72].

Les monooxygénases microbiennes ont été beaucoup
moins étudiées. Cependant, la premiére monooxygénase
de type cytochrome P-450 & avoir été caractérisée par
cristallographie aux rayons X provient de la bactérie

Pseudomonas putida. Cette enzyme catalyse en particu-
lier ’hydroxylation en position 5-exo du D-camphre, son
substrat naturel, d’oll sa dénomination CytP- 450,
(73] (fig 27).

CH, CH, CH; CH;
o CH; o CH,
Pseudomonas
B ———
putida OH

5-exo hydroxycamphre

Fig 27

La plupart des systémes & cytochrome P-450 décrits
jusqu’a présent sont des systémes impliquant une chaine
multi-enzymatique qui assure le transport des électrons
4 partir du NAD(P)H jusqu'au P-450 terminal. Le
mécanisme par lequel le cytochrome P-450 agit est
actuellement bien connu [70], et il a été démontré qu'il
implique sept étapes successives [74].

Exemple d’époxydation par les cytochromes P-450

de microorganismes

L'époxydation de divers types d’oléfines par les cyto-
chromes P-450 a été étudiée surtout dans le cas de cyto-
chrome P-450 isolés de microsomes de foie de rat [75,76].
Toutefois, divers exemples d'époxydation réalisée par
des cytochromes P-450 de microorganismes sont appa-
rus également dans la littérature. Par exemple, Ruettin-
ger et Fulco [77] ont décrit I’époxydation d’acides gras
insaturés tel que I'acide palmitoléique par un systéme
a cytochrome P-450 de Bacillus megaterium. Leurs
expériences montrent que I’époxydation et 1’hydroxy-
lation sont catalysées par la méme monooxygénase
NADPH dépendante. Un exemple assez récent [78] indi-
que également que le cytochrome P-450.,,, de Pseudo-
monas putida est capable de réaliser 1'époxydation du
cis-B-méthylstyréne de fagon stéréosélective. L'époxyde
ainsi obtenu présente un excés énantiomérique de 78%
en isomere (15,2R) (fig 28).
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e Monoozygénases a fer non héminique
D’autres enzymes, qui ne sont pas des cytochromes
P-450, sont également capables d’insérer un atome
d’oxygene dans une liaison C-H ou de Padditionner sur
une double liaison oléfinique. Ces enzymes sont essen-
tiellement des monooxygénases non héminiques comme



par exemple les w-hydroxylases qui sont notamment im-
pliquées dans l'oxydation des groupements CHj termi-
naux (carbone-w) des alcanes et qui ont été détectées
dans différents microorganismes {79}, ou bien encore les
méthane monooxygénases qui interviennent dans ’oxy-
dation du méthane par les organismes méthanotrophes.

Les w-hydroxylases

En 1973, May [80] et Abbott [81] ont établi de fagon
univoque que des époxydes étaient produits a par-
tir d’oléfines terminales par la souche bactérienne
Pseudomonas oleovorans. Ces auteurs ont montré que
le octa-1,7-diéne était transformé exclusivement en
7,8-époxyoct-1-ene par Pseudomonas oleovorans, ce
produit pouvant & son tour subir une deuxiéme époxy-
dation pour conduire au diépoxyde [82] (fig 29).

Il a été établi que la mono-époxydation était
stéréosélective et conduisait au (R)-(+)-7-époxyde
présentant un exceés énantiomérique d’environ 80%.
Le diépoxyde formé est essentiellement de configura-
tion (R,R), ce qui montre que la configuration du
monoépoxyde déja formé influence la stéréochimie de la
deuxiéme époxydation. En effet, lorsque des cellules de
Pseudomonas oleovorans sont placées en présence d’un
mélange racémique de 7,8-époxyoct-1-éne, le diépoxyde
formé est composé de 59% de (2R,7R) et de 41% de
(25,75), soit un excés diastéréoisomérique faible de
18%.

Le systeme enzymatique impliqué dans la réaction
d’hydroxylation d’alcanes par P. oleovorans a été mis
en évidence par Coon et al [83], qui ont isolé un systéeme
enzymatique capable de catalyser les w-hydroxylations
d’alcanes et d’acides gras. Les études réalisées dans ce
domaine ont montré que ce méme systeme enzymati-
que était responsable de la conversion d’oléfines termi-
nales en 1,2-époxydes correspondants [84,85]. Ainsi, il
époxyde les alceénes linéaires en Cg jusqu’en Cyo (pour
des chaines plus courtes, le produit d’hydroxylation est
obtenu). L’utilisation du méme systéme enzymatique
pour l'hydroxylation et ’époxydation conduit & une
compétition entre ces deux types de biotransformations
qui dépend de chacun des substrats utilisés. L’hydroxy-
lation est prédominante pour les substrats & courte
chaine tels que le but-1-e¢ne ou le propéne alors que,
pour les substrats de longueur «moyenne», comme par
exemple l'oct-1-éne, les deux réactions se produisent.
Ainsi ce substrat est ~ soit époxydé en 1,2-époxyoctane
— soit hydroxylé en oct-7-én-1-ol. Dans le cas du déc-1-
éne, ’époxydation prédomine largement. En revanche,
les alcénes cycliques et non terminaux ne sont ni hy-
droxylés, ni époxydés [86].

Tous ces résultats ont conduit récemment a une ap-
plication intéressante en synthése organique asymétri-
que. Ainsi P. oleovorans a été utilisé parmi d’autres
microorganismes pour réaliser 'oxydation stéréospéci-
fique d’arylallyléthers en (+)arylglycidyl éthers. Ces
intermédiaires sont ensuite transformés chimiquement
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en (S)-(-)-3-aryloxy-1-alkylaminoprop-2-anols qui sont
des composés utilisés comme B-bloquants. Cette
méthode a, par exemple, été utilisée pour synthétiser le
(S )-(7)-Metoprolol® et le (S)-(A)—Atenolol® qui sont
ainsi obtenus avec des puretés énantiomériques de 95
a 98% [87]. Ces applications sont d'un grand intérét
puisqu’il a été démontré que le (S)-(—)-Metoprolol était
270-380 fois plus actif que son antipode [88] (fig 30).

Do
/C=CH1
H

Organisme| Metoprolol
M p.o. ("/n)
M R. equi
. Wi
NCI"B 12035 95.4
S P. putida
RAO_O_\(C)_CHZ NCIB 9571 9%
7 =/
H Y P. oleovorans 98.4
ATCC 29347
Chimique P .
.« aeruginosa
NCIB 8704 9.8
R"@‘Oﬂ(SLCHzNHiPI’
C.
H/ OH

R = CH;0CH,CH; : Metoprolol
R = NH;COCH; : Atenolol (M : P. oleovorans p.o. = 97%)

Fig 30

Les méthane monoozygénases (MMO)

Un autre exemple intéressant de monooxygénases est ce-
lui des méthane monooxygénases. En effet, ces enzymes
sont capables de transformer le méthane en méthanol,
une réaction extrémement difficile & réaliser chimique-
ment.

Les MMO sont des enzymes isolées a partir d’un cer-
tain nombre de microorganismes méthanotrophes tels
que Methylosinus trichosporium, Methylococcus capsu-
latus et M. organophilum. Elles incorporent 'oxygene
dans une large variété de substrats hydrocarbonés, tels
que les alcanes, les alcénes et les hydrocarbures alicy-
cliques ou aromatiques [89-91]. Ces bactéries méthano-
trophes, décrites par Hou et al [92], sont capables d’oxy-
der des alcénes linéaires gazeux (C3-Cy) en 1,2-époxydes
qui s’accumulent extracellulairement Ceux-ci s’averent
étre optiquement actifs dans certains cas. Les MMO de
Methylococcus capsulatus et de Methylosinus trichospo-
rium ont été purifiées et leurs propriétés enzymatiques
étudiées. Cependant le mécanisme de cette réaction et
la structure du site actif ne sont pas encore clairement
déterminés. Les résultats d’études sur l'inhibition de
ces enzymes ont indiqué que, comme dans le cas de
l'w-hydroxylation de P. oleovorans discuté précédem-
ment, la méme monooxygénase était responsable
de T'hydroxylation du méthane et de 1’époxydation
d’oléfines.
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Trés récemment [93], Seki et al ont étudié ’époxy-
dation de composés allyle halogénés (fuorure d’allyle,
chlorure d’allyle et bromure d’allyle) par la bactérie
Methylosinus trichosporium (OB3b). Ils ont observé
que cette bactérie avait la particularité d’inverser
sa stéréosélectivité en fonction de la structure des
différents substrats étudiés. En effet, le propéne et le
fluorure d’allyle sont époxydés par une attaque sur la
face Re de I'oléfine tandis que, pour le chlorure d’allyle,
le bromure d’allyle, le but-1-eéne et le buta-1,3-diéne,
la réaction a lieu sur la face Si. Cependant, les exces
énantiomériques observés sont faibles (tableau V).

Tableau V.
Conf
Substrats Produits ee (%) (face Réf
d’attaque)
propéne époxypropane 14 R (Re) [94]
1,2-époxy-
fluorure d’allyle 3-fluoropropane 54 S (Re) [93]
1,2-époxy-
chlorure d’allyle 3- chloropropane 4 R (S7) 193]
1,2-époxy-
bromure d’allyle 3-bromopropane 10 R (S%) (93]
but-1-éne 1,2-époxybutane 28 S (Si)  [94]
buta-1,3-diéne  1,2-époxybut-3-éne 28 S (Si) 94

o Autres monoorygénases microbiennes
Dans le but de préparer des époxydes chiraux, De Bont
et al [95,96] ont isolé, a partir de divers échantillons de
sol, une quinzaine de bactéries capables d’utiliser pour
leur croissance de ’éthyléne, du propéne, du but-1-éne
ou du butane comme seule source de carbone. Grace
aux progres réalisés par la CPG chirale, la stéréosélec-
tivité d’un grand nombre de microorganismes a pu étre
étudiée en analysant directement la phase gazeuse sur-
montant le milieu de culture [97,98]. Ainsi, il a été ob-
servé que des bactéries du genre Mycobacterium sont ca-
pables de former de 'oxyde d’éthyléne lorsqu’elles sont
cultivées sur de I’éthyléne. Une étude plus approfondie,
réalisée avec cette bactérie [95] en présence d’**0, a per-
mis de montrer que I’atome d’oxygéne de ’époxyéthane
provenait de I'oxygene moléculaire (marquage isotopi-
que) et que, d’autre part, la monooxygénase impliquée
dans cette oxydation était différente de celle qui cata-
lyse I'hydroxylation de I’éthane dans ce méme microor-
ganisme. Le systeme enzymatique de Mycobacterium
comporte donc deux monooxygénases distinctes : une
alcane et une alcéne monooxygénases. Cette souche per-
met d’obtenir le (R)-1,2-époxypropane présentant un
excés énantiomérique de 80%. Cependant, la production
de 1,2-époxyalcanes est trés lente. De plus une concen-
tration forte en époxyde inhibe ’alcéne monooxygénase
[99]. L’immobilisation des cellules de différentes myco-
bactéries a permis d’augmenter le rendement de la réac-
tion tout en conservant la stéréospécificité [100].

Dans ce méme contexte, Archelas et al [101} ont
étudié la bioépoxydation du 4-bromobut-1-¢ne, du
1-hydroxybut-3-éne et du but-1-éne avec trois microor-
ganismes isolés précédemment par de Bont et al [95].

Ces auteurs ont observé que la présence d’un atome de
brome ou d’un groupement OH en position homoallyl-
ique provoque quelques variations sur la stéréosélecti-
vité de I’époxydation mais que les époxydes de confi-
guration absolue (R) étaient toujours préférentielle-
ment formés. D’un point de vue synthétique, le (+)(R)-
4-hydroxy-1,2-époxybutane (ee = 84%), obtenu avec la
bactérie Nocardia IP1, est un précurseur possible du
(-)-GABOB qui présente des propriétés antiépileptiques
et hypotensives (tableau VI).

Tableau VI.
o) 0 0
Q\/\nr Z_\/\on L—\\/
Souches ee ee ee
L1 64 41 80
E3 87 58 68
1P1 80 84 98

Mamouhdian [102,103] a également testé différents
types de bactéries utilisant de I’éthyléne ou du propéne.
Il a montré que les réactions sont trés stéréosélec-
tives. Il obtient ainsi, avec 18 souches de bactéries
du genre Aerococcus, Alcaligenes, Micrococcus et Sta-
phylococcus, divers époxydes optiquement actifs. Par
exemple, il obtient le (R)-1,2-époxypropane (ee = 90-
96%), le (R)-1,2-époxybutane (ee = 90-98%) et le trans-
(2R,3R)-époxybutane (ee = 64-88%). Alors que, dans
les deux premiers cas, il y a formation stéréosélective
de 1,2-époxydes de configuration (R), dans le cas du
2,3-époxyde, I’époxydation n’est pas énantioposélective
(c’est-a-dire que ’époxydation a lieu sur chacune des
deux faces énantiotopiques de l'oléfine). Les résultats
montrent que 'époxyde formé initialement est racémi-
que et qu’il y a ensuite hydrolyse énantiosélective de
I’énantiomere (25,35), laissant en conséquence 1’énan-
tiomere (2R,3R) majoritaire.

D’autres souches, telles que Xanthobacter Py 10 ou
Py 2 ont été testées. Dans ce cas, la vitesse d’époxy-
dation est plus grande qu’avec Mycobacterium mais la
spécificité de substrat est similaire. La souche Xantho-
bacter permet 'accumulation de 2,3-époxybutane & par-
tir de cis ou de trans-but-2-éne mais les rendements ob-
tenus restent faibles, et dépendent du milieu de culture
utilisé et surtout de la source de carbone (alcénes) [104].
La souche Rhodococcus rhodochrous, permet également
Pobtention de 1,2-époxyalkanes & partir d’oléfines ter-
minales & courte chaine. Dans ce cas, I’enzyme respon-
sable de 'oxygénation apparait, curieusement, comme
étant résistante aux fortes concentrations de ce pro-
duit (époxyde) sans présenter d’inhibition apparente
[105]. Les exceés énantiomériques ne sont pas mentionnés
dans les deux derniers exemples. De fagon similaire,
des cellules de Nocardia corallina, cultivées sur des
alcénes a longue chaine (Ci3 & Cis), ont été décrites
[106] comme étant capables de réaliser ’époxydation
d’oléfines a chaine terminale de fagon stéréosélective.
Ainsi les époxydes de configuration (R) sont obtenus
avec des exceés énantiomériques de 76 & 90% selon la
longueur de la chaine. Ces époxydes peuvent étre uti-
lisés comme synthons dans la synthese de chaines w des
prostaglandines (fig 31).
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Les cellules de Corynebacterium equi IFO 3730
cultivées sur un milieu contenant de I’hexadéc-1-éne
comme seule source de carbone réalisent également
I’époxydation stéréosélective d’alcénes linéaires conte-
nant plus de 14 atomes de carbone et possédant une
double liaison terminale. Ainsi les (R)-(+)-1,2-époxyal-
canes sont obtenus avec une pureté optique de 100%
[107]. Les résultats décrits font ressortir le fait que
les bactéries dont le substrat de croissance est un al-
cane (méthane, éthane, etc...) forment préférentielle-
ment des époxydes racémiques. Par contre, dans le cas
de bactéries dont la source de carbone est un alcéne,
la composition énantiomérique dépend a la fois du mi-
croorganisme et de l'oléfine étudiés, des exceés énan-
tiomériques de 99% pouvant étre observés. Les époxydes
formés présentent préférentiellement une configuration
absolue (R). Cependant, une stéréosélectivité inverse a
pu étre observée dans le cas de la bactérie Nitrosomas
europeae [108]. Cette bactérie, qui posséde une ammo-
nium monooxygénase, conduit a la formation préféren-
tielle de ’énantiomére (S) du 1,2-époxypropane et du
1,2-époxybutane, et & l'énantiomeére (R) du 1-chloro-
2,3-époxypropane a partir des oléfines correspondantes.

Les monooxygénases de champignons peuvent égale-
ment donner lieu & des réactions d’oxygénation de dou-
bles liaisons. Toutefois dans de nombreux cas, les cham-
pignons conduisent directement au diol provenant du
catabolisme ultérieur (hydrolyse) de I’époxyde. Ainsi,
Furstoss et coll ont montré qu’il est possible d’obtenir
des diols présentant des excés énantiomériques d’envi-
ron 80-95% par oxydation stéréosélective du N-phényl-
carbamate de citronellol [109] ou de géraniol [110].
Cette approche constitue un paralléle fort intéressant
de la réaction de dihydroxylation de Sharpless citée
précédemment [58]. Il a été montré en particulier que le
mécanisme impliqué est un processus en deux étapes

- la premiére étape étant une époxydation
stéréosélective de la double liaison (qui conduit a
I’époxyde de configuration absolue (S), lequel est

— dans une deuxiéme étape, hydrolysé en diol.

L’étude détaillée de la régiosélectivité de cette hy-
drolyse a clairement démontré que la régiosélectivité de
cette hydrolyse peut étre contrdlée en jouant sur le pH
du milieu réactionnel. Ainsi, & pH 2, I’hydrolyse acido-
catalysée de cet époxyde conduit & un diol de configu-
ration absolue 6(S) alors que, & pH 6, cette hydrolyse
est réalisée par voie enzymatique et conduit au diol de
configuration absolue opposée 6(R). Ceci signifie donc
que, en jouant simplement sur le pH de cette biocon-
version, il est possible d’obtenir, & volonté, soit 'un soit
I’autre de ces énantiomeres (fig 32).

11 est intéressant de souligner que ces réactions ont
été conduites sur plusieurs grammes de substrat, ce qui
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permet donc l'usage ultérieur de ces produits optique-
ment purs en synthése organique.

Dans certains cas, il est possible de s’arréter & la
premiere étape de cette oxydation. Ainsi, Furstoss et
coll [111] ont montré que, en présence du champignon
A. niger, le phénylcarbamate de sulcatol conduit &
I'époxyde correspondant, qui a été utilisé comme un
précurseur chiral dans la synthése d’une phéromone :
le pityol.

D’autres champignons filamenteux ont aussi été
étudiés dans le contexte des époxydations stéréosélec-
tives. Ainsi, Cerniglia et al [112] ont décrit l'oxy-
dation d’hydrocarbures aromatiques polycycliques par
les champignons Cunninghamella elegans et Synce-
phalastrum racemosum. Les substrats étudiés sont
du type biphényle, dibenzofurane, naphtaléne, an-
thracéne, phénanthréne et dérivés. Les champignons
produisent alors les trans-dihydrodiols. Les enzymes
impliquées dans ces oxydations sont, 14 encore, des
monooxygénases de type cytochrome P-450 NADPH-
dépendantes, qui présentent une stéréosélectivité et
une régiosélectivité différente par rapport aux mono-
oxygénases de mammiféres [113].

Dans ce méme contexte une époxydation intéres-
sante qui semble étre I'objet d’une application indus-
trielle, a été décrite par White et al [114]. Ces au-
teurs rapportent en effet la transformation, par une série
de souches de Penicillium, de 'acide cis-propénylphos-
phonique en acide ¢is -(-)-1,2-époxypropylphosphonique
(fosfomycine, antibiotique & large spectre) [115] (fig 33).

o Epozydation par les chloroperoxydases

La chloroperoxydase de Caldariomyces fumago est ca-
pable de transformer des alcénes en époxydes en ’ab-
sence d'ions halogénure. Par exemple en présence de
t-BuOOH des dérivés du styréne sont époxydés par
cette enzyme en époxydes de configuration (R) présen-
tant des excés énantiomériques de 28 & 68% [116].
Récemment Hager et Jacobsen [117] ont obtenu des
époxydes chiraux avec de bons excés énantiomériques
(66 & 96%) a partir d’alcénes disubstitués par ac-
tion d'une chloroperoxydase (en présence de H;O3)
sur P'oléfine correspondante. Ils ont cependant observé,
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comme dans le cas des protéines héminiques ou de
leurs modeles synthétiques, que les oléfines cis étaient
oxydées stéréospécifiquement alors que leurs analogues
trans n’étaient pas de bons substrats. Toutefois, 1'uti-
lisation de ces enzymes est limitée en raison de leur
sensibilité & I’eau oxygénée (tableau VII).

Tableau VII.
Substrats ee époxydes Conlf. abs. Rdt en
(%) (époxyde) époxyde (%)
CH nC H
N % 2R, 3§ 78
CH. nCH
N " ) 2R 38 82
Ph CH
AN 9 18, 2R 67
18, 2R 85

SO

Certains microorganismes, qui se développent sur des
substrats du type alcanes ou alcénes, permettent d’ob-
tenir des 1,2- ou 2,3-époxydes avec de bons exces énan-
tiomériques par époxydation directe de Poléfine cor-
respondante. Cependant, les rendements observés sont
moyens et plusieurs problemes non négligeables limitent
largement 1’'utilisation possible de ces méthodologies.
Tout d’abord, 'implication de cofacteurs dans le fonc-
tionnement des systémes enzymatiques mis en jeu ne
permet que I'utilisation de cellules entiéres pour ce type
de réaction (afin d’éviter les problémes de régénération
des cofacteurs). D’autre part, les époxydes étant des in-
termédiaires réactifs, cela conduit & un phénoméne d'in-
hibition du systeme enzymatique par le produit. Il en
résulte que seules de faibles concentrations en époxyde
peuvent étre accumulées dans le milieu aqueux environ-
nant. C’est pourquoi, afin d’essayer de minimiser ces
problémes, de nombreuses études utilisant des solvants
organiques (milieu biphasique) ont été réalisées que ce
soit dans le but d’obtenir des époxydes «courts» [118]
ou pour la production d’époxydes a partir d’alceénes a
longue chaine {119].

Dédoublement enzymatique d’époxydes

L’utilisation d’enzymes qui transforment sélectivement
les énantiomeres d’un mélange racémique constitue une
autre méthode biologique directe permettant d’obtenir
des époxydes optiquement actifs. Une telle méthode im-
plique la transformation (ou la dégradation) compléte
de 'un des antipodes alors que l'autre n’est pas af-
fecté. Il s’agit alors du dédoublement enzymatique d’un
mélange racémique. Nous allons, dans ce chapitre nous
intéresser aux enzymes provenant de divers organismes
vivants impliqués dans ce type de réactions.

Dédoublement par les lipases

Les réactions catalysées par les lipases sont relative-
ment familiéres au chimiste organicien car il n’est pas
nécessaire d’utiliser un microorganisme entier. Le bio-
catalyseur est disponible dans le commerce et l'isole-
ment des produits de réaction se fait par des techni-
ques courantes de laboratoire. Les lipases ont été uti-
lisées pour le dédoublement d’esters de glycidols (époxy-
alcools) racémiques tels que l'ester trans-phénylglyci-
date de méthyle utilisé comme synthon dans la synthése
de la chaine latérale du Taxol [120] (anticancéreux).
Ce dédoublement a été réalisé a 1’échelle de plusieurs
dizaines de grammes avec un recyclage de 'époxyde
(2R,35)-trans-phénylglycidate de méthyle résiduel afin
d’atteindre un excés énantiomérique de 95% (fig 34).

Un autre exemple intéressant impliquant le dédou-
blement par les lipases est celui permettant I’'obtention
de l'acide (2R,3S) trans-4-(méthoxyphényl)glycidique,
synthon chiral utilisé dans la synthése du (25,35)
Diltiazem® [121]. Cette molécule présente une activité
d’antagoniste calcique et constitue I'un des produits im-
portants de I'industrie pharmaceutique au niveau mon-
dial. Il est produit, selon cette méthodologie, par di-
verses sociétés telles Tanabé Sayacou au Japon, DSM
Andéno en Hollande et Synthélabo en France.

Le dédoublement est réalisé avec la lipase de Candida
cylindracea (CCL) ou par action de la lipase pancréati-
que de porc (PPL), et conduit & ’énantiomere (2R,35)
avec de trés bons exceés énantiomériques (96-99%) et
des rendements de 35-40%. Le systéme a été amélioré
en utilisant la transestérification plutét que ’hydrolyse
afin d’éviter la décomposition de ’acide en aldéhyde.
Cependant les exceés énantiomériques obtenus sont plus
faibles dans ce cas (fig 35).

Métabolisme et détoxication des éporydes

o Généralités
Les époxydes sont formés, dans la cellule, par bio-
transformation de composés contenant une insatura-
tion. Nous avons signalé dans le chapitre précédent que
le systéme & cytochrome P-450 était la voie la plus
fréquente dans les microsomes. Ces métabolites oxydés
ainsi formés présentent une grande toxicité car, de part
leur réactivité chimique, ils peuvent étre attaqués par
divers nucléophiles et donc se lier d’'une maniére co-
valente a diverses molécules biologiques, en particu-
lier & des macromolécules nécessaires pour le bon fonc-
tionnement de la cellule, telles que ’ARN ou ’ADN.
L’observation directe des époxydes intermédiaires est
souvent impossible. En effet, grice aux processus de
détoxification existant dans les cellules, ces époxydes
sont rapidement métabolisés par voie enzymatique en
produits moins réactifs et donc moins toxiques. Les
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enzymes impliquées dans le métabolisme des époxydes
ont été trés étudiées et il est apparu qu’elles pouvaient
étre métabolisées selon deux voies, a savoir soit par
action d’époxyde hydrolases, soit par action de gluta-
thione S-transférases [122-124]. L’abondance et la lo-
calisation cellulaire de ces enzymes, la concentration
en substrat, le type d’époxyde et le taux de gluta-
thione déterminent la contribution relative de ces deux
réactions. Les diols vicinaux formés lors de l'action
des époxyde hydrolases sont généralement, dans un
deuxiéme temps, transformés en produits hydrosolu-
bles, ce qui permet leur élimination [125] (fig 36).

D’autres réactions métaboliques ont également été
décrites comme intervenant dans la dégradation des
époxydes par les microorganismes. Ainsi, des études
réalisées avec la bactérie Mycobacterium E20 poussant
sur de I'éthyléne, ont montré que ’époxyéthane formé
était converti directement en AcylCoA en présence
de NAD*, de CoA et d’un cofacteur inconnu [126].
Hisatsuka et Shirai ont trouvé que la dégradation
de 'oxyde de styréne par Pseudomonas 305 STR en
2-phényléthanol était catalysée par une styréne oxyde
réductase [127].

o Dégradations énantiosélectives

Chacune des voies de dégradation d’époxydes décrite ci-
dessus peut conduire & des époxydes optiquement actifs
si cette dégradation s’applique a un époxyde racémi-
que. En effet, dans la mesure ol une enzyme est par

nature un catalyseur asymétrique, il est vraisembla-
ble que la vitesse de dégradation sera différente pour
chacun des deux énantiomeéres. Dans ce cas, l'autre
énantiomere n’est que peu (ou pas) transformé et peut
étre récupéré sous sa forme optiquement active. Bien
qu’une telle méthodologie ne puisse conduire en prin-
cipe qu’a un rendement maximum de 50%, elle reste ce-
pendant trés intéressante car les époxydes racémiques
sont peu coliteux et s’averent étre facilement accessibles
par différentes méthodes chimiques (fig 37).

1l a été montré que la bactérie Xanthobacter Py2,
qui pousse sur propéne, réalise le dédoublement enzy-
matique de mélanges racémiques de 2,3-époxyalcanes
[128]. Seules les formes (25) sont métabolisées par la
bactérie, résultant en I'accumulation des formes (2R)-
2,3-époxyalcanes. Par exemple, dans le cas des cis et
trans 2,3-époxypentanes, les isomeéres résiduels apres
dédoublement par Xanthobacter Py2 sont les formes
(2R) (fig 38).

Les 1,2-époxyalcanes sont également dégradés par
cette bactérie mais elle n’est pas capable dans ce cas
de différencier les deux énantiomeéres. Dans ce méme
contexte, plusieurs autres bactéries ont été étudiées
dans le but de réaliser le dédoublement des 1,2-époxy-
alcanes. Parmi tous les microorganismes testés, isolés
par culture sur alcénes a courte chaine, trés peu de cas
se sont révélés énantiosélectifs [129]. Le meilleur résul-
tat pour la dégradation énantiosélective de 1,2-époxy-
alcanes a été obtenu avec la souche Nocardia H8 qui



786

Conjugués
glucuronide s

UDPGT

Conpgués

ST+ PAPS sulfates

Complexes avee les

macmmolécules  celulaires

GT= Glutathione  transférase
GSH= Glutathivne réduite

ST = sulfotransfé rase
PAPS = 3" phosphoadenosine §'-phosphosulfate

EH = Epoxyde hydmlase
UDPGT= UDPglucuronyi trunsférase

Fig 36
0] [6)
R1>LX<R2 R|>A<Rz produits
—— . . + fk
R; R, Ry R, dégradation
mélange racémique époxvde chiral
Fig 37
H/LO\CH CH,, QM oy, B GHe M Q H Tableau VIIL.
CH H W oH AT (‘HA(‘ W,
\Ja“m 2539 ! SR ) (zusg" Substrats Conf abs ee (%) Rdt (%)
v Y 1,2-époxypropane S > 08 13
fram o 1,2-époxybutane > 98 10
’/ \ 1,2-époxyhexane S > 08 2
épichlorhydrine R > 98 19
w0 e, i W0 u trans-2,3-époxybutane R, R > 98 49
A de dégradition VA
ey " IS A T . , i ) .
R Paction d’une glutathione transférase de foie de rat.
(2RIR . L’énantiomere (1R,2S) est alors récupéré optiquement
Fig 38 actif dans le milieu réactionnel.

dégrade & des vitesses différentes les formes (R) et (.5)
des 1,2-époxyalcanes mais également des 2,3-époxyal-
canes. Ainsi, & un certain taux de conversion, il est
possible d’accumuler dans le milieu les formes S des
époxydes optiquement purs. Les rendements sont ce-
pendant faibles (tableau VIII).

o Action d’une glutathione transférase
La conjugaison d’époxydes avec la glutathione par
action d’une glutathione S-transférase s’est avérée
régiospécifique sur le carbone benzylique et énan-
tiosélective dans certains cas. Ainsi, par exemple, Wa-
tabe et al [124] ont montré que I'énantiomere (15,2R)
de Poxyde de 1,2-dihydronaphtaléne se conjugue avec
la glutathione plus rapidement que son antipode sous

o Hydrolyses énantiosélectives

Un autre type bien défini d’enzymes de dégradation
énantiosélectives sont les Epoxyde Hydrolases (EH)
[EC 3.3.2.X]. Les EH catalysent la formation de dihy-
drodiols par addition d’une molécule d’eau sur la fonc-
tion époxyde. En particulier, ces enzymes sont capables
d’hydrolyser & des vitesses différentes les énantiomeéres
de certains époxydes pour les transformer en diols. On
rencontre les EH dans divers organes et chez beaucoup
d’espéces animales [130] comme les poissons, les amphi-
biens, les oiseaux, les mammiféres et notamment chez
I'’homme [131,132]. De méme elles sont présentes dans
les microorganismes [133] et chez les végétaux [134]
(fig 39).
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Etant donné le potentiel trés intéressant de ces
enzymes d’origines diverses, nous allons détailler ci-
dessous les principaux résultats actuellement décrits
dans la littérature.

Les épozxyde hydrolases de mammiferes

Trois types d’ EH d’origine animale ont été identifiés
a savoir les EH microsomales (EHm), les EH cytosoli-
ques (EHc), et les hydrolases des leukotrieénes A4. De
nombreux articles de la littérature décrivent de fagon
détaillée les propriétés de ces diverses EH [135]. Nous
ne nous intéresserons ici qu'aux principales caractéris-
tiques des EH microsomales et cytosoliques.

e Spécificité de substrat

Les EH agissent sur une grande variété de substrats,
mais présentent des limitations selon leurs origines. De
maniére générale, les chaines lipophiles alkyle ou aryle
a proximité du cycle oxirane augmentent la vitesse de
réaction, alors que les composés porteurs de groupes po-
laires tels que des fonctions hydroxyle, sont de mauvais
substrats. Les EHm hydrolysent les époxydes mono- et
cis-1,2-disubstitués [136,137]. Ainsi I'oxyde de styréne
ou encore I'1,2-époxyoctane sont de bons substrats pour
PEHm. En revanche, les oxiranes trans-di-, tri- et tétra-
substitués sont généralement inactifs comme substrats
ou inhibiteurs.

Les EHc hydrolysent les substrats cités pour les
EHm mais de plus, les époxydes trans-1,2-di-, tri- et
tétrasubstitués sont également de bons substrats. Par
exemple, des études ont montré [138] que I'EHc purifiée
de foie de souris était considérablement plus active avec
le trans-oxyde de stilbene par rapport a l'isomeére cis.
Les valeurs rassemblées dans le tableau IX montrent que
I'oxyde de trans-3-propylstyréne est le meilleur substrat
parmi ceux testés.

Tableau IX. Spécificité de substrat de ’EHc isolée de foie
de souris

Activité spécifique

Substrats Concentrations (nmol/min
X mg protéine)

oxyde de trans-

[B-propylstyréne 0,5 mM 15 600
oxyde de trans-

(B-éthylstyrene 0,5 mM 3540
oxyde de trans-

stilbéne 50 um 939
oxyde de styréne 1,6 mM 475
oxyde de cis-stilbéne 50 pm 136

Ainsi, les mammiferes possedent deux systémes en-
zymatiques (EHm et EHc) capables d’hydrolyser une
grande variété d’époxydes.

e Régiosélectivité

Les EH catalysent I’hydrolyse d’époxydes en trans-
dihydrodiols par addition d’une molécule d’eau. La
réaction est régiosélective et l’eau est additionnée
préférentiellement sur Patome de carbone le moins en-
combré de I’époxyde. En utilisant de I’eau marquée a
l'oxygene 18 (H'80), Jerina ef al ont montré que le
diol obtenu par hydrolyse enzymatique de 'oxyde de
styréene par 'EHm contenait 90% d’'80 sur ’atome
de carbone le moins encombré [139]. Hanzlik a ensuite
confirmé cette régiosélectivité de ’EHm en étudiant une
série de substrats époxydés dont 'oxygene du cycle oxi-
rane était de 1''80 [140]. En ce qui concerne les EHc,
il semblerait que d’une maniére générale on observe
une régiosélectivité préférentielle d’attaque sur le car-
bone le moins substitué de Poxirane [141]. Cependant,
récemment, une étude comparative de la biohydrolyse
de l'oxyde de styréne par des EHm et EHc, provenant
de foie de lapin, a mis en évidence une absence totale
de régiosélectivité dans le cas de ’'EHc [142] (fig 40).

0 HO

EHm !
TR

Incorporation : 90 % sur (12)

Fig 40

o Mécanisme

Les EH sont des enzymes qui ne nécessitent pas de co-
facteurs pour leur fonctionnement, contrairement aux
méthane oxydases, ce qui les rend trés intéressantes du
point de vue de leur mise en ceuvre technologique. En ef-
fet, cet avantage permet d’envisager une utilisation aisée
de ces biocatalyseurs par le chimiste organicien. Les EH
catalysent une trans-addition d’eau sur le cycle oxirane
avec inversion de configuration sur 'atome de carbone
attaqué. Aucun cas de cis-addition n’a été décrit dans
cette réaction catalysée par les EH d’origine animale.
La question qui se pose est de savoir comment ’enzyme
fixe et active l'eau dans le site actif, et comment elle par-
vient & déstabiliser le cycle oxirane pour favoriser 'atta-
que hydrolytique. Plusieurs mécanismes ont été succes-
sivement proposés [140,143-146] mais ce n’est que trés
récemment que Lacourciére et Armstrong [147] ont mis
en évidence l'intervention d’un intermédiaire enzyme-
substrat covalent. Le mécanisme proposé se décompose
en deux étapes :
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~ dans un premier temps, une attaque de type Sn2
d’un carboxylate présent dans le site actif pour donner
un ester intermédiaire

- une attaque subséquente de cet ester par une
molécule d’eau (fig 41).

Bien que les EHm et les EHc possedent des
caractéristiques stéréochimiques similaires (addition
nucléophile d’eau en trans par attaque sur le carbone
le moins substitué conduisant aux diols trans), ces deux
types d’enzymes semblent présenter des différences en ce
qui concerne leur mécanisme intime. Les études concer-
nant le mécanisme des EHc ont été peu développées
mais il semblerait, qu'un résidu cystéine soit essentiel
pour leur activité enzymatique et serve d’assistance ba-
sique (sous sa forme thiolate) dans le mécanisme de ca-
talyse basique généralisée [148]. Une possibilité d’assis-
tance complémentaire par catalyse acide au niveaun de
loxirane a également été évoquée.

o Enantiosélectivité

Origine de U'énantiosélectivité

De part leur spécificité et leur structure asymétri-
que, les enzymes sont capables de différencier les deux
énantiomeres d’un mélange racémique. Ces deux énan-
tiomeres sont alors considérés comme étant des inhi-
biteurs 'un par rapport a l'autre pour l'acceés au site
actif. L’équation de vitesse pour une réaction enzyma-
tique impliquant un seul substrat, définie par Michaélis-
Menten, s’applique pour chacun des deux énantiomeres
et est donné par la formule suivante :

Vinax.|S]
Y = maxl
K + (8]

dans laquelle V.« représente la vitesse maximale, K,
la constante de Michaélis-Menten, et [S] la concentra-
tion en substrat. De maniére surprenante, a partir d’un
méme mélange racémique dont I’énantiomere (.S) est
hydrolysé rapidement (Viax (S) > Viax (R)) on peut
obtenir :

— soit un époxyde résiduel de configuration (R):
dans ce cas I'énantiomere (S) (hydrolysé rapidement)
posséde un K, inférieur ou équivalent a celui de son
antipode,

- soit un époxyde résiduel de configuration (R);
dans ce cas ’énantiomere (S) (hydrolysé rapidement)
posséde un K, supérieur a celui de son antipode : on
observe alors un phénomene d’inhibition de I'antipode
(R) sur (S). Cela ce traduit par un profil de cinétique
biphasique au cours de I'hydrolyse du mélange racémi-
que. Plusieurs cas d’inhibition ont été décrits dans la
littérature [149-151].

09
0

OH
HO/_/

Etant donnée la diversité des résultats décrits concer-
nant les réactions d’hydrolyse d’époxydes par les EH
de mammiféres, nous avons choisi de les présenter en
fonction du type de susbtrat étudié. Ainsi, nous allons
considérer successivement :

- les époxydes monosubstitués

— les époxydes disubstitués

— les époxydes trisubstitués.

Epozydes monosubstitués

Les époxydes aromatiques ont été les premiers étudiés
étant donné la possibilité de mise en ceuvre de techni-
ques d’analyse suffisamment sensibles (UV-HPLC) avec
ces composés. L'oxyde de styréne est 'un des sub-
strats le plus fréquemment utilisé pour I’étude de 'ac-
tivité EH. Les premieres études réalisées sur ce sub-
strat sous forme racémique [137] n’ont fait apparaitre
aucune différence significative lors de ’hydrolyse de ses
énantiomeres (R) ou (S) par les microsomes de foie
de rat. Plus récemment Watabe et al [149] ont montré
qu'il existait cependant une différence d’affinité entre
les deux énantiomeéres par rapport a ’EH de foie de rat.
Le phénomeéne d’inhibition qui en résulte permet alors,
a partir d’'un mélange racémique, d’obtenir de 'oxyde
de styréne de configuration (S) optiquement enrichi au
cours de la réaction.

Bellucci et al [152] ont étudié I'hydrolyse de Poxyde
de styréne et de différents dérivés substitués en présence
d’EH de foie de lapin. Ainsi, le (S)-oxyde de styréne
est obtenu avec un exces énantiomérique supérieur a
98% pour un taux de conversion de 75%. En revanche,
I’énantiosélectivité n’est plus observée lorsque I'oxyde
de styréne est substitué en position pare par un grou-
pement méthyle ou un atome de chlore (tableau X).

Tableau X.
S
mEH O
Foie de lapin hb.)*A *
H
R ® R R
Conversion ee époxyde ee diol
(%) (%) (%)
30 30 76
R =H 58 76 45
75 > 08 26
R=pCH3, pCl 50 <4 < 4

En ce qui concerne les époxydes aliphatiques mono-
substitués, I’énantiosélectivité dépend du type de subs-
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Tableau XI.
0] fTH 0]
EH
A - 3 FAN
R R R
H
Racémi
acémique R S
EHm EHc
R Conversion ee diol Sélectivité Conversion ee diol Sélectivité
(%) (%) (E) (%) (%) (E)
n-CaHg- 16 14 1 13 0 -
n-CgH ;- 14 16 1,5 12 24 2
(CH3)3C-CH, - 28 72 8 13 46 3
(CH3)3C~— 38 92 42 45 100 >100
Ph 0 Me H 0 H } EHm p 0 Me HO, y Me
o,/ N\ W N\ h'i.., / 5,-' H
/ + Z \ oic de lap ; \ + H'""H
H " Ph Mt‘J Foic de lapin " " P OoH
U1S.2R} (IR.28) =05 (1S.2R) cc>98% (IR.2R) ce >98%
Fig 42
Tableau XII.
0 s R R [0
NSy R‘ RZ _ﬂ.—_’ R; ! AR
R S foie de lapin R S
racé mique
R R Conversion ee diol Sélectivité
(%) (%) (E)
t-Bu (trans) H 47 88 37
H t-Bu (cis) 50 96

titution. Les époxydes a chaine linéaire conduisent aux
diols avec une trés faible énantiosélectivité [153]. Par
contre, pour les époxydes & chaine ramifiée, Bellucci et
al [154] ont observé une attaque préférentielle de 'énan-
tiomere de configuration (R) par 'EH de foie de la-
pin. Ceci permet d’isoler les (R)-1,2-diols avec de bons
excés énantiomériques et d’obtenir des époxydes rési-
duels de configuration (S) optiquement purs. L’allure
biphasique observée lors de 1’étude cinétique de I’hy-
drolyse des époxydes racémiques laisse supposer l'in-
tervention d’un mécanisme avec inhibition. Une étude
comparative destinée a évaluer les spécificités des EHm
et EHc a été réalisée en utilisant la méme série de sub-
strats [141]. Les résultats obtenus montrent que 'EHe
présente une régio- et une énantiosélectivité similaires

a celles de 'EHm (tableau XI).

Epoxydes disubstitués

Bellucci et al ont étudié et comparé ['hydrolyse de
Poxyde de styréne avec celle des oxydes de phényl-
propéne cis et trans en présence d’EH de microsomes de
foie de lapin {151]. Ils ont observé une énantiosélectivité
similaire & celle obtenue dans le cas de 'EH de foie de
rat. Ainsi le trans-phénylpropéne conduit & une réac-
tion trés peu énantiosélective. En revanche, 'isomere

cis (15,2 R) est obtenu avec un excés énantiomérique de
98% (fig 42).

Divers époxydes 1,2-disubstitués ont été étudiés par
Bellucci et al [155-158]. Ainsi, ces auteurs ont montré
que ces époxydes sont de bons substrats & condition
qu’ils présentent une configuration cis. Dans la plu-
part des cas, on observe alors une attaque préféren-
tielle sur I'atome de carbone (S) pour former les diols
(R,R). Ceci est vrai par exemple lorsque le cycle oxi-
rane se trouve sur un cycle hexanique ou encore dans
le cas du 3,4-époxytétrahydropyrane [159] et ses dérivés
(tableau XII).

Dans le méme contexte, Wistuba et Schurig ont
étudié le dédoublement du cis-2-éthyl-3-méthyloxirane
racémique par 'EHm de foie de rat [160]. Cela conduit
au (R,R)-thréo-pentane-2,3-diol et a I’époxyde résiduel
de configuration (25,3R) avec d’excellentes puretés op-
tiques. La réaction se produit avec une régio- et une
énantiosélectivité totale sur I'atome de carbone le moins
encombré C-3 avec une préférence pour l’énantiomere
(35). Le diol (R,R) est alors formé par inversion de
configuration sur C-3. L’isomere trans est hydrolysé
beaucoup plus lentement et avec une énantiosélectivité
faible en faveur de I’époxyde (2R,3R); cet isomeére est,



790

n AHo ow O EHm 2R H, O H
Q‘ racémique ee > % ee > 99 %
Fig 43
[0} 0] I HO
(R) ke de *
( Foie de rat OH
(R) (R)
H,0
c=0.S8 ee =96% ee =96%
Fig 44

comme nous lavons vu précédemment, un mauvais
substrat (fig 43).

Ces auteurs ont aussi étudié des substrats tels que
le cis et le trans-2-méthyl-3-(1-méthylpropyl)oxirane et
également le cis-2-éthyl-3-propyloxirane [161]. Ils ont
observé que les cis et trans-2-méthyl-3-(1-méthylpropyl)
oxirane présentent une forte énantio- et régiosélecti-
vité similaires a celles observées dans le cas du cis-2-
éthyl-3-méthyloxirane. La configuration absolue de la
chaine alkyle n’a pas d’influence sur la réaction d’hydro-
lyse. Par contre, le cis-2-éthyl-3-propyloxirane présente
un comportement différent des autres substrats cis di-
substitués. Dans ce cas, une tres nette diminution de
P’énantio- et de la régiosélectivité est observée. Ce résul-
tat a été expliqué par une mauvaise interaction entre le
site actif de PEHm et le substrat.

FEpoxydes trialkylsubstitués

Les époxydes trialkylsubstitués ont été décrits comme
mauvais substrats pour PEHm [136]. Cependant plu-
sieurs cas particuliers, décrits récemment, semblent in-
firmer cette observation. Par exemple, au cours d’une
étude comparative entre 'EHm et 'EHc, Bellucci et al
ont montré que l'oxyde de 1-méthylcyclohexene était
hydrolysé plus rapidement (5 fois) par 'EHm que par
I’EHc de foie de lapin [162]. De plus, dans le cas de
’EHm la réaction est énantiosélective. De méme, Wis-
tuba et Schurig ont également observé que I’hydro-
lyse du triméthyloxirane par 'EHm se produisait avec
une grande énantiosélectivité (hydrolyse préférentielle
de I'énantiomeére (S)) [161]. La régiosélectivité de la
réaction est totale sur I'atome de carbone le moins sub-
stitué de l'oxirane et se fait avec inversion de configu-
ration (fig 44).

e Cas particuliers : époxydes méso

Bien que 'on ne puisse obtenir des époxydes optique-
ment actifs & partir de composés méso, ces derniers
sont des substrats intéressants pour les EH. Ces en-
zymes sont effectivement capables de reconnaitre les
deux carbones énantiotopiques d’un composé méso et
d’en attaquer préférentiellement un seul pour conduire
au diol optiquement enrichi. Ainsi, I’époxycyclohexane,
composé méso, est hydrolysé par 'EHm de foie de lapin
pour conduire au trans-cvclohexane-1,2-diol présentant

un excés énantiomérique de 70% en énantiomere (R,R)
[139] (fig 45).

SN

H
EHm

foie de lapin o

R
OH

ce =70 %

Fig 45

En 1989, Bellucci et al, ont étudié la sélectivité de
I’hydrolyse d’époxydes méso par 'EHm et I'EHc de foie
de rat [163]. Ils ont utilisé comme substrat les 1,2-époxy-
cycloalcanes (C5-Cg) et l'oxyde de cis-stylbéne. Ces
composés sont hydrolysés régiosélectivement en trans-
diol de configuration (R,R). Comparée 4 I'EHm, 'EHc
présente une plus faible régiospécificité (tableau XIII).

OH
il T,
e QN

Tableau XIII.

R
,,(CHZ)®°

o

EH
———
foie de lapin

cismeéso (R,R)
Puretés optiques des diols (%)
n EH microsomale EH cytosolique
1 90 60
2 76 20
3 40 30
4 70 Pas de réaction
cis-oxyde de stilbéne 88 70

L’ensemble de ces travaux fait apparaitre I'intérét
des systémes enzymatiques tels que les EH de mam-
miferes en tant que catalyseurs biologiques énantiosélec-
tifs. En effet, ces enzymes sont capables d’hydrolyser
de nombreux époxydes de fagon énantiosélective et de
conduire & des diols optiquement purs. Toutefois, bien
que les époxyde hydrolases de mammiféres aient été tres
étudiées en raison de leur intervention dans le métabo-
lisme des époxydes, leur utilisation & une échelle prépa-
rative reste encore peu envisageable pour une simple
raison de disponibilité.
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Certaines de ces EH ont été purifiées, isolées,
séquencées, et des travaux de clonage ont été réalisés
[164]. Il semblerait cependant que le clonage conduise &
une perte non négligeable de I'activité enzymatique. Des
travaux trés récents de Hammock ont montré que l'in-
fection de cellules d’insectes par un bacullovirus cloné
permet la surexpression d’une EH active [165]. Ce type
d’approche est trés intéressant car il pourrait conduire
a l'obtention de plus grandes quantités d’enzyme et
par conséquent, & 'obtention d’époxydes chiraux a plus
grande échelle.

Les épozyde hydrolases de végétauz

Peu d’études concernant les EH de végétaux ont été
décrites dans la littérature. Des activités époxyde hy-
drolases ont été mises en évidence dans les pommes
[166], les graines de soja [167], les feves {168}, et les
feuilles de pommes de terre [169]. Récemment, Blée et
ol ont montré que des graines de soja possedent une
EH capable de réaliser I'hydrolyse énantiosélective de
lacide cis-9,10-époxystéarique, 'énantiomere (9S,10R)
étant hydrolysé préférentiellement [167]. Un coefficient
d’énantiosélectivité (E) de I'ordre de 20 a été déterminé
& partir des paramétres cinétiques de chacun des énan-
tiomeres. Une étude a 'eau marquée (H2'80) a montré
que la régiosélectivité au cours de cette biohydrolyse
est totale mais différente pour chacun des deux énan-
tiomeres. L’hydrolyse a lieu systématiquement pour
chacun des antipodes sur 'atome de configuration abso-
lue (S) avec inversion de configuration. L’hydrolyse des
deux énantiomeéres conduit donc au méme diol (9R,10R)
qui présente une stéréochimie thréo. Cette EH cytosoli-
que a été purifiée et caractérisée {170] (fig 46).

Les époxyde hydrolases de microorganismes

Si la littérature est tres riche en articles sur les EH de
mammiferes, il n’en est pas de méme en ce qui concerne
les EH de microorganismes [171]. Jusqu’a présent, peu
de travaux rapportent la présence de ces enzymes dans
les bactéries, ce qui a laissé supposer que, sauf cas parti-
culier, ces organismes ne disposent pas de ce type d’en-
zymes. Ceci explique le fait que, comme nous I'avons vu
précédemment, les bactéries sont souvent capables d’ac-
cumuler les époxydes dans le milieu de culture. Les in-
formations sur les EH de champignons sont encore plus
restreintes. Cependant, quelques résultats intéressants
relatifs aux EH de microorganismes ont été décrits.

e Les EH de bactéries
Plusieurs auteurs ont étudié Dlactivité EH dans
différentes bactéries. Dés 1967, Niehaus et al [172] ont
montré qu’un extrait soluble de Pseudomonas était ca-
pable de catalyser ’hydrolyse des acides cis- ou trans-
9,10-époxystéariques conduisant aux acides thréo et
érythro-9,10-dihydroxystéariques. Ces réactions se sont
avérées stéréospécifiques. Dans chacun des cas, cis ou
trans, seul un énantiomere est transformé par I’enzyme
et un seul isomere du diol est formé. Des études réalisées
dans de ’eau marquée a I''80 ont montré que I’atome
d’oxygéne était incorporé régiosélectivement sur ’atome
de carbone 10 de ’époxyde (fig 47).
CH3-(CH
0
CH;~(CHyhn 1o HOOCHCH,) *

w0 S0 — +

HIHO\CCHZE-(‘H,

.
HOOCHCH,” “OH

uooc-(cuz),/ *

(1) acide cis-9,10-époxystéarique

diol thréa

Fig 47

En 1969, une EH impliquée dans la conversion du
trans-2,3-époxysuccinate a été extraite de la bactérie
Pseudomonas putida et a été cristallisée [173]. La bio-
conversion de I'époxyde racémique par cette enzyme
conduit & l'acide tartrique méso. Cette réaction s’est
avérée non énantiosélective (fig 48).

H
HOOC_ H |
N Preudomonas HOOC»C111OH
0 - H,0 »
" W'COOH putida HOOC»?""OH
H
Fig 48

En 1980, Michaels et al [174] ont montré qu'une EH
soluble de Bacillus megaterium partiellement purifiée,
était capable de catalyser '’hydrolyse de 1’époxypalmi-
tate en 9,10-dihydroxypalmitate alors qu’en 1982, de
Bont et al [175] ont mis en évidence I’hydrolyse de
I'oxyde de propyléne par la bactérie Nocardia A60 lors-
que 'oxyde de propyléne est utilisé comme substrat de
croissance.
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Tableau XIV.

R Q [0} H OH
| Rhodococcus sp. Rl\ i i . Rt’q,
> H7 S *
R; P R; R;
EPOXYDE DIOL
Ry R2 Conf ee Conf ee
abs (%) abs (%)
H CH,-0O-allyl nd <5 nd ~5
H C(CHs)s nd <5H nd 17
H n-CgHi3 S 38 R 22
H n-Ci14Hog S < 10 R < 10
CHj CH2Ph nd < 10 nd < 10
CHjs n-CsHiq: R 72 S 40
CHs; n-CgHi7 R 23 S 10

En 1989, Escoffier et al ont réalisé des travaux sur
I’étude du métabolisme de plusieurs stéroides du type
spiro-3-oxiranes par la bactérie Mycobacterium aurum
[176]. Ils ont observé que la transformation enzymatique
de Pisomere (35)-1 et celle de I'isomére (3R)-1I condui-
sait au méme composé III. Afin de déterminer le ou
les mécanismes impliqués dans ces réactions, ces au-
teurs ont réalisé une étude en présence d’Hy'20. 11 est
apparu que I’hydrolyse se produisait selon deux méca-
nismes différents en fonction de chacun des isomeres.
Ainsi, une catalyse acide avec inversion de configura-
tion sur C-3 interviendrait pour !'isomere (35)-1 et une
catalyse basique avec rétention de configuration serait
mise en jeu pour 'isomeére (3R)-11 (fig 49).

OH
(')H I

M Mycobadterium aurum
HOCH,”:

Fig 49

Plus récemment, Jacobs et al ont décrit la caractéri-
sation d’'une EH extraite de Pseudomonas sp [177).
Cette enzyme hydrolyse plusieurs époxydes, tels que
I’épichlorhydrine, Pépibromhydrine, ’époxyoctane et
Poxyde de styréne. Cependant, les deux énantiomeres
sont convertis sans énantiosélection. Une étude réalisée
en présence d’H,'%0 avec I'épichlorhydrine a indiqué
une régiosélectivité de I'attaque identique a celle décrite
dans le cas des EH de mammifeéres, a savoir sur I'atome
de carbone le moins encombré.

En 1993, au cours d'une étude sur I'hydrolyse en-
zymatique de nitriles utilisant une préparation immo-
bilisée de Rhodococcus sp, Faber et coll ont découvert

une activité d’EH dans la préparation brute de l'en-
zyme [178]. Plusieurs époxydes ont été soumis a I’hy-
drolyse enzymatique et les résultats obtenus sont ras-
semblés dans le tableau XIV.

Ces résultats montrent qu’il n’existe qu’une faible
énantiosélectivité pour les époxydes monosubstitués,
alors qu’une meilleure énantiosélectivité a été observée
pour les époxydes gem-disubstitués. De plus, une inver-
sion d’énantiosélectivité intéressante apparait au cours
de ces réactions. Ainsi, dans le cas d’époxydes monosub-
stitués, I’énantiomere (R) est préférentiellement hydro-
lysé permettant P'obtention de I’énantiomere (S) alors
que pour les époxydes disubstitués, c’est I’énantiomére
(S) qui s’hydrolyse rapidement et I’antipode (R) qui
reste inchangé. En revanche, I'étude de divers époxydes
méso a montré qu’ils étaient soit de mauvais substrat,
soit des non-substrats pour I’hydrolyse enzymatique par
Rhodococcus sp.

Faber et coll [179], ont également réalisé une
étude sur plusieurs souches bactériennes dont les
cellules ont été lyophilisées. Les substrats étudiés
sont I’1-2-époxyoctane et le 2-méthyl-1,2-époxyhep-
tane. Ils ont ainsi, & partir des excés énantioméri-
ques des époxydes et des diols, déterminé les coef-
ficients d’énantiosélectivités E. Un cas trés intéres-
sant apparait étre celui de 'hydrolyse du 2-méthyl-1,
2-époxyheptane par des cellules lyophilisées de Rhodo-
coccus ol un coefficient d’énantiosélectivité d’environ
100 est observé. Dans les autres cas, ’énantiosélectivité
est plutét faible. Les résultats sont rassemblés dans le
tableau XV.

e Les EH de champignons microscopiques

Dans les années 1970, Marumo et Suzuki [180] ont en-
trepris des études sur le métabolisme de 1'époxyfarnésol
racémique par le champignon Helminthosporium sati-
vum. Cette transformation métabolique conduit & trois
composés présentant une configuration (S). Le (S)(-)-
10,11-dihydroxyfarnésol I est obtenu avec un rendement
de 12,4%; l'acide (S)(-)-10,11-dihydroxyfarnésique II
avec un rendement de 21%; et la (S)(-)-9,10-dihydroxy-
géranylacétone III avec un rendement de 6,6%. Ces
résultats semblent indiquer que le champignon hydro-
lyse sélectivement un seul époxyde du mélange racémi-
que produisant le diol lévogyre (fig 50).
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Tableau XV.
DIOL EPOXYDE
Substrats Microorganismes Conf ee Conf ee Sélectivité

abs (%) abs (%) E
Rhodococcus NCIB 11216 R 39 S 21 2,8
o Rhodococcus NCIB 11540 R 26 S 12 1,6
H Corynebacterium UPT9 R 41 S 10 2,6
Glomerella cingulata ATCC 10534 R 28 S 20 2,1
nCeH, 3 Diploida NCIB 10936 R 46 s 19 3.2
Fusarium NCIB 62416 nd ~ 0 nd nd =1
Novo SP 409 R 22 S 38 2,2

Rhodococcus NCIB 11216 S 96 R 67 ~ 100
o Rhodococcus NCIB 11540 S 87 R 81 36
CH; Corynebacterium UPT9 S 71 R 17 7
CH Glomerella cingulata ATCC 10534 R 5 S 9 1,9
st Diploida NCIB 10936 R 20 S 10 1,7
Pusarium NCIB 62416 nd x nd & ~1
Novo SP 409 S 40 R 71 4,7
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Afin de confirmer ou d’infirmer I'hypothése précé-
dente, les auteurs ont étudié cette réaction de
fagon plus approfondie. En réalisant 'hydrolyse en-
zymatique a partir de chacun des énantiomeéres et
du mélange racémique, ils ont obtenu des ren-
dements globaux d’environ 70% en énantiomere
lévogyre dans les trois cas. Ils en ont déduit
que chacun des énantiomeres produisait le (-)-10,
11-dihydroxyfarnésol I. Ils ont ensuite examiné le
probléme du site d’attaque de 1'époxyde et pour
cela, I'époxyfarnésol racémique marqué a 'oxygeéne 18
a été soumis a I'hydrolyse en présence de cellules
d’ Helminthosporium sativum. Pour expliquer le mar-
quage majoritaire observé en Cio (85%) un mécanisme
de trans addition classique a été proposé pour ’hydro-
lyse de I'énantiomere (R)-(+) en (S)-(-)-glycol. En re-
vanche, pour I’énantiomeére (5)-(-). le mécanisme pro-
posé correspond & une cis-hydratation. En effet, dans
un premier temps, ’énantiomére (S) subirait une ou-
verture trans par attaque d’un groupement nucléophile
de 'enzyme pour former un intermédiaire covalent du
type enzyme-substrat. Celui-ci serait ensuite hydrolysé
enzymatiquement pour conduire au diol de configura-
tion (5). Le schéma suivant décrit les deux mécanismes
proposés.

Sur la base du résultat précédent, Marumo et Su-
zuki ont étudié la transformation chimique stéréo-

spécifique du (5)-(-)-10,11-dihydroxyfarnésol en (S)-(-)-
époxyfarnesol et en (R)-(+)-époxyfarnesol [181]. Ces
deux énantiomeres sont obtenus avec des rendements
d’environ 40% et présentent une activité d’hormone
juvénile d’insectes (fig 51).

Dans ce méme contexte, Kolattukudy et Brown
ont décrit en 1975, la présence dans le champignon
Fusarium solani pisi d'une EH capable de catalyser
I'hydrolyse de l'acide c¢is-18-hydroxy-9,10-époxyocta-
décanoique en diol érythro [182]. L’EH impliquée a été
partiellement purifiée. Son activité principale est loca-
lisée dans la fraction soluble. Compte tenu de la confi-
guration érythro du diol obtenu, il apparait que I’hy-
drolyse a été effectuée selon une stéréochimie cis. Cette
cis-hydratation implique un mécanisme (similaire & ce-
lui suggéré par Marumo) faisant intervenir une entité
nucléophile appartenant a ’enzyme. Cette entité pour-
rait étre dans ce cas un groupement thiolate. Toute-
fois, ce type de mécanisme par cis-hydratation n’est pas
observé dans tous les cas d’hydrolyse par des champi-
gnons filamenteux. En effet, Hartman et al ont montré
qu’une préparation enzymatique d’uredospores cata-
lyse la trans-hydratation de l’acide cis-9,10-époxyocta-
décanoique en diol thréo correspondant [183] (fig 52).

Un autre exemple intéressant d’hydrolyse enzyma-
tique par les champignons est celui décrit pour le
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10,11-époxyhomofarnésol [184]. L’alcool terpénique
racémique contenant un époxyde cis disubstitué est hy-
drolysé par Helminthosporium sativum pour conduire
principalement au diol (10S,118) (13,5%) ainsi qu’au
diol (105,115) (20,6%) correspondant & une oxydation
de l'alcool allylique terminal. Par contre, le (10S,11R)
époxyhomofarnésol n’est pas transformé; seule la fonc-
tion alcool portée par 'atome de carbone C-1 est
oxydée. D’autres métabolites minoritaires ont égale-
ment été obtenus (fig 53).

L’énantiomere (+)-10R,115 du substrat est hydro-
lysé par voie enzymatique et subit une attaque nucléo-
phile trans en position C;q comme dans le cas de
I’époxyfarnésol. En revanche, I’énantiomere (-)-105,11R
est résistant a I’hydrolyse par 'EH fongique. Cette dif-
ficulté d’hydrolyse par le champignon a été attribuée a
I’effet d’encombrement stérique du groupement éthyle
placé en position Cy;.



¢
R= > OH
o .

(0N

795

OR
OH

.

OH

{0SY ce = T
RAU=48"

OR OR
IsCl
H

O

NaH 3

(OR) ce - 90"

Fig 55

OR OR
4. niger
*1%, *
0 "0

. OSHI oSrn
ol ee =94 % ce =40 %
R = CONHPh Rdt=42 " Rdt= 43 %
Fig 54

Biohydrolyses par le champignon Aspergillus niger

m Biohydrolyse énantiosélective du N-phénylcarbamate
d’épozygéraniol

Furstoss et coll ont montré récemment que le champi-
gnon Aspergillus niger posséde lui aussi une époxyde
hydrolase, et que celle-ci est capable d’hydrolyser énan-
tiosélectivement le N-phénylcarbamate de 6,7-époxy-
géraniol (I) racémique [185]. Ceci permet de préparer
I’époxyde (6S) avec une pureté optique élevée ainsi
que le diol (6S) correspondant (II) optiquement enri-
chi. Cette bioconversion a pu étre réalisée a I'échelle
préparative sur 5 g de substrat et a une concentration
de 5 g/L pour conduire & 2,1 g d’époxyde chiral. Cet
époxyde est un synthon chiral intéressant car utilisa-
ble pour la synthése de nombreux composés naturels
(186,187] (fig 54).

Dans le méme ordre d’idées, il a été montré que d’au-
tres molécules, telles le composé de Bower (6',7’-époxy-
T-géranyloxycoumarine) qui est un analogue d’hormone
juvénile d’insecte, peuvent étre hydrolysées par le méme
microorganisme. Les propriétés biologiques de ce com-
posé ont été mises en évidence & partir de la molécule
racémique, le role biologique joué par chacun de ses
énantiomeres n’ayant pas été déterminé. Afin d’obte-
nir chacun de ces deux énantiomeres séparément, Furs-
toss et coll [188] ont tenté un dédoublement cinétique
par biohydrolyse de 1'époxyde racémique avec A. niger.
Cette biohydrolyse s’est avérée étre trés énantiosélec-
tive. L’énantiomere (65) a ainsi été isolé avec un ren-
dement de 36% et un exces énantiomérique supérieur
a 95%. Son antipode (6R) est facilement obtenu par

hydrolyse acide de I’énantiomere (65), suivie d’une cy-
clisation intramoléculaire en présence de chlorure de to-
syle et d’hydrure de sodium. Les tests biologiques des
énantiomeres séparés du composé de Bower ont montré
que Pénantiomere (6R) était dix fois plus actif que son
antipode (6S) sur I'insecte Tenebrio molitor (fig 55).

m Biohydrolyse diastéréosélective

Les auteurs [185] ont également montré que ce
champignon permet aussi de réaliser des hydrolyses
diastéréosélectives. Ainsi, chacun des deux mélanges de
8,9-époxylimonenes (obtenus par époxydation chimique
des énantiomeéres commerciaux de limonenes, et qui sont
tres difficiles a séparer par une autre méthode chimique)
a été soumis a une hydrolyse par Aspergillus niger. Dans
chacun des cas, un seul des diastéréoisomeres est hy-
drolysé, ce qui permet évidemment une séparation tres
aisée de I’époxyde résiduel (optiquement pur) et du diol
formé (optiquement pur lui aussi). Ceci permet l'acces,
apres refermeture de chacun des diols en époxyde, aux
quatre stéréoisomeres de I’époxylimonene. 1l est alors
facile d’obtenir par voie chimique les quatre stéréo-
isoméres du Bisabolol (qui sont des produits naturels
présents dans différentes huiles essentielles) et en parti-
culier du (45,85)-a-Bisabolol, composé qui entre dans
la composition de diverses cremes et lotions cosmétiques
compte tenu de ses propriétés bactéricides et antimyco-
tiques (fig 56).

w Biohydrolyse énantiocomplémentaire de I’épozyde

de styréne

Ces mémes auteurs ont également étudié la biohydro-
lyse énantiosélective de 1’époxyde de styréne racémique
avec deux champignons microscopiques, Aspergillus ni-
ger et Beauveria sulfurescens [185]. Ils ont constaté que,
de fagon tres surprenante, ces deux microorganismes
présentaient une énantiosélectivité opposée. En effet,
dans le cas d’ 4. niger, I'époxyde (.S) reste inchangé dans
le milieu tandis que I'époxyde (R) est rapidement hy-
drolysé en diol. Par contre, dans le cas de B. sulfures-
cens, époxyde (R) est récupéré intact dans le milieu
alors que Pénantiomeére (S) est hydrolysé en diol (R).
Ces biohydrolyses ont par la suite été réalisées a I’échelle
préparative. Par exemple le dédoublement de 10 g/L
d’époxyde de styréne racémique par A. niger permet
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d’isoler 2,3 g d’époxyde de styrene de configuration
(S)

absolue (ee = 96%, Rdt 23%) (fig 57).
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Une étude mécanistique réalisée en présence d’eau
marquée (H»'30) a montré que cette énantio-
complémentarité vis-a-vis des deux énantiomeres de
loxyde de styrene s’accompagnait d’une différence de
régiosélectivité dans P'ouverture du cycle oxirane.

Il apparait donc que le dédoublement enzymatique
d’époxydes racémiques peut étre réalisé grace a Puti-
lisation de diverses époxyde hydrolases (EH). Ces en-
zymes, qui peuvent se montrer hautement régio- et

énantiosélectives, ne font pas intervenir de cofacteur,
ce qui devrait rendre leur utilisation en synthese or-
ganique relativement aisée. Plus précisément, ces en-
zymes sont capables d’hydrolyser sélectivement un seul
des deux énantiomeres d'un époxyde racémique, ce qui
permet au bout d’un temps déterminé de conversion,
de récupérer ’énantiomere résiduel sous forme optique-
ment pure. Bien que ce dédoublement entraine la dis-
parition de la moitié de ’époxyde, il reste une méthode
économiquement intéressante vu la différence de prix
qui existe entre les époxydes racémiques et les époxydes
optiquements purs.

Conclusion

Compte tenu de la versatilité chimique et donc du grand
potentiel synthétique offert par les intermédiaires du
type époxyde, ainsi que de 'importance sans cesse crois-
sante des molécules «énantiopures» pour tout déve-
loppement industriel de composés biologiquement ac-
tifs {189}, il apparait que toute méthodologie permet-
tant la préparation de tels intermédiaires de synthese
sous forme optiquement pure est primordiale pour la
synthése organique.

Dans ce contexte, deux types d’approche majeurs
ont été développés — d’une part la synthése chimique
conventionnelle basée sur la chimie organométallique -



d’autre part une approche de bioconversions basée sur
la mise en ceuvre de divers catalyseurs enzymatiques
[190].

L’examen de la littérature relative & la syntheése
conventionnelle fait apparaitre que des progres
considérables ont été réalisés au cours de la derniére
décennie. Certaines de ces méthodes permettent donc
maintenant l'acces & divers époxydes optiquement purs
de fagon particulierement satisfaisante. Cependant, elles
sont bien entendu elles aussi limitées, en particulier
quant aux substrats utilisables et, dans certains cas,
ne conduisent qu’a des époxydes présentant des excés
énantiomériques moyens. Un autre inconvénient majeur
des approches chimiques citées — primordial du point de
vue industriel - réside dans le fait qu’elles sont toutes
brevetées par des Sociétés américaines (ARCO Chemi-
cals pour l'époxydation asymétrique de Sharpless — ou
SEPRACOR pour la dihydroxylation de Sharpless ou
I’époxydation asymétrique de Jacobsen et Katsuki) et
que toute utilisation industrielle est soumise & payement
de royalties.

Ces différents éléments font que toute autre métho-
dologie peut étre d’un grand intérét. C’est le cas par
exemple des approches basées sur l'utilisation de ca-
talyseurs biologiques (cellules entiéres ou enzymes pu-
rifiées). L’examen de la littérature, décrit dans cette
revue, montre que l'utilisation de biocatalyseurs peut
aussi apporter un certain nombre de réponses satis-
faisantes & cette problématique. En particulier, il ap-
parait que la mise en ceuvre de réactions d’hydro-
lyses énantiosélectives d’époxydes, réalisées grace a di-
verses époxyde hydrolases (EH), semble étre une ap-
proche particuliérement prometteuse dans la mesure ol
— contrairement aux diverses monooxygénases utilisa-
bles — ces enzymes n’impliquent pas lintervention de
coenzymes, ce qui constitue toujours une limitation in-
trinseque pour ce type de réaction.

1l est tres vraisemblable que de nouveaux progres se-
ront réalisés dans ce contexte au cours des prochaines
années, que ce soit dans 'approche chimique conven-
tionnelle ou par voie de biocatalyse.
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