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Rkuk-L’hydroxylation de divers amides ou lactames hi ou tricycliques pontts, la determination de la 
configuration absolue des alcools obtenus sous forme optiquement active, ainsi qu’une approche, baste sur ces 
configurations absolues, de la topologie du site hydroxylant de Beauuerio sulfurescens, sont d&rites. 

Ah&act-Hydroxylation of some hi- or tricyclic amides or tactants, the determination of the absolute configuration of 
the alcohols obtained and the topology of the hydroxylating site of Beauueriu sulfurescens based on these absolute 
configurations, are discussed. 

L’utilisation de moltcules a structure rigide comme 
“sonde moleculaire” constitue I’une des methodes pou- 
vant permettre la visualisation de la topologie du site 
actif d’enzymes impliquees darts la bioconversion de 
molCcules organiques. C’est ainsi, par exemple, qu’a ete 
construit le “diamond lattice model” decrivant le site 
actif de I’alcool deshydrogenase de foie de cheval 
(HLADH),’ ou qu’ont ete proposes divers schemas 
permettant par exemple d’illustrer les selectivitts obser- 
vees lors de I’hydroxylation d’androstanes* ou de la 
reduction de c&ones girochirales.’ 

Lint&it majeur de ces approches reside dans le fait 
qu’elles permettent d’effectuer des previsions quant a la 
r&i*, la stereo-et (eventuellement), 1’CnantiosClectivitC 
de la bioconversion dun substrat dond. 

Pour notre part, nous nous sommes interessts a la 
biohydroxylation d’atomes de carbone non actives 
d’amides bi ou tri-cycliques pontes par le champ&non 
Beauueria sulfurescens (ATCC 7159). Ce champignon 
Ctait precedemment repertorie sous le nom de Sporotri- 
chum sulfurescens. Nos rksultats prCliminaires ont CtC 
pubI& ‘prC05demment,~*~ et nous decrivons dans cet 
article une approche de la topologie du site hydroxylant 
implique dans ces biohydroxylations. 

L’hydroxylation de nombreaux substrats par Beau- 
ueria suljurescens a CtC d&rite par Fonken et collabora- 
teurs.6 Sur la base de leurs resultats ces auteurs ont tte 
conduits, dans le but de rationnaliser les rCgjosCle.ctivites 
observees, a proposer plusieurs approches de la topolo- 
gie du site actif de I’enzyme responsable de ces 
hydroxylations.7*49 Ces approches sont basees sur deux 
hypotheses: (a) I’interaction enzyme-sub&at a lieu au 
niveau dun atome du substrat riche en electrons, en 
I’occurence l’atome d’oxygbe de la fonction amide; (b) 
les molecules de substrat conservent leur conformation 
la plus stable au niveau du site actif pendant la reaction 
d’hydroxylation. 

Ces hypotheses conduisent les auteurs 21 estimer que 
I’hydroxylation a lieu sur un atome de carbone situ6 a 
une distance d’environ 5.5 A de I’atome d’oxygene de la 

fonction amide. Cependant, par suite de la nature 
generalement flexible des modtles CtudiCes et de I’exis- 
tence de rotambres (non inter-convertibles a temperature 
ambiante)” au niveau de la fonction amide, cette esti- 
mation reste relativement ambigtie. C’est pourquoi nous 
avons cherche. darts le but de permettre une meiheure 
prevision de la selectivite de ces hydroxylations, a affiner 
cette etude et a preciser un certain nombre de 
paramttres impliquts dans ces transformations. 

Darts ce but, nous nous sommes proposes; (a) d’eliminer 
les facteurs d’incertitude prbc6demment cites, en dlec- 
tionnant des modbles a structure @de, ce qui permet une 
meilleure estimation de la distance de I’atome d’oxygbne au 
site d’hydroxylation; (b) d’etudier l’influence de la localis- 
ation de la fonction carbonyle, dans le squelette carbon& 
sur la regioselectivitt de l’hydroxylation; (c)et d’examiner 
I’bnantiodlectivid de ces hydroxylations. En effet, trois 
des squelettes retenus possedent une structure asy- 
metrique. I1 Ctait done interessant d’examiner darts queue 
mesure il serait possible de real&r des reactions Cnan- 
tioselectives et, si tel Ctait le cas, de determiner la 
configuration absolue de I’Cnantiomtre le plus facilement 
hydroxyle. Ceci devrait permettre de preciser la topologie 
du site actif de I’enzyme impliqu6e. 

REULTATS 

Synthke des prod&s de depart 
Les lactames 21, 25 et les amides 23, 29 ont CtC 

synthCtisCs selon les schtmas rr5actionnels indiques au 
schema I. La N-benzylaza-4, brendanone 21 est obtenue 
par une suite de reactions du type “one pot” a partir de 
I’endo-2, carboxybicyclo[2.2.l]heptanone-6 1 qui est 
transformte successivement en ester methylique 2, en 
imine puis en aminoester qui cyclise spontanCment pour 
conduire a 21. L’amide 23 est synthetid a partir de 
I’endo-2, N-mbhylcarboxamide bicyclo[2.2.l]heptbne-5 
3, rMuit en amine 4 par reaction avec I’hydrure de 
lithium aluminium, puis hydrogene sur platine pour con- 
duire a 5. La cyclisation de Hofmann-Loether-Freitag de 
la N-chloramine correspondante 6 conduit a I’amine tri- 
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cyclique N-m~thyl~e 7, t~nsfo~~e en &u~ide 23 par 
I’intermediaire de l’urethane 8. 

Un schema reactionnel similaire B cehti utilise lors de 
la synthese de 21 permet d’obtenir le lactame 29 a park 
de l’endo-2, carbom&hoxybicyclo[2.2.2hManoneS 9. 
Cependant la cyclisation de l’aminoester intermtdiaire 10 
necessite une pyrolyse. Enfin, le N-benzoylazatwistane 
29 est synthetise B partir du N-rn~thy~t~st~e 11 par 
l’interm&iaire de l’u&thane 12. Les Wames 13 et 17 
ainsi que I’amide 15 (Schema 2) ont et& synthCtids 
selon des schemas classiques a partir de substrats dont la 
preparation a kte de&e darts la litt&ature (voir Partie 
Expkimentale). La synthbe et la biohydroxylation de 
I’amide 19 ont et& ttudikes par Fonken et collabota- 
teurs.= 

La nature, les rendements et le pouvoir rotatoire des 
divers produits form& lot-s de la biohydroxylation de ces 
molecules, son indiqds au tableau A, et leurs structures 
sont reprbentbs darts le Schema 2. (Sur ce schema, il 
n’est pas term compte des configurations absolues des 
produits hydroxyles optiquement actifs.) Celles-ci ont et6 
&&lies sur ia base de I’analyse d&aillie de leurs spec- 
tres RMN ‘H B 25OMHz et ‘% et ont it6 confirmees 
chimiguement (uide infra). L’analyse d&aillCe des spectres 
RMN % de ces composes, qui sera publike par ailieurs, 
con&me I’unicitC des prod&s d&its. 

Ces rtsultats necessitent un certain nombre de com- 
mentaires. I1 faut remarquer en particulier que: (a) Dans 
la plupart des cas, I’akool obtenu constitue le produit 
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unique de la rdaction. Seuls, les d&iv& 25 et B de 
I’aza-4 twistane conduisent B un mClange de plusieurs 
compos&; (b) Dans le cas de la bioconve~ion des lac- 
tames, les alcools obtenus sent ~fiqn~en~ actifs, alors 
que les amides conduisent ir des afcoois rockmiques. 
Cette ~n~tios~lectivit~ est confirmCe par le fait que les 
lactames 13 et 21 r&upMs sent optiquement actifs. 
Cependant iI est vraisemblable que les Iactames 
hydroxyl6s ainsi obtenus ne sont pas optiquement purs. 
Nous avow par exemple, cons& que, par recristal- 
lisations successives de 14, on obtient des cristanx dont 

les spectres IR et ‘H RMN sont parfaitement identiques, 
mais dont les oints de fusion sent nettement difftrents 

?2. F = 124°C; [alo = 0; et F = 154YJ; [a]g = - 23.9” (c = 
1, CHCld. Divers es& visant B determiner la puretC 
optique de ces compotis B I’aide de complexes chiraux 
de terres rares” ou du &a&if de Mosher’2 sont rest& 
infructuenx. Ces essais ont iit effect& en utilisant le 
chlorure de l’acide a-mkthoxy a-bi!luoromCthyl phtnyl 
acbtique. Le spectre RMN du fluor ne comportant qu’une 
seule raie, iI ne nous a pas 6th possible de conclure quant 
B la purett optique du prod&. (c) L.e bilan massique &evt 
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Tableau A. Produits obtenus par bi~onversion 

Rendements 45 50 17,5 40 20 53 52 28 11 53 26 9 4 
li 

Hi kc13 
+ 

-11' O* +0,8' 0. +7' 0' +17*7+34'2 +25O O* 0“ 0' 0' 

_____________.____.--_________1____1^_____.---..__________________ 

C g/loo cm3 fr60 X,5 0‘75 - 1,LS I,75 I,35 1,80 2,87 I,72 ' - * - 

S subatrat r&xp&r45 3. 4g 61 16 69 - 5 4 

"lan massique 1 75 1 99 1 79 162 1 89 j 1 - 96 j 96 1 

* : Produit obtenu a@8 20 heures de culture (volr Tableau B) 

I t voir rClfclrence 8b 

de ces biotransformations permet d’kliminer l’hypothtse 
d’une dkgradation Cnantios&ective de l’un des antipodes 
optiques. Le lactame 21 constitue cependant un cas parti- 
culier B cet kgard. En effet, lors de cette hydroxylation, le 
signe du pouvoir rotatoire de 22 varie en fonction du temps 
de bioconversion. De plus, ie bilan massique de la trans- 
formation devient largement d&icitaire. C’est pourquoi 
nous avons BtudiC l’holution du rendement de la trans- 
formation en fonction du temps de contact sub 
stratlchampignon ainsi que celle de I’activid optique du 
produit hydroxylk. Les resultats obtenus sont portals dans 
le Tableau B. 

On constate que le rendement maximum est atteint apr&s 
un temps de contact de 65 heures tandis que le signe do 
pouvoir rotatoire s’inverse avec le temps. Ces r&hats 
conduisent & penser que la r&action ~hy~oxylation de ce 
lactame est CnantiosClective, mais que ~~n~tiorn~re 
form6 en excts (dextrogyre) est rn~~bolis~ ~pidement, ce 
qui provoque une inversion du signe de I’activitC optique et 
une perte de produit. (d) tin de confirmer les structures 
attribukes aux produits de ces biohydroxylations, nous 
avons vCrifie que la rbduction par l’hydrure de lithium et 

tNous remercions trh vivement Monsieur le Prof. Horeau qui a 
bien voulu effectuer la dtterrnination de ces configurations ab- 
solues dans son lahatoire. 

d’aluminium des amides 14 et 16 conduit ii la m&me amine 
34, et que celle de 22 et de 24 mtne effectivement B 35 
(SchCma 2). De m&me, l’oxydation des alcools 26 et 27 
conduit B la c&tone 28 et celle des alcools 30 et 31 foumit la 
c&one 33, ces deux c&ones &ant identiques & celles 
formtes par bioconversion. L’oxydation de 32 conduit par 
contre B une c&one difftrente 36. 

Determination des configurations absolues 
Comme nous l’avons souligni prCcMemment, les al- 

cools form& par hydroxylation des lactames 13,17,21 et 
25 sont optiquement actifs, ce qui ddmontre Wan- 
tiosklectivite de l’enzyme hydroxylant. Nous avons ttabli 
la configuration absolue de ces lactames hydroxylds par 
des etudes de dichrokme circulaire et confirm6 les 
rk&ats obtenus soit par la mkthode Horeaut soit par 
comparaison avec des rksultats d&its dans la littkrature. 

Les ttudes de di~hro~sme circulaire effectutes par 
Scheliman et co~~~te~s‘3.‘4 ont permis B ces auteurs 
de proposer une rkgle empirique spkifique aux amides, qui 
ne s’applique cependant pas aux lactames B sept chafnons 
pour lesquels une autre rigle a ktk Claborte.” Nous 
avons v&ifiC que les effets Cotton nCgatifs observks pour 
la transition n+ 7r* de la (+)-(3S)-azatricy- 
clo[4.3.1.d”]ddcanone-5 37 et de la (-)-(3S)-aza-4 twis- 
tanone- 38 ($Mma 3), de configuration absolues con- 
nues, “J sont en accord avec la Ggle de Schellman. Ces 

Tableau B. Evolution de la bioconversion de 21 

L oh 20h 4Oh 65h 9021 

fal?‘ - +-p +4' -1,2* -2,5- 
tcliC13) 

Rat en pro- 
duit hydro- o 
xyl8 

20% 281r 508 31% 

'I; da substrat looI 
testant 

69% 50% 198 O- 
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SchCma 4. Positionnement des lactames 14.22.26 et 27 dans le systbme de quadrants de Schellman et attribution de 

leurs configurations absolues. 
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molecules presentant une similaritt de structure evidente 
avec les lactames que nous ttudions, il nous parait 
ltgitime d’utiliser cette rbgle. 

Le signe des effects Cotton observes pour 14,22,26 et 
27 conduit B positionner ces mol6cules selon les pro- 
jections represent&es sur le Schema 4 et done d’en 
deduire les confi~ations absolues. Sans que cela ne 
puisse pour i’instant constituer une reple g&tbale, ii est 
interessant de constater que tous les alcools formis 
presentent une configuration absolue S. 

L’utilisation de la mithode de Horeau” dune part, et 
~appiication de la regle des spheres de Snatzke’9 d’autre 
part, ~~ettent de con~rmer ces configu~tions ab 
solues. 

En effet, la mesure du s&e du pouvoir rotatoire de 
l’acide u-phenylbutyrique residue1 apres esterification de 
14 et de 26, permet de conclure que ces deux alcools 
possedent une configuration absolue S, ce qui Concorde 
p~~tement avec celles attribue.es sur la base du di- 
chroisme circulaire. Par con&e, cette methode n’a pas 
permis de con~mer Ia confi~ration absolue de 22. 
Cependant, l’application de la rkgle des spheres de 
Snatzke permet de prevoir que I’introduction d’une 
fonction alcool sur le squelette de l’un des fnantiomtres 
des lactames 21 et 25 (dans une position dite “quatritme 
sphbre”), qui ne modifie aucunement la chiiite intrin- 
seque du squelette carbon6 de ces molt5cules, ne peut 
provoquer un changement de signe de l’effet Cotton lie a 
ces Cnantiomeres. Par exemple, en ce qui conceme les 
composes du type axa- twistanone-5, I’effet Cotton 
provient dune part de la chirahtd intrindque du 
chromophore (amide non coplanaire)M et, d’autre part, 
de la chiralite du squelette (h&licit& M ou P). Tichy et 
coUa~~teurs ont montre que ces deux types de chiralite 
conduisent a des effets Cotton de m&me signe et ad- 
ditifs.16 L’introduction dun groupement hydroxyle sur 
un atome de carbone relativement Cloigrd du chromo- 
phore (quatribme sphere) ne peut done modifier le signe 
de l’effet Cotton dun inantiombre particulier. 

Ces diverses obse~a~ons con~ment les configura- 
tions absoiues que nous avons att~bu~es pr~c~demment 
a 22,26 et 27 sur Ia base des rtgles de Schellman. 

DlSCDsslON 
L’analyse des resultats que nous venons de d&ire 

permet d’obtenir diverses informations sur les types de 
silectivite observes et de proposer, sur la base de ces 
obse~ations, une approche de la topologie du site 
hydroxylant. 

%iectioitts 
RPgiosBectiuitC. L’hypothbse Cmise par Fonken et col- 

laborateurs, selon laquelle ~hyd~xylation se ferait pro- 
f~rentiellement sur un atome de car-bone situe a environ 
5.5 A de l’oxygene de la fonction carbonyle n’est pas 
v&if%e darts le cas des factames. L’examen des modeles 
de Dreiding montre que cette distance n’est respective- 
ment que de 3.3, 3.4 et 3.3 8, darts les lactames 14, 18 et 
22. Ceci est d’autant plus surprenant que, darts chacun 
de ces composes, il existe des atomes de cat-bone plus 
&oignis de i’atome d’oxygene et dont la distance a cet 
atome est plus proche des 5.5 1$ (2 1 A) preconises. 
II semble done que I’utilisation de cette distance comme 
base de prevision de la regiosilectivitt ne soit pas 
justifiee. Par contre, si I’on considere la distance atome 
d’axote-carbone hydroxyle, on observe que, darts nos 
composes, sa valeur moyenne est de 3.4 -t 0.6 A. Cette 

valeur se retrouve d’ailleurs pour les amides ttudies par 
Fonken ou elle est de 3.5 20.7 A. Le domaine de distance 
limite au dela duquel I’hydroxylation est peu probable est 
done nettement plus ressere lorsque l’on considere comme 
origine l’atome d’azote au lieu de l’atome d’oxyghne. C’est 
pourquoi nous proposons de tenir compte plutot de cette 
valeur pour effectuer des provisions quant au site 
~hy~oxylation. Ceci presente de plus l’avautage d’&i 
miner les ambiguids dues a l’existence de rotameres quand 
le groupement carbonyle n’est pas intracyclique et de per- 
mettre la mesure des distances Nc*C hydroxyle in- 
d~~ndamment de la position du ~ou~ment carbonyle sur 
le squelette. 

Enuntios~1ecfi~if~ Nos resultats mon~ent que, 
~hydroxylation ayant lieu sur le meme atome de carbone 
quel que soit le type de substrat (amide ou lactame), 
la regioselectivite est independante de. la localisation de 
la fonction carbonyle. On pour& alors itre tent6 de 
conclure que cette fonction n’inte~ient pas lors-du posi- 
tionnement du sub&rat sur le site actif. En fait, cette 
conclusion serait erronCe. En effet, nous avons signah 
precedemment que I’hydroxylation des amides conduit 9 
des alcools racemiques, alors que ceux obtenus a partir 
des lactames sont optiquement actifs. Etant donne que 
I’unique difference entre ces modeles est la position 
“inteme” ou “exteme” de la fonction carbonyle sur le 
squelette carbon& il est evident que cette fonction in- 
tervient Ion du ~sitionnement du substrat au niveau du 
site hydroxylant. L’tnantiosClectivitC observee doit 
done etre lice a une difference giometrique entre ces 
deux types de substrat, en I’occurence au fait qu’il 
n’existe pas de rotambre dans le cas des iactames. A&t 
de visualiser ~interaction enzyme-subset, nous avons 
chercht a rep&enter te positionnemeot spatial de nos 
amides dans un systeme du type quad~t. Cette 
representation, explicit&e dans le cas de l’amide 15 
(Schema S), suppose (a) que la fonction amide est toujours 
placee darts une position identique: atome d’axote au 
centre, Cclipsd par le carbone porteur de la fonction 
carbonyle, atome d’oxygene vers le has, (b) que la rbaction 
~hy~oxyla~on a lieu B partir d’un sous-site sit& dans une 
region bien d~termin~e de l’espace (repr~sent~e par une 
R&he) (stereoselectivite, vide infra). 

La projection de l’un des inantiomhres de 15 selon ce 
systeme conduit a la Fig. 39, dont I’encombrement darts 
I’espace peut itre visualist par “l’enveloppe” A. Le. 
rotamere de ce m&me ~nantiom~re conduira done a une 
repr~sen~tion qui r&&e dune rotation de 180” autour 
de la liaison C&N pour conduire B C. Chacun des 
rotameres de 15 possedant un &mntiomere, l’encom- 
brement stirique de celui-ci sera represent6 par I’image 
de A ou C par rapport a un plan, c’est-a-dire B et D. 
L’ensemble des schemas ABC0 reprisente done la 
totalite des connations spatiales qui existent pour lg. 
On s’apercoit alors que, pour chacun des ~n~tiom~res 
de 15, il existe un rotamere dont la partie volumineuse du 
squelette sera plus proche du sous-site hydroxylant et 
sera done plus facilement hydroxylee, ce qui conduira it 
un melange racemique. Par co&e, l’inexistence de 
rotameres darts le cas des lactames ne conduira qu’a un 
unique positionnement possible pour chacun des Cnan- 
tiombes. Seul I’un des ~n~tiom~res pourra alors subii 
~hydroxylation, ce qui fournira des alc.ooIs optiquement 
actifs. 

SttWostYectiuitb L’qbtention stereospecifique dun 
seul alcool lors de l’hydroxylation suggtre que cette 
reaction it lieu a pa&r dune region bien determinee de 
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7. On observe quc. conformemcnt a la proposition de ces 

auteun. la pytie vdummeuse des squckttes carbones 
est cffectwment SIIUCC clans le quadrant U R. 
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Schcmr 7 Povtummmtnt de I4 9. Y et 27 dare It ~ys~imc da qurdranrs de Fonten 

= = = = 
&I Poxltlon do l’hydroxylo intro&hit z llou do l’hydrorylatlon 

S&ma 6 Approchc de Ia topol~ du WC wtlf de I’cruymc hydroxylmrc 

Cependant. Ctant baste sur k prodtut final de la r&c- 
lion tl’alcool). cette reprtsenwon ne perrnct que trts 
difictkment d’tl(ectucr do previsions quant i la 
rCgios&ectwitC de I’hydroxylruon. L’examen de nor 
resultals permel par ccmtre de proposer un rpproche 
diffCrente butt sur la structure de I’amrdc de depart. 
Ainsi. si I’on rcprCsenlc Its Iactames 14. 22. Y cl 27 en 
posiuonnmt k groupemenl amide darts k plan de Ir 
fcuilk. I1 fort&n carbonyk tlanl pIa& B gauche 
(schCmr 8). I’cmplacement des groupemenls hydroxylcs 
indique sans ambiguict que I’bydroxyktion a lieu darts la 
partie rup&iaue gJucbe de I’cspacc et ghlCf8kmll b 

I’arritre du pLn de I’amide. 

Ccttc rtprtsentation est d’ailkurs cxtnpolabk aux 
d&iris du type amide. ri I’on constdtre que-c’ot 
I’rtome d’axotc qut sert d’origint aux mesurcs de drr- 
lance (il taut done conserver sa position inchan#e~ 
mars quc. par contrc. la position de la foncuon cubonyk 
nIntervtent pas SW la regios&ctivite de la rtrctioo ton 
peut done chm(er sa locahsatton 1 conditton de ne ncn 
modtfkr par ailkun). Chns cts conditions. ta posidon- 
ncment de I’amide (23 par cxcmpk) perme~ II encore de 
prevoir Ir rCgros4lectivitC de I’hydroxylatron. De plus. 
CCIIC reprtsentauon sembk suggtrcr qut I’inttraction du 
tubstnt avec I’cnxymc fart intcncnir un sous-WC. 
spMque de I’tiomc d’oxygknc. mais insensible P I’im 
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plantation de cette fonction d’un CM ou de I’autrc de clo(3.2.l)octanone-7 13 qui cristalliu pcu g pcu. RdI = 85%. 

I’atomc d’azote. Ebaa- = 1 IV. 

C- 

En conclusion now avow, au cows de cette ttude 
dCfini un certain nombre de crittres gComCtriques im- 
pliquCs dans ks rCactions d’hydroxytation effcctu&s par 
Brouwio JII/~IUCJC~~~. Ces crittres, obfenus @cc P 
I’Ctude de divers substrats i structure tigidc commc 
so& moltculaire, devraknt permettre d’effcctuer 
dortnavant dcs p&visions quant B la r6gio. la &to CI 

I’inantiosCkctivitC de ces hydroxylations. Nous avons en 
particulier prCciti k r6k primordial jouC par la Ion&n 
amide lors du positionnement du substrat sur le site actif 
de I’cnzyme. et soulignC Ic fait que la position de la 
fonction carbonyle n’est pas dCterminante Q elle scuk. 
D’autre pti, nous avons coastat que la rigiditt du 
squcktte carbon4 peut coaduirc. dans certaias cas, A 
une resolution enzymati 

91 
uc d’un mClange racCmique. cc 

qui cst relativement rare. Enfin. et sous rCserve que ks 
hydroxylations obscrv&s soient rCalis&s par un syst&mc 
tnzymatiquc unique, nous avons propod un s&ma qui 
pcrmet de visual&r la topologie du site hydroxylant CI 

d’affiner ks prtvinions de sCkctivitC. Nous pounuivons 
actuelkmcnt cetk Ctudc afm d’explorcr ks possibilitls 
cynthttiques offertes par ces techniques de fonction- 
nalisation sptcifique d’atomes de carbone non activis et 
I’influence de divers facteurs WrCochimiques par 
cxempk) sur la rCgiosikctivitC de ces hydroxylations. 

Unc pun6cation plus pous3e dc 13 es1 obknue par passage 
sur unc cobnnc de sitke aver UK Clulion hcxancltlhcr de 
polaritj croissante. Rr -0.65 ttkr/McOH (-IO). IR = 

168Ocm~’ Y lC=O) amide. RMN ‘H (250 MHz): 6ppm = 7.30 (m. 
5H); 4.9 (d. IH). (Hr I, = 15 Hz); 3.95 (d. 1H) (HQ J,, = 

15 Hz); 3.55 (I. IH) (H& 2.56 II mal dtfitu. IH) (HI); 2.16 (m. IHl 
(Ha& I.90 lm. IH) (HI*): 1.70 lm. IH) lH&; I.Cl.65 lm. SH). 
M’ = 215 m/e: 91(100). 173(493. 18608). 21506). Masse cxacle: 
wouvCc 21S.1310. cxp 215 1317 G~,H~TNO. Analyse: (rouvC Ical- 
culi) C. 78.32 08.10); H: 7.97 (7.96); N: 6.29 (6.SI)cll. 

Synfhht du N-benroj a:a-6 bic~clo[3.?.ljoclanf IS 

Dan\ un rncol muni d’une agitation mCcanique. on place 0.g g 
(21 mmdc) d’hydrurc de lithium aluminium en suspension dans 
15 ml de Wrahydrofuranc anhydrc. On addi1ionne lentcmenl 

1.96 (15.2 mmolc) d’aza-6 bkyc~3.2.1joc1anonc-7 dissou1c dans 

IO ml de liwahydrofurane sec. On porlc A rcflux pendant I6 h. 
L’hydrolysc du mtlangc rCaclionncl libtrc I’amine conespon- 

dan1e qui n’cs1 pas isolCe car elk se carbonale au con1act de I’arr. 
Pour ob1enir Ic compori IS on addirionnc 3Oml de hewine. 
dislilk k Ittrahydrofuranc CI addirionnc wcccsrivemcnr 2.3 ml 
(16.7 mmok)dcIri&hylamince~ 1.8 mill? 2 mmokldechloruredc 
hcnzoyk en sdutmn Lns IO ml de beru&w. Aprtis uw agilalmn 
de I h 30 min. 00 lave deux fois avcc HCI- IN et unr fois B I’cau. 
La phase org&ue est agitct une nuit avcc 15 ml de KOH-SN 

afm d’tliminer k chbrurc de bcnroyk en cxc+s Aprbs lavagc g 
I’eau. ICchagc sur rulfare de magnltium. IYvaporalion du solvan 

permel d’obwnir 2.~ g de sdide brut. 
Cc produil hrul esl pUti% par passage wr colonne de slliCC 

avcc unc Clurion hexanc/Cthcr de pdaritC croissanle. On oblknl 
2.25 g d’amidc 15. Rd1 = 68%. F W. Rr = 0.71 CthcrlMcOH 

W&IO). IR - WOcm ” Y (C=O) amide. RMN ‘H (230MH~): 
6 ppm- 7 3T (m. CH). 4 V (I. 0 4H) e1 3 90 (I. O.6H) (Hs. II+<- = 

5 Hz. JH>_,,,= 5Hz); 3.68 (dd. 0.6HI CI 3.45 (dd. 0.4H) (Hm. 

J, i I I Hr. Ju&“, = 6 Hz) 3.55 (d. 0.6 HI CI 3.18 (d. 0.4H) (H,,. 

J, - II H~);?.48(m.0.6H)er?.M(m.0.4H)~H,); 1.2~2.3tm.gH). 

Le dCdouhkmen1 de ces signaux correspond B I’exiskncc de drux 
rotamtres (non in1erchangcabks B 1cmpCaturc ordinaire) de la 
fonctmn amide. Mmu M’ - ?I$, mir: T(W). IO~IOO). I??f3J). 

!15(28). Masse exac1c: cakukc: 2lS.1310. C,cH,+JO cxpCrimen- 
tak: ?I5 1317. Analyse: CI,H~,NOYS 1rouvC WculC): C 78.06 
(78 IO); H 7 55 (7 W); N 6.M (6.!\). 

Irs spcclrcs infrarougc ant C1i enrcgiurts wr un speclroplw 
tomtrrc Pcrkin-mmtr 297 en solution dans k chbrolormc avcc 
dc celluks en chbrure de rodlum. Les spccfrcs RMN ‘H ant C1C 
cnrcgistrCs sur dcs apparcils Varian Xl. 100 CI CAMECA B 
250 MHz. avcc k 1CtramCrhyl rilane comme riftrcacc intense cl 
le dc.uICrochbroformc comme solvaat. Ikns b don&es de 
RMN dcs produils. ks ktrrcs m, s. d. I, q, dd. CIC. signifknc 
respcctivcmenl muhipkt. singukl. doublet. lripkl. qusd~pkl, 

doubkc de doublet. etc... In spcctrcs RMN “Cocl~ Ctt carc&rCs 
sur ua apparcil Varim FT 80, avcc k tttramClbyl &DC comme 

rCfCrence mtcmc et k deuICrochbroforme cumme solvanl. Lcs 
sptctrcs de masse on1 i(C obtcnus sur un apparcil Varian MAT 
311. Lcs poinrs de (usIon on1 CIC rckvh sur un bane K&r ou 
avcc un microscope Rcichert P platim chaulan~e. Irs chroma- 
tograph~ en phax vapcur on1 CIC effcctutes sur un appareil 
InlcrsmaI KC I20 ML ayanr un dCIcc1cur a conducIibiliIC thcr- 
mlquc en ulilisant I’hydrogtoc commc gaz veclcur. Nous avons 
uIilid unc cobnnc de 3 m&es par I/8 poucc; SE 30 IM. Lcs 
chromarographics sur cwhcs minces analyIiqws on1 Ctt f&es 
sur gel dc silice F 254; 0.2mm (MFRCK) sauf indication con- 
Inire. Lcs pouvoirs rotaIoires on1 tlC mcs-urts sur un polanm&e 
P&in-Elmer 241 MC. Les mcsurcs de dichrolsmc (WII bC r&al- 
~rCes wr un appareil J&in-Yvon Dichrographc 111. avcc k 
m&hand ahsolu comme solvanl. 1~s analyses Wmcolaircs on1 

tlC c~cc~u~cs au scrwce de microanalyx du Dtparwmcnt de 
Chirnie Organiqw de la FaculrC des Scrmccs de Mars&k. 

Synthiw de lo N-benryl ozad bicyclo~3.21]orr~onc-7 l3 
L synIMsc de l’aza4 bkyclo(3.21bcIanonc-7 a CIt d4cri1t 

prCctdcmmcn~.~ Son dCnvL N-bcnzyY I3 est ob1enu par rcaCtmo. 
i reflur pcndanl 2 h 30 min. de 4g 132 mmde) & cc lactarnc avcc 
4g d’hydrurc de sodium (50%) (Id plusicurs f&s h I’tthcr de 
pC1rok par &antarion) dans IWml de tddoc anhydrc. Aprh 
refroidisxmear on additionne 3.8 ml (32 mmok) de bromure de 

henryk. On portc & relux pcndani 2 h. Ap&s hydrdysc avcc un 
minimum d’eau suivic d’uac cxlraction au chbrurc de mt9hykne. 
la phase organique es1 stchbe Sur M&O* puis conccnIr&. L.f 
rCsldu CSI dislilk pow dormer 5.88 de N-henzyl azad bicy- 

Pr+amfion de lo N-be+ aza-2 bicyclo[2.2.2locfMo(u-3 17 

La mC1Mt u1ilistc CSI la mtmc que cclk dtCri1c pwr la 
prCpara1ion de 13. L’hydrogCnaIion de Y)g d’acidc paraamine 
benuwque donnc 14.58 d’acidc amend cyclohcxanc carboxy- 

liquc. Rdt = 34%. La pyrolysc de CCI amino-acide permet 
d’ohtti R g d’aza-2 bkyclo(2.2.2)octanone.3. Rdt = 63%~. IR -. 
344Ocm ’ Y (N-H); 1670cm-’ Y (C=O) amide. RMN ‘H bppm: 

I.5 H I.9 (m. 8H); 2.5 lm. IH); 3.65 Im. IH); 8.1 (s. IH). Cc 
lacmmc (2 g. I6 mmok) es1 bcnzyk suivannr k mmk ofiraloire 

employ6 pour la synlh&c de 13 cl conduir a 3.42~ d’un sdidc 

blanc 17 (Rdt - 99S). puti par passage sur une colonne de 
silrcc avcc unc Clu1ion hcxanclC1hcr de pdari(C crmssante SUIV~ 
d’unc sublimation (llU’10.05 mm). F: 92’. Rr = 0.65 CrhcrlJt(cOH 

W-10): IR = 16Wcm ’ Y IC=O) amide: RMN ‘H Q.50 MHz): 

dppm - 7.2.4 (m. SH); 4.51 (s. 2H) (H*); 3.45 (m. IH) (HI): 2.61 
(m. IH) (H,) CI U-1.9 (m. 8H). Masse M’ = 215 m/c: 91(100). 
105(20. 12407). 159126). 186431). 187(26). 215(lOO). 2WlW. 
Muse CXPCIC: calcuKe Ct,HnNO: 215.1310; rrouvtc 215.1309. 
Analyst: ClcHt,N(Yk IrouvC (cakuK): C 78.02 (78.10); H 7.~7 
17.W): N 6.73 (6.51). 

Syrrh(sr de lo N-ben:yl am4 brrndonowS 21 
Cc lactamc es! obrcnu par rtrcrion de I.9 g (I? 3 mmok) 

d’cndocuboxy-2 bicyclo(!.?.I]heptanoned tzL3 clans 2Oml 

de Md)H/HCI (2S cn poids) anhydrc. Aprts add&on de 2 g de 
tamis rnokcutaire 4 A on porw B r&x pendant 5 h ~UIS on laissc 
rcfroldir. On additionnc & la solu~m prCcCdcnIc I .8 g (16.8 mmok) 



de bcnzylaminc en solution dans ! ml de McOHIHCI (2%) sec. 
On lu55c 1 IempCra1ure amhinnle pcwzlanr 70 h en &MI ir la 

main de Iemps en tempr. 1.e tami molhlaire al tlimint par 

fikration puis on rtalisc une hydro&naIion P pmsion almor- 

phcrcquc en prCscnce d’oxydc de plaline (15Omg). A&5 lillra- 

lion dc calal& cl haporation &I 5olvanl. on~Irf& le rC5idu 
successivemen oar HCI UN). NaOH (3ti) et HzO. Anrts 
s&age sur 5ulfiIc de m&n&urn CI tvaponlion du &ani. on 
obIicn1 2.18 de la&me 21 (Rdt - 75%). Unc puriftcarion w5 
pow& c51 r&We par passage 5ur une colonne dc silice avcc unc 
Clulion CIhcrlmtIharwl (2%). C~I obtienl ainli I.75 8 & produil pur 

sous formc d’un liquide mcolore. RdI = 62.5%. IR - 1680 cm-’ Y 
(C=O) IacIame. RMN ‘H (250 MHz): dppm = 7.25 (m. SH); 4.80 (d. 

IH)(HIo,.J, = I5 Hz); 3.95(d. lH)(H,&J, = 15 Hz); 3.46(dd. 

IH) (Ht. Jwrk.o = 8 Hz: JH~)o = 5 5 Hz); 2.92 (IH. m) (HT); 2.46 

(m. IH)(& JHM- = 10.5 H7; J&W = 5 Hz); 2.4O(m. IH)fHt); 
I.85 (m. IH) (HO,,,,. J, = 13 Hz; JtiIp~= IO.5 Hz JH~,~HI - 

4 Hz;JHsrmHauo - 2.5 Hz): !.58(d. IH)(Hsrsb.Jw = 13 Hz): 1.47 

(m. 2H) (HJ; 1.42 (m. IH) (Ha,..,) CI I.18 fd. IH) (Hw, 
J ,,. = I3 Hz). Masse: M’ = 227 m/c: 91(97); lW2); 2TVloO). 
Masse exac~c C,,H,-NO calculte: 227.1310 crptrimcnlale 

Zn.l3lO.Ilnrlysc:C15H~,NOEiEIrouvCfcalcult): C79.12V9.26);H 
8.32 (7.54) N 6.17 (6.16). 

Synrhi5e du N-bcn:oyl ara4 brcndonr 2.3 
A 7 8 (I84 mmole) d’hydrurc de IiIhium alummium en suspcn- 

sion dans I00 ml de THF anhydre on addi1ionn.c IcnIemcnI 16.8 8 
(I I I.2 mmok)dc N-mtIhylbicycb[2.2. IJhcpItnc5 cartwxamide-2- 
cndo ? en solution Qns lC@ml de THF anhydrc. On pork P 
rcflux pcndan1 I3 h pair on hydrolyv en ajouIan1 5uccctsivcmenI 
7ml d’cau. !I ml dc tiaOH 15% CI 7ml d’cau. On laissc sou5 

agi1aIion pcndanr I5 mn puis lc prCcipiIC blanc c51 till& il c51 

IavC plusicun fois avec du THF bouillant. CI lcs phws orpaniqucs 
\onI s&&es sur sulfate dc -nisiurn. Par CvrporaIion du 
solvant. on ohlien 14.89~ d’aminc brute 4 qui c51 purifi& par 

distillation. RdI = 78%. I%,,.. = 7P. IR = 3Wcm .’ V(HC=CH). 
RMN ‘H: dppm n O.W(dl. IH): I B 2.3s (m. 7H); 2.42 fs. 3H); 2.85 

(m. 2H): 6.04 (m. 2H). 
CCIIC amine Cthykniquc rll.89g) en solulion dans 130 ml 

d’tlhanol c51 hydrogtatc 5ur oxydc de plarinc (45Omg) B prcs- 

sion almosphCriquc. on oblicnl aprts dislillatioo I I.71 g d’aminc 
sa~urtc 5. RdI=97%. Eb15,=77’. IR=2%Ocm-’ Y (C-H). 

RMN ‘H: dppm = 0.5 B 2 Im. IOH); 2.18 fm. 2H): 2.44 (5. 3H); 
2.53 Id. 2H). 

la N-chloraminc 6 conespondantc~ CSI ob~caue par rCacIion 

de I.7 8 de cellc amme. cn solution dan5 IO ml dc chlorurc de 

mtIhyknc. avcc 25 ml d’hypochbritc de sodium (I.41 M). On 
a& vIgourcuscmcn1 CCIIC solution B I’obxuritt pcndanl I h 

45 min. B IcmpCraIurc ambiantc. A@5 d&canIrIion on exIrail la 
phase aqucux au chbrurc de mtthyltnc. Le5 pha5cs organiquo 
son1 rCunicr puis tavt0 B I’eau et s)chCcs sur sulfak dc mag 
nisium. On tvapofc sous vide k solvan san5 chaullcr cl on 
c&ml 208 8 de Nchbraminc 6. 

CCIIC Nshbrarninc(2g. I I.! mmok)c5t ajouI&goullcir8ouIIC~ 
20 ml d’acide ~riflu~oac&ique rcfroidif pr6alabkmcnl par un tin 

dc glacc-sd. CCIIC solution csl Iransf&e dans un lube en quartz 
purgic soigncuscmcnl B I’azoIc pui5 irradi4e par la lum*rc 
ulIraviolcIIc d’unc lampc Hanovia de I50 W. m*r dcux hcurcr 
d’irradiati un ICSI icwzfom&riquc monIrc quc la Ncbbrarnioc a 
IotakmenI disparu. On dislilk abn I’acidc P pm5ion almos- 
phCriquc puis 50~5 vidc. Aprts addilioa de 20 ml dc rnbhanol au 
rtsidu de distillation. on ncutrahc I’ridc rCsiducl par KzCO, 
jusqu’l cc quc la solution wit basiquc (mist B r&x pcndanf S h). 

Apr&s rcfroidiucmcnl. 00 disIilk lc mtIh~~l P pressioa aIm05- 
phcriquc et on reprend k rtsidu avcc un minimum d’cau. CCI~C 
pha5c aqucuv CSI cxlrailc P I’&er. puis la phue orgrniquc ~51 

stchtc sur 5ulfaIc dc magnl5ium. Aprtr Cvaporahn du wlvant on 
ubticnr I.23 8 d’aminc bruIc 7. La di5IilhIion de cc5 1.23 g pcnae1 
d’oblcnir I.148 d’aminc pure. RdI -68%. Ebw= 58’ IR: 
29SIlcm-’ AC-H). RMN ‘H: dppm = 2.4(s. 3H)NCH,O.P4B I.14 
(d. IH); I.24 a I.41 (m.4H): I.60 a 2.65 (m. 5H): 2.4 (5.3H); 2.95 a 

3.26 (m. 2H). 

Pripomfion de I’urhhanc 8 

A 3.48 d’ammc 7 124.#mmolc) en wlulton danr 70ml de 
bcnttnc anhydrc. on addiliwmc pw11c 2 poulle 8.38 
176.5 mmokl dc chloroformlaIe d’Cthylc. On porte B r&x pcn- 

dant dcux hcure5. On hydrolyv avcc un minimum d’cau. La phase 
organiquc CSI d&can& puis s-&h& sur sulfate dc magntsium. 
Apfkr Cvapodcm du solvant. k rt5idu es1 di5Iillt pour doaycr 
3.918 d’urCIhPne 8. RdI = 80.8%. Etba = 91’. IR = 168Ocm Y 

(C=O) urCthanc. RMN ‘H: dppm 7 0.9 B 2.4 (m, 8H); I.22 (I. 3H); 
2.55 Idd. IH): 3.3 fm. 2H); 4.1 (q. 2H): 4.1 (m. IH). 

PrdparaIion dr I’amidr 23 

Lhns un balbn dc lOOmI surmonlt d’un rtfrigtranl et muni 
d’uw agiIaIion rnagnC~iquc. sou5 aImorpMre d’azolc. on place 
20 ml (32 mmok) dc mCIhyl IiIhium (l.6M dans I’tther). On 

refroidil P-l!” puis O(I addIIionne 1rts knIcmcn1 3 8 (15.4 mmok) 

d’urtthanc 8. On laissc rcvcntr TV remptralurc ambiantc pendan 
3Omin. Im IcmpCraIurc c51 ram&c a - IV avan d’hydrolyscr 

avcc 0.64 ml d’cau. On addiIionnc IcntcmcnI 2.37 R (16.9 mmolc) 
de chlorurc de bcnzoyk en solurion dans 5 ml de ItIrahydru 
furartc CI on portc P rcllux pendant 2 h. Apr& addilton dc 5 ml de 

p01acs.c 5 N et filIraIion du prCciprIC la phase orgamque c51 
d&an& c1 la phase aqucusc CSI CXI~ZUIC par de I’iIhcr. Its 
phases organiqucs r&tics son1 s.fchccs sur 5ulfaIc dc mag 
ntsium. L’CvaporaIion du solvan donnc 3.8g dc hquidc jaunt. 

Cc produir bru1 ccl putit% par passage sur unc colonne de tilicc 
avec unc Clution hcxanc/CIher de polari croissanlc suivi d’unc 
dirtillalion au four futwlairc (0.2 mm. 130. On oblimt arnsi 2.? I( 
d’amidc 23 pure. RdI 2 71%. IR - 1615cm ’ Y (C=O) am&. 
RMN ‘H (25OMHz): 6oom 7 7.-v) (m. 5H): 4.42 (dd. 0.4H) e1 

3.90 (dd. 0.6 H) (H1, J&t.. = 8.5 Hz. JHWT = 5 Hz). 3.1% idd. 
0.6H) CI 3.58 fdd. 0.4H) (Hh. J, = IO Hr. JH!, m = 6 Hz); 3.56 
(d, 0.6H) CI 3.20 fd. 0.4H) (He. J, = IO Hz); 2.64 (dd large. IH) 

(HT): 250 fm. 0.6H) cl 2.40 (m. 0.4H) (Ha); 2.26 (m. IH) (HI); 2.00 
(m. IH) fH*,,,); I.54 (d large. IH) fH_ 1, = IOHr); I.40 (d 
large. 2H) (H& I.20 (d la&C. 0.6H) cl I.00 (d Inrge. 0.4H) (Hw 

J, = 12.5 Hz). Masse: M(’ = 227 m/c: 7705). 105tlOO). 22708). 
Masse cxaclc: calcukc: 227.1310 C,SH,TNO IrouvCc 227.1312. 

Pr&araIion de lo N-btn:j ara4 rwisIanonc-5 Zs 

On place dans un ballon ~ricol de IOOml bKn xc 3~ 
f 16.5 mmok) d’endocarbomtfhoxy-2 h~yclo~!.!.?)ocIan~e_c” 

cl 2.1 g (19.6mmok) de bcnzylaminc cn sdution dans 40 ml 

dc mtthanol anhydrc. On ajoule 8 g dc Iamir moliculairc 4 A CI 
on la&c b IcmpiraIurc amhianIc pendant 40 h en QiIanI i la 

main dc Icmps en tcmps. La solution mtthanoliquc prCc&knlc 
c51 hII& On lavc k tamis mokculairc avec 20 ml de mCIhanol 

xc. On rtalisc ensuilc unc hydrogtnation (2 h) B pression 

aImosp&iquc en prCxncc d’oxyk de platinc 05Omg). la 
fiknIbn du catalyscur suivic dc I’tvaporaIion du solvan pcrme1 

d’obrcnir 4.69 g dc liquidc brur. Cc liquidc es1 aciditi par 20 ml 
I’HCI (3N). I.‘exIracIIon dc CCIIC phase aqucusc par I’CIhcr 
perme dClimincr k c&o ester rtsiducl. ti- rend C~IIC phase 
aqucu~ fwIcmcnt basiquc par addition dc soudc (ION) puis on 
I’extrai~ avcc de I’CIhcr (S fois 301~10. Lc &kc sur sulfak dc 

ma&Gum suivi dc I’Cvopon1ion du solvanr donnc 3.678 de 
produit brut. Im bcnryl amine en cxc& CSI CliminCe par dis- 
IiUaIion 5~5 vide. On chtien~ 2.72~ d’amino c5Icr IO bru1. 
IR = 1745 cm-’ Y (C=O) cslcr. RMN ‘H: dppm 2 I B 3 (m. l3H); 
3.66 (I. 3H); 3.74 (s. 2H); 7.3 (m. SH). 

Lc IacIamc U c51 obtcnu par pyrolysc L?W pendant 45 mm) de 
IO. Lc rtsidu obtcnu c51 acWi4 par 3N-HCI. On cx1ra11 Irois fois 
B I’CIher. Is phase tIhtrCc cst lavCc successivemen avcc HA). 

NaHCO, cl HP. On s&c sur wlfale dc magntsium. 
L'ivapordm du solvan~ pcrmct d’oblcnir I.358 dc laclamc 25 
crinallid. Rdt g&al = 31%. IR = 1655 cm-’ Y (C=O) lacIame. 

RMN ‘H (25OMHz) dppm = 7.28 (m. 5H); 5.00 (d. IH) (Htt.. 
J - = IS Hz); 4.04 fd. IH) (H,,h J.,. z I5 Hz). 3.46 (I. IH) (H,. 
JH~H~_,= 5 Hz; JHLH)= 5 Hz); i.74 (I. IH) (Hb J~b)o.,o- 
5.5 Hz; JHbHl 5.5 Hz); 2.05 fm. IH) (HI); I.90 (m. IH) (H5); I.85 
ldd. IH) (Hhzh Jw I II Hz; Iwe- = 5.5 Hz): I.75 (dd. IH) 
(Hauo. J, = I3 Hz: JHtiz0-H3 = 5 Hz); 1.40-1.74 (m. 5H): I.36 
Idd. IH) (Ha I,,. = 12.5 Hz; J-H, - 6 Hz). Murc M’ - 



Transformauons mkrubiologiques-3 

241 m/r = 91(100. lOW2). WWJJ). 24lf66). Masse exactc: cd- 

cuke 241 1466 C,sH,,NO IrouvCc 241.1466. Aualysc: 

Ci+HisNO% IrouvC (calcuk): C 79.31 (79.63): H 7.84 (7.94); N 5.70 
(5.80). F - 51’. 

Svnrhtsr du N-hmxoyl axa ttitane 29 
Pripnration dr I’u&hanr 12. A 760 mg (5.03 mmole) d’amine 

11” en solutron dans I5 ml de benxtnc anhydre. on additbnnc 
goulle A goulte 1.63 8 (I5 mmok) de cMoroformia~e d’tthyk. On 

portc a rellux pendam dcux hcuns. A&s hydrolyse avec uo 
minimum d‘eau smv~e d’unc dtcantation du bcnrtne. ccluici =I 

sCchC sur sulfate de magnitium. L’CvaponIioo du solvan~ per- 
met d’ohtcnir 981 mn dc produit attendu 12 Rdr - 93%. IR = 
168Ocm ’ Y (C=O). ‘RMN’ ‘H dppm = I.3 II. 3H); 1.2-2.3 Im. 
IIH); 3.1-3.7 (m. 2H): 4.1 (q. 2H): 4.1 fm. IH). Analyst 

CI~H~PNC)? trouvt lcalcuk) C 6lL3fJ (69.86); H 9.05 (9.15); N 6.87 

(6.69)%. 
Priparafion dc I’amide 29 On utilize Ic dm mode op&a~oire 

quc pour la synrhhe de I’amidc 23 a partir de I’urCthanc 8. 
R90 mp (4.26 mmolc) d’urCIhanc I2 scat additionnCs i 5.6 ml de 

mCIhyl lithrum en solutioa &h&Cc Il.6M). Ap&s hydrolysc, 
addition de 0.65 g (4.69 mmole) de chlorurt de bcnzoyle cl Iraite- 
mcnt par la potwe oo obticnll.02 8 de hquide brut. L purifrcaIion 

de cc produit es1 rCalis& par passage sur use cobork de sihce avec 
UM Clution hexancltther de polaritt croissante. On obtkot 710 rut 

de sol& blanc qui pcuvcu~ Ctrc rccristallists daor k cycbhcxauc. 
Rdt = 69% F = W. IR = 1615cm” Y fC4) amide. RMN ‘H 
I250 MHz): dppm = 7.41 (m. 5H): 4.60 It. 0.25 H) et 3.73 ft. 0.75 H) 

Hr. JHLHI = 6 Hz. JHLHZ,~ = 6 Hz); 3.82 fdd. 0.75 H) et 3.20 fdd, 

0.25H) IHs.. J, = I2 Hz. In+,,, = 4 Hz); 3.60 fd. 0.25H) et 3.44 

Id. 0.75H) IH% J, I2 Hz). 2.3! fdd tlargi. 025H) (Ha); 2.18 
Im. IH) IH6); 14-2.3 Im. 9.5H) ct 1.26 fdd. 0.25H) (Ha 

J, I2 Hz: Jn?n~ui = 6 Hz). Masse M’ = 241. m/r: 703). 
lO5IloO). 24lI43). Masse exac~c: cakuke 241.1466 CfiirNO; 
trouvCc 241 1474. Analyst B IrouvC Icakuk) C 79.63 09.63): H 
7 91 (7.94): N !.70 (5.80). 

Rtocfions dr hiofranrfonnafion 
Partit mccrobioloxiqur Nofurr du milieu nutriri/. Nour avons 

utili3 successivemcnt deux types de milieu de culture drmI ks 

composibons sonI pour I I__ milieu A: I5g d’exkait de mah 
DIFCO; ! p de glucose; 5 8 de phyIone; milieu B: 208 de corn 

swp hqude; IO p de plucosc. Lc pH de ccs milicux ot ajustt tl 
4.85 par addiriom de !N-NaOH. 

Conr~~arron dr la sourhe. Ia souche Reauwia ~~f~urcsctll~ 
ATCC 7159 a CIC conurvic par enscmencemenI pCriodiquc 
I? mois) roil sur lc milku A soil sur Ic milieu 8. ces milieux CIant 

soltd16Cr par I5 8!l de @lose DIFCO. 
C’ulfurr oxifir. 1-c milieu de cullurc don1 la composilirm (A ou 

HI ccl mdiquCc CI-dewis csI rtparti a raison de 2OOml par 

crlenmeycr de I I.. ou de 84lOml par erknmeycr de 31. ht k 
premier cas. I’agiIaIion et1 obIcnuc sur une Iabk P mouvcmcnt 

rolatrf I?50 rpm). darts k dcuxitme cas sur une tabk i agitation 
va cl vienr. Darts loulcr lcs exptricnccs lcs subslralr onl CIC 

mtrodulls i rarson de 35Omgll de milieu en solution dans un 

mmimum d’tthanol I.‘inIroducIicx, a Ck faire aprts 48h de 

prbcuhurc I;t tcmptralurc d’incubauon CM de 3CP. 
Pillralion 1.c myctlium csl s&part par fillratmn sur papier fillre 

ordinairc cl bvt avec dc I’cau. 
lixfrarfion Darn Ic cas du milieu A. k tiltraI csl cxlrail en 

conunu avcc du chloroformc la phase or8aniquc est s4chCc sur 
sulfaIc de magnirium et conccnIrCe. Darts le cas du milieu B. k 

tiltra~ c\t cx~ra~t cn conrinu avec du chloroformc; avanI d’CIre 
s&chic wr Mp.SO, et conccnIr+c la phase orpanrqut es1 lavtc 
avcc unc solution a&k IHCI. 3N) puis une solution basiquc 
INaOH. 3N). 

Trmps dt conracf Milieu A. darts 6 holes de I I. con~enam 
chacune 200 ml de milku dc culture on ajoule 70 mg de substrat 
I3 dissous dans un minimum d’alcod. On mci a incuber. 
l.‘avanccmcnI de la rtactmn est suivi par CPV en eBec_~uan~ 
I‘cxIracIion dune 601~ tomes ICI 24 h Ir Icmps de conIact 
moyen uIilisC dans le cas du milieu de culture A cst de 90 h. 
Milieu H. lc Icmps de contact moyen utiliti dans cc cas et1 de 
72 h 

Rlacfti d’hydroxyfafion In bktransformaIions sent 
elYcctu&s suivant b crmditionr &rites dans la partie micro 

biologiqw exp&imcntak. Les bktraadormatkms dcs substnls 
13. 15. 17. 23. 29 ant Cti elTcctu6cs dans k milieu de culture A. 

reuls ks subsInIs 21 et a onI ttt transformts dans k miliru de 
culrurc B. 

A@ extraction au chkroformc k non&n de produiIs 
hydroxykt (cu oxy&s) cst dtrumint par chromaIognphk 
liquide haute performance a I’aidc d’um colonue de gel de silice 

(Merck 5rm. 12cm) avcc comme CluanI un mClangc hep 
~anc/EtOH (10%) Wtcctbn uhravioktte 254nm). Lc produit 
brul d’exrractron cst ensuite plrific par passage sur unc colorme 
de gel de silice (YM3Pm. Merck) avcc comme Cluan~ un 
mtlangc d’hcxanclisopropand ou EtOH de polaririrt crowank. 

Lorsquc la biowansformatbn d’un substnt conduit B un mClan8e 
de produirs hydroxyks fou oxy&s), ccs produits sonI ScparCs sur 
UM colonne prCIe a Tern*: IO&Xl LOBAR Whroprcp .Wl 
fW3 pm) Want: hcxanc/EtOH ou CthrrlFtOH). 

BioIranrfonnaIion de 13 

A partir de 280 mfr de 13 on obticnt aprts extraction 395 mg de 
produil brut. Une chromatographk liquidc sur cdoone de silice 
permet d’obtenir 91.7m.g du p&kit & &part non Iransforrm! 
mu a W? CI 159mn de woduit hvdroxyk 14 our a 85% lRdI = 

459F). Le produit d;d&rt non Ir&sformt es; puriM par subli- 
marioa (8p. IOmm Hg) (lo)?= + 7.9 CHCIr C = 0.75). Des 
rccrirtallisations succesivcr clans k bcnztne de 14 donne un 
cornpod Ilr. L’tvaporation du bcnztne provenanI dcs filtrats 

obtenus ion de la recristallisabon de 14 donnc un cornpod 18 

qui erl purihr! par rccristallisalion dans un mClange bcnrtnc- 

cyckhexane. Rf - 0.57 tther/McCJH f%lO). IR = 362Ocm-i v 
(C&H): 168Ocm ’ Y (C=O) la&me. II: F :. IW [n]ff 23.4 

(c = I. CHCI,); 11): F = 124” [a]:: = 0. 
Ir spcctre RUN ‘H B 25OMHr de 14 a CIt dCcnI prtctdem. 

mcnt.’ Masse: M’ - 231 m/t: 9lIlC0). 95l27). 173(W). 23lf31). 

Masse exack. calcukc 231.1259 Ci1Hi7Nq Irouvte 231.126C. 
Analyst: trouvt fcalcuk pour CirHi1N0?) C 71.93 (72.70); H 
7.43 (7.41): N 5.93 f6.06)%. 

BioIransfonaIion de I5 

A partir de U@mg de 15 on obIknt aprts extraction au 
chloroforms 505 mg de produit hour. Cc mClan8c CSI rCparC 

comme pr&ctdemmcnI par chromatographk liquirk. On obticm 
rucccssivcmcnI I54 mg dc produil de &part mm IransformC pur 
i 80% pair Wmg d’un produit de structure non d&ermintc CI 

enln 267 mR d’un composi hydroxyk 16 pur a 805X. Cc produil 
bydroxyk est punl% par recristallisation darts un mtlanpe bcn- 
rtnccyclohexane. Rdr = 50%. F= 12%131’. H, = 0.42 

EIhcrlMcOH @&IO). IR = Mmcm ’ v IO-H); l6Wcm” 1’ 

fC=O) amide. 1~ spcctrc RMN ‘H i 2% MHz de 16 a CC dtcriI 
p&&emmeat.’ Marx: M’ :- 231 m/e; 7700). 105IlOO). 
172l26). 23lIll). Masse cxack cakukc: 231.1259 Ci,Hi&Or 

cxptrimentak 231.1254. Analyst % Irrnrvi (calcult pour 

C,,H,,N(hJ C 72.01 (7270): H 7.29 (7 41); ti 6 RI f6.06fl. 

RioIranrformaIion de 17 

A partu de 420mg de substrat on obIknI aprtr biouans- 

formation 527 mp de prcduit brul. Cc mdange est s&part comme 
prCcC&mment par chromalographw Iiquirk. On obIicnI 322mg 

du prcduu de dtpart non Iransformt pur a 80% CI 99m8 d’un 
compos.4 hydroxyk 18 pur i LW%. Cc cornpod at purifii par 

sublimatmn Il2@‘. 0.4mm Hg). Rdt = 17.5%. F 132-135’. Rf 
0.51 EIbrrlMcOH f!GlO). IR = 3Wlcm-i Y l&H); 1665 cm ’ Y 
(C=O) lacramc L.t tpcctre RMN ‘H i 250 MHx de 18 a CtC dtcriI 
prCc&JcmmcnI.’ Masse: M’ = 231 m/t: 18f21). 23(m). 9lfloO). 

IOWO). 159121). 186419). 23lf77) Masse exacie: cdcul&: 

231.1259 Ci&li~NOt: exp&imcn~ak: 231.1256 Analyst IrouvC 
fcalcuk pour CiMirN&): C 72.02 (72.70); H 7.28 (7.41; N 5.76 
fti.W%. 

RiofranrJonation dt 21 
Cc subrtnn a ttt wansfont par Rcouwrio s~ffurc~cerr~ darts 

k milieu de cuhure B. Une Ctudc de I’inlluence du Iemps dc 
riaclmn a CIC clTcctu&c pour ce subsIraI. Darn tws Its cas on 
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&icnI aprts passage sur unc colonnc de sdice (tluan~: hex- 
snclE10H 5(k) un solidc black U F = 142” IR = 33% cm-’ Y 
(OH), 1675cm ’ Y (C=O) IacIame. 1.c rpectrc ‘H a Z%MMHz de 
22 a TIC dtcrit ortctdemmcnt. Masse MH’ - 243 m/e: 91(100). 
lCX428). l86417). 24308). Masse cxack calculte: 243.1259 
CI!HITNOI cxptrimcnIak 243.1241. Analyx q Ircwt (calcult 

pour CitHi,tim C 74.24 (74.05): H 7.12 (7.04): N 5.50 (5.76E. 
lactamc 21 rtcuptrt: [o]P = 1.9 (CHCI,. c = 6) dans k cas 

dune bioconversion de 20 h. 

Rio~ranrfon~~ion de 25 

Cc subsIra1 a iti transformt par Reauwio rul/wr~ctnr dans 

Ic milieu de culIurc B. A parur de 840 mg de 25 00 cbrknl aprtr 
exlracbon cl lavage 915 mg dc produil brul. Pluskun chromate 

graphics sur gel de silice pcrmeIIcnt d’isoler ks composts 
su~vants Mmg de lacfamc de dtpar~ non ~ransformt; 91 mg 9 
ct~onc 28. Rdl 11%. IR = 173Ccm ’ dC=O) ctrone 1665cm 

Y (C-3) IacIanw: 433 mg d’akool 26. RdI 2 5E. F = lO7-IW. 
IR = 338Ocm-’ Y l&H); 1660cm ’ Y (Cd) IacIame. lr spcctre 

RMN ‘H a 25OMHt de 26 a CIt d&it prtctdemmen1.’ Masse 
M’ = 257 m/e: 91(100). 18t478). tS7(20). Masse exactc: calculte 
257.1415 Cid(irN& cxpCrimcnIale 257.1411. Analyst Irouvt 
(calcult): C 74.61 (74.68); H 7.60 (7.44); N 5.36 (5.44fir. 233mg 

d’akool 27. RdI = 28cG. IR - 34Wcm I Y (OH); 1660cm ’ Y 
tC=OllacIamc I..c spccrrc RMS ‘H a 250 MHr dc 27 a tlt dtcri1 

prtctdcmmcn1.’ Maw: M’ 257 m/r: 91(100). KW82). 257(22). 
Masse cxacIc calcultc 257 (415 CW.H,PNO?. cxptnmentak 
257.1411 Analyst sir Irouvt (calcultl C 74.70 (74.68); H 

7.66 (7.44): N s.50 (5.44). 

Hiorronsfonarion dr 23 

On cbrien1 Qns cc cas un sohdc blanc 24 avcc un rendcmcn1 
dc 53%. F = 102-W IR = 3WOcm-’ Y (OH); 1615 cm ’ Y (GO) 

amid-c Lc specrrc ‘H i 25OMHz de 24 a tit dtcril prtctdcm- 
menI.’ Masse M’ 243 m/t: 7708). 10~100). 24308). Masse 

cxaclc calcultc: 243.1259 CisHi,N(? cxptrimcnIale 243.1258. 

Analyst CI, Irouvt (calcultc pour (‘itHi*NO?). C 74.64 174.05). H 
7.72 (7.04); N 5.42 (C.76fi. 

BioIransfonafion dc 29 

la lno1ransformalton de 78Omg de 29 par fltauwiu sul- 
furesctnr perme d’obknir aprts cxIra&n au chloroforme 

1.05~ de produil brul. Plusicurs chromatographkr sur 8Cl de 
s~hce pcrmeIIcn1 d’isokr kc produirs tu~van~s (par ordrc de 

polariIt croissanIc). 42 mg de rubsIra1 nocl Iransformt; 39 mg de 
cttonc 33. Rdt = 44. IR = 1730 cm ’ Y (C=O) cttone; 1615 cm ’ 

Y (C=O) lactaqc. Ir spcctre ‘H a 25OMHz de 33 a CIC dtcrit 

prtctdemmenl Masu M‘ !CC m/t: 77(?7). IOS(lO0). 

2~28) Masse exacIe: Cakukc 255.1259 ClaHvN% 

cxptrirnenIalc 255.1246. 74 mg d’akool 32. RdI = YE. F = I76 
18s”. IR= 3WJcm” Y (OH). 16lOcm” Y (C=O) amide. LX 

spccIre ‘H i 250 MHz de 32 a tri dtcrir prtctdemmenl.’ Masse: 
M’ = 257 m!e: 57(19). 77(32). IO~IOO). Wl7). 257(19). Maw 
exaclc: cakukc 2!7.14lS Ci4HivNOr cxptrimenIak 257.1423. 
Analyx: Irouvtc (calcult): C 74 32 (74.68); H 7.12 (7.44); N 

5.72 (5.44fi. Wmg &amide hydroxyk 38. RdI 7 53%. F = IS? 
(rccristalist dans k benrtne). IR ; 3420 cm Y (OH); 1615 cm 

Y (C=O) amide. lr spccrre ‘H B 2WMHr dc 3 a tlt dccril 
prtctdemmen1.’ Masse - M’ 257 m/c. 7744). 10%100). 
257(24). Maw cxack: calculte 257.1415 CirHivSOl cxptrimcn 
Iak 257.1411. Analysc: Q Irouvt (cakult)- C 74 32 (7468); H 

7.53 (7.44): N 5.34 (j.40 C&i&G. 216 mg de lactlme hydroxylt 
31. Rdt = 264. I’= I~8159 (recrirtalist d;ns cyclohcxanclben- 
ztne). IR 7 342Ocm Y (C&H); Ihl.(cm Y (C=O) am&. Le 

specIre ‘H a 254I MHz de 31 a tit dtcnt prtctdemmen1.’ Masse: 
M’ 2 257 m:r: 7708). 105(100). 257(U). Masse exacIc calculte 
257.1415 CirHisN& exp(rimenIalc 257.1415. Analyu Irouvt 
(calcult): C 74.86 (74.68): H 7.67 17 44); N 5 73 (5.58) 

Rtducfion dr I4 
A 76.5 mg dc IacIamc hydroxyk I4 en suspension dans 4 ml dc 

THF anhydrc on alouk 20 mg d’hydrure de lithium aluminium. 
On por~e a r&ix pendan unc nun. Qn hydrolyu. Ir prtctpilt 
es1 lavt pluucurs fois WCC du THF chaud. la phase organ& 

esI tavtc avcc IO ml be HCI (I.5 N). On exuail 3 fois cctle phase 
acide avcc de I’tIhcr. On ajoute de h saude concentrte (ION) 
dans la phase aqucux jusqu’a obtcnir un pH basique. On extrai~ 
cc11e phase aqueusc a I’tlhcr. Apris lavage i I’cau de la sdution 
trhtrtc CI s&age sur MgS& on chase k ~&MI sous vidc. On 

obtient II mg d’hydroxy amine 34 brule. Cc compost pcu1 ttre 
puriht par sublimalion (70’; 0.3 mm Hg). F = 67-7c. IR = pas de 
ban& Y (C-O) amide. 362Ocm-’ Y (@H). RMN ‘H 250 MHz 
6 = ppm I.4 a 1.7 (m. 4H); I.88 a 2.20 (m. IH); 2.15 (m. IH); 260 
(d. IH): 2.90 (dd. 1H): 3.10 (m. IH): 3.92 (m. 3H): 7.30 (m. 5H). 
Masse M’ n 217mk 9107). l5sCioO). lj%lJ). 217(ll). Masse 
exack: cakuke: 217.1466 CHH~WNO exptrimenIak 217.1464. 
Adys~ s lrwvt (cakUb6): c 77.06 (n.38); H 8.58 (8.81); N 
6.39 (6.45) C,,H,pNO. 

RtducIiorr de 16 
Its condilions optraloircs scml les mtmcs que pour la rtduc- 

tiondel4.Apanir&llOmgdc16nonpuriMonobtienlUIm8 
d’hydroxylaminc 34 brute. Camchstiques spec~raks: voir 

rtduclion de 14. 

Rtduction de 22 

A parIir de IOOmg de 2.2 on obIkn1 aprts $ducIicn cl lavagc 

57 mg d’aminc hydroxyltc 36. IR = 338Ocm Y (C&H). pas & 

bandc Y 00) lackme. RMN ‘H 230 MHz dppm = 7.30 (m. 5H); 
3.72 (d. IH) (Hw. 1, = 13 Hz); 3M (d. IH) (Hw. J, = 13 Hz); 
3.30 (I. IH) (Hv..& 3.26 (m. IH) (H,); 3.C@ (dd. IH) (Hs.. 
J c = 10.5 Hz. Jubw = 7 Hz); 258 (I large. IH) (Hr): 2.X) (d. 

IH) (H& 1, - 10.5 Hz): 2.06 (m. 2H) (H, er H,); 1.8s (d. IH) 

(Hr. I,= II HZ). 1.32 (d. IH) (Hh I, = II Hz) e1 I.25 (m. 

2H) (Hd. Masse M(’ 1229 m/e: 9l(lOO). 17Of67). 171(70). 172W. 
22909). 

RMucIion de U 
A parbr de 14omg d’amide hydroxylt 24 on cblienl aprts 

rtduction par LiAlH, 71 mg d’aminc hydroxyltc 36 liquide. 
CaracItrisIiqucs spcc~raler: vorr rtducrion dc 22 

Oxvdahon dr 27 

On alouIe B 40m8 d’alcool 27. en solution daas 0.3 ml de 

chlorure de mtthyknc anhydre. 52mg de chlorochromalc de 
pyridinium (rCoctif de Corey). On agile pen&n1 2 h a Iem- 
ptraturc ambiante puis on IilIre sur unc pcIiIe cohnme de 8orisil. 

On o&en1 aprts CvaporaIioo du solvan 35 mg de ctIone 28. Les 
R, donnts pour kr produils d’oxydaIion on1 CIt mesurts sur 

plaque de s~hce Si 60 I5 pm a zone de conccnIraIion (Merck) 
avcc cornme CluanI un mtlange d’hcptanclisopropanol (Is). RI = 

0 77. IR 173Ocm ’ Y K=O) ctionc: 1670cm ’ Y (C=O) laclarne. 

OxydaIion de # 
Les conditions optnroircs son1 ks mtmes quc pour I’oxy- 

daticn de 27 A putir de IO mg de 26 on d&n1 7 mg de cttwk 
28. Rr 0.77. IR = spccIre idcnIique a cclui du produu cbrcnu 

par oxydation de 27. 

Oxvdation de JI 
l:‘oxydaiion de 60 mg d’akool 3 permel d’oMcnir 5 I mg de 

CCIWK 33. Rr = 0.60. IR = 173Ocm ’ Y KY=0 ctlw; 162Ocm ’ 

Y (C=O) amide. 

Oxydafion de 31 
I.‘oxydatton de 80 mg de 31 perme d’obrenir 14 mg de c&one 

3.3. Rr - 0.60. IR 7 speclre idcnIiquc a celui du produi1 obIenu 
par orydarion de 38. 

Oxydarion de 32 
L’oxydaticn par k chlorochrornate de pyridinium de 2Omg 

d’akml 32 permel d’oblcnir I6 mg de &one 36 Rr = 0.70. IR = 
17.3Ocm ’ Y (C=O) cttonc; 162Ocm ’ Y (C=O) amide. 
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