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Résumé—L’hydroxylation de divers amides ou lactames bi ou tricycliques pontés, la détermination de la
configuration absolue des alcools obtenus sous forme optiquement active, ainsi qu'une approche, basée sur ces
configurations absolues, de la topologie du site hydroxylant de Beauveria sulfurescens, sont décrites.

Abstract—Hydroxylation of some bi- or tricyclic amides or lactams, the determination of the absolute configuration of
the alcohols obtained and the topology of the hydroxylating site of Beauveria sulfurescens based on these absolute

configurations, are discussed.

L'utilisation de molécules a structure rigide comme
“sonde moléculaire” constitue I'une des méthodes pou-
vant permettre la visualisation de la topologie du site
actif d’enzymes impliquées dans la bioconversion de
molécules organiques. C'est ainsi, par exemple, qu’a été
construit le *“‘diamond lattice model” décrivant le site
actif de I'alcool deshydrogénase de foie de cheval
(HLADH),' ou qu'ont été proposés divers schémas
permettant par exemple d'illustrer les sélectivités obser-
vées lors de I'hydroxylation d’androstanes® ou de la
réduction de cétones girochirales.®

L'intérét majeur de ces approches réside dans le fait
qu’'elles permettent d'effectuer des prévisions quant i la
régio-, la stéréo-et (éventuellement), I'énantiosélectivité
de la bioconversion d'un substrat donné.

Pour notre part, nous nous sommes intéressés a la
biohydroxylation d’atomes de carbone non activés
d’amides bi ou tri-cycliques pontés par le champignon
Beauveria sulfurescens (ATCC 7159). Ce champignon
était précédemment répertorié sous le nom de Sporotri-
chum sulfurescens. Nos résultats préliminaires ont été
publiés "précédemment,*’ et nous décrivons dans cet
article une approche de la topologie du site hydroxylant
impliqué dans ces biohydroxylations.

L’hydroxylation de nombreaux substrats par Beau-
veria sulfurescens a été décrite par Fonken et collabora-
teurs.® Sur la base de leurs résultats ces auteurs ont été
conduits, dans le but de rationnaliser les régiosélectivités
observées, 4 proposer plusieurs approches de la topolo-
gie du site actif de I'enzyme responsable de ces
hydroxylations.”®*® Ces approches sont basées sur deux
hypotheses: (a) I'interaction enzyme-substrat a lieu au
niveau d’un atome du substrat riche en électrons, en
I'occurence 'atome d’oxygéne de la fonction amide; (b)
les molécules de substrat conservent leur conformation
la plus stable au niveau du site actif pendant la réaction
d’hydroxylation.

Ces hypothéses conduisent les auteurs i estimer que
I’hydroxylation a lieu sur un atome de carbone situé a
une distance d’environ 5.5 A de I'atome d’oxygéne de la
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fonction amide. Cependant, par suite de la nature
généralement flexible des modeéles étudiées et de I'exis-
tence de rotaméres (non inter-convertibles a température
ambiante)'® au niveau de la fonction amide, cette esti-
mation reste relativement ambigiie. C'est pourquoi nous
avons cherché, dans le but de permettre une meilleure
prévision de la sélectivité de ces hydroxylations, a affiner
cette étude et a préciser un certain nombre de
paramétres impliqués dans ces transformations.

Dans ce but, nous nous sommes proposés; (a) d’éliminer
les facteurs d’incertitude précédemment cités, en sélec-
tionnant des modeles & structure rigide, ce qui permet une
meilleure estimation de la distance de I'atome d’oxygéne au
site d’hydroxylation; (b) d’étudier I'influence de la localis-
ation de la fonction carbonyle, dans le squelette carboné,
sur la régiosélectivité de I'hydroxylation; (c) et d'examiner
’énantiosélectivité de ces hydroxylations. En effet, trois
des squelettes retenus possédent une structure asy-
métrique. Il était donc intéressant d’examiner dans quelle
mesure il serait possible de réaliser des réactions énan-
tiosélectives et, si tel était le cas, de déterminer la
configuration absolue de I'énantiomére le plus facilement
hydroxylé. Ceci devrait permettre de préciser la topologie
du site actif de I'enzyme impliquée.

RESULTATS

Syntheése des produits de départ

Les lactames 21, 2§ et les amides 23, 29 ont été
synthétisés selon les schémas réactionnels indiqués au
schéma 1. La N-benzylaza-4, brendanone 21 est obtenue
par une suite de réactions du type “‘one pot” i partir de
I'endo-2, carboxybicyclo[2.2.1]heptanone-6 1 qui est
transformée successivement en ester méthylique 2, en
imine puis en aminoester qui cyclise spontanément pour
conduire 4 21. L'amide 23 est synthétisé i partir de
I'endo-2, N-méthylcarboxamide bicyclof{2.2.1]hepténe-5
3, réduit en amine 4 par réaction avec I'hydrure de
lithium aluminium, puis hydrogéné sur platine pour con-
duire 3 5. La cyclisation de Hofmann-Loeffler-Freitag de
la N-chloramine correspondante 6 conduit & I'amine tri-
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cyclique N-méthylée 7, transformée en benzamide 23 par  Biohydroxylations

P'intermédiaire de I'uréthane 8.

Un schéma réactionnel similaire & celui utilisé lors de
la synthése de 21 permet d'obtenir le lactame 28 & partir
de Pendo-2, carbométhoxybicyclo[2.2.2Joctanone-5 9.
Cependant la cyclisation de I'aminoester intermédiaire 10
nécessite une pyrolyse. Enfin, le N-benzoylazatwistane
29 est synthétisé a partir du N-méthylazatwistane 11 par
Pintermédiaire de I'uréthane 12. Les lactames 13 et 17
ainsi que I'amide 15 (Schéma 2) ont été synthétisés
selon des schémas classiques A partir de substrats dont fa
préparation a été décrite dans fa littérature (voir Partie
Expérimentale). La synthése et la biohydroxylation de
I'amide 19 ont été étudiées par Fonken et collabora-
teurs.®

La nature, les rendements et le pouvoir rotatoire des
divers produits formés lors de la biohydroxylation de ces
molécules, son indiqués au tableau A, et leurs structures
sont représentées dans le Schéma 2. (Sur ce schéma, il
n'est pas tenu compte des configurations absolues des
produits hydroxylés optiquement actifs.) Celles-ci ont été
établies sur la base de I’ analyse détaillée de leurs spec-
tres RMN 'H & 250 MHz et °C et ont été confirmées
chlqu,uement (videinfra). L'analyse détaillée des spectres
RMN °C de ces composés, qui sera publiée par ailleurs,
confirme l'unicité des produits décrits.

Ces résultats nécessitent un certain nombre de com-
mentaires. I faut remarquer en particulier que: (a) Dans
Ia plupart des cas, I'alcool obtenu constitue le produit
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unique de la réaction. Seuls, les dérivés 2§ et 29 de
'aza-4 twistane conduisent 4 un mélange de plusieurs
composés; (b} Dans le cas de la bioconversion des lac-
tames, les alcools obtenus sont optiquement actifs, alors
que les amides conduisent & des alcools racémiques.
Cette énantiosélectivité est confirmée par le fait que les
lactames 13 et 21 récupérés sont optiquement actifs.
Cependant il est vraisembiable que les lactames
hydroxylés ainsi obtenus ne sont pas optiquement purs,
Nous avons, par exemple, constaté que, par recristal-
lisations successives de 14, on obtient des cristaux dont

les spectres IR et "H RMN sont parfaitement identiques,
mais dont les points de fusion sont nettement différents
F=124°C; [a]f =0; et F=154°C; [a]5F =-B.9 c =
1, CHCL;). Divers essais visant 3 déterminer la pureté
optique de ces composés a P'aide de complexes chiraux
de terres rares’ ou du réactif de Mosher™ sont restés
infructueux. Ces essais ont été effectués en utilisant le
chlorure de I'acide a-méthoxy «-triftuorométhyl phényl
acétique. Le spectre RMN du fluor ne comportant qu’une
seule raie, il ne nous a pas été possible de conclure quant
4 la pureté optique du produit. (¢} Le bilan massique élevé
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Tableau A. Produits obtenus par bioconversion

substrat
de -~
aépact 13 (1517 (19" 21}23 25 28
Produit | 14 | 16 | 18 f20 | 22/24 | 26|27 |28 |30 |31 |32 |33
Rendements | 45 50 |17,5)40 20 | 53 52|28 11 53 26 9 4
%
22° +
[8]°° cmci,yl-11° 0° |+0,87 0% [47° |0° W17°734%2|+25%0° lo° o*| o°
Db __.] RS R S S S S NN IS SIS BN I S
€ 9/100 em”{1,601,5 10,75 -~ 1,15/1,75 1,35 1,80{2,87]1,72| - - -
$ substrat
récupérs 30 49 61 ]16 (3] - 5 4
Bilan
massique 75 99 7% {62 89 - 96 96
¢ : Produit obtenu anr@s 20 heures de culture (voir Tableau B)

s 1 voir référence 8b

de ces biotransformations permet d'éliminer 'hypothése
d’une dégradation énantiosélective de 'un des antipodes
optiques. Le lactame 21 constitue cependant un cas parti-
culier a cet égard. En effet, lors de cette hydroxylation, le
signe du pouvoir rotatoire de 22 varie en fonction du temps
de bioconversion. De plus, le bilan massique de la trans-
formation devient largement déficitaire. C’est pourquoi
nous avons étudié I'évolution du rendement de la trans-
formation en fonction du temps de contact sub-
strat/champignon ainsi que celle de I'activité optique du
produit hydroxylé. Les résultats obtenus sont portés dans
le Tableau B.

On constate que le rendement maximum est atteint aprés
un temps de contact de 65 heures tandis que le signe du
pouvoir rotatoire s'inverse avec le temps. Ces résultats
conduisent & penser que la réaction d"hydroxylation de ce
lactame est énantiosélective, mais que ['énantiomére
formé en excés (dextrogyre) est métabolisé rapidement, ce
qui provogue une inversion du signe de I'activité optique et
une perte de produit, (d) Afin de confirmer les structures
attribuées aux produits de ces bichydroxylations, nous
avons vérifié que la réduction par 'hydrure de lithium et

tNous remercions trés vivement Monsieur le Prof. Horeau qui a
bien voulu effectuer 1a détermination de ces configurations ab-
solues dans son laboratoire.

d’aluminium des amides 14 et 16 conduit A Ia méme amine
M, et que celle de 22 et de 24 méne effectivement i 3§
(Schéma 2). De méme, I'oxydation des alcools 26 et 27
conduit 3 1a cétone 28 et celle des alcools 30 et 31 fournit la
cétone 33, ces deux cétones étant identiques a celles
formées par bioconversion. L'oxydation de 32 conduit par
contre § une cétone différente 36.

Détermination des configurations absolues

Comme nous I'avons souligné précédemment, les al-
cools formés par hydroxylation des lactames 13, 17, 21 et
25 sont optiqguement actifs, ce qui démontre I'énan-
tiosélectivité de I'enzyme hydroxylant. Nous avons établi
la configuration absolue de ces lactames hydroxylés par
des études de dichroisme circulaire et confirmé les
résultats obtenus soit par la méthode Horeaut soit par
comparaison avec des résultats décrits dans la littérature.

Les études de dichroisme circulaire effectuées par
Scheliman et collaborateurs’>™* ont permis i ces auteurs
de proposer une régle empirique spécifique aux amides, qui
ne s"applique cependant pas aux lactames a sept chainons
pour lesquels une autre régle a été élaborée.” Nous
avons vérifié que les effets Cotton négatifs observés pour
la transition n-oo* de la (+)(3S)-azatricy-
clo[4.3.1.0*"}décanone-5 37 et de la (—)}(3S)-aza4 twis-
tanone-5 38 (Schéma 3), de configuration absolues con-
nues,"™" sont en accord avec la régle de Scheilman. Ces

Tableau B. Evolution de la bioconversion de 21

st oh 20h 40h 65h Sch
22*

Mp -_ +7* +4" -1,2°} -2,%°

(cucly)

Rdt en pro-

duit hydro- |0 20% 28% 508 31%

xylé

% de substrat

restant 100% 69% 508 19% o-
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Schéma 3. Configurations absolues et effects Cotton de 37 et 38.

Amax = 219 nm
® max = ‘1’5 1053 o/l"nole'1

em™?

f
Amox = 229 nm
@ max =-3 4 104°/mote”™?

cm=1

A max =219 nm
o -
8 mox = -1,43 105 ¥ mole ™"

Cf'l’\'-1

Amax = 219 nm

8 mox :+9}7 104 ° /mote™?

t’;m‘1

*La mesure de I'effet Cotton a été effectuée pour un composé correspondant a un temps de réaction de 20h.

Schéma 4. Positionnement des lactames 14, 22, 26 et 27 dans le systéme de quadrants de Schellman et attribution de
leurs configurations absolues.
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molécules présentant une similarité de structure évidente
avec les lactames que nous étudions, il nous parait
légitime d’utiliser cette régle.

Le signe des effects Cotton observés pour 14, 22, 26 et
27 conduit & positionner ces molécules selon les pro-
jections représentées sur le Schéma 4 et donc d'en
déduire les configurations absolues. Sans que cela ne
puisse pour I'instant constituer une régle générale, il est
intéressant de constater que tous les alcools formés
présentent une configuration absolue S.

L'utilisation de la méthode de Horeau'® d’une part, et
Papplication de Ia régle des sphéres de Snatzke' d’autre
part, permettent de confirmer ces configurations ab-
solues.

En effet, la mesure du signe du pouvoir rotatoire de
I'acide a-phénylbutyrique résiduel aprés estérification de
14 et de 26, permet de conclure que ces deux alcools
possédent une configuration absolue S, ce qui concorde
parfaitement avec celles attribuées sur la base du di-
chroisme circulaire. Par contre, cette méthode n'a pas
permis de confirmer la configuration absolue de 22.
Cependant, I'application de la régle des sphéres de
Snatzke permet de prévoir que l'introduction d'une
fonction alcool sur le squelette de I'un des énantioméres
des lactames 21 et 25 (dans une position dite “‘quatridme
sphére™), qui ne modifie aucunement la chiralité intrin-
séque du squelette carboné de ces molécules, ne peut
provoquer un changement de signe de I'effet Cotton lié &
ces énantioméres. Par exemple, en ce qui concerne les
composés du type aza-4 twistanone-5, l'effet Cotton
provient d'une part de la chiralité intrinséque du
chromophore (amide non coplanaire)” et, d’autre part,
de la chiralité du squelette (hélicité M ou P). Tichy et
collaborateurs ont montré que ces deux types de chiralité
conduisent 3 des effets Cotton de méme signe et ad-
ditifs."® L’introduction d’un groupement hydroxyle sur
un atome de carbone relativement éloigné du chromo-
phore (quatrizme sphere) ne peut donc modifier le signe
de I'effet Cotton d'un énantiomére particulier.

Ces diverses observations confirment les configura-
tions absolues que nous avons attribuées précédemment
4 22, 26 et 27 sur la base des régles de Schellman.

DISCUSSION

L’analyse des résultats que nous venons de décrire
permet d’obtenir diverses informations sur les types de
sélectivité observés et de proposer, sur ia base de ces
observations, une approche de la topologie du site
hydroxylant.

Sélectivités

Régiosélectivité. Lhypotheése émise par Fonken et col-
laborateurs, selon laquelle 'hydroxylation se ferait pré-
férentiellement sur un atome de carbone situé a environ
$.5A de Poxygéne de la fonction carbonyle n’est pas
vérifiée dans le cas des lactames. L'examen des modéles
de Dreiding montre que cette distance n'est respective-
ment que de 3.3, 3.4 et 3.3 A dans les lactames 14, 18 et
22. Ceci est d’antant plus surprenant que, dans chacun
de ces composés, il existe des atomes de carbone plus
éloignés de P'atome d'oxygéne et dont la distance & cet
atome est plus proche des S.5A (1 A) préconisés.
11 semble donc que I'utilisation de cette distance comme
base de prévision de la régiosélectivité ne soit pas
justifiée. Par contre, si I'on considére la distance atome
d’azote-carbone hydroxylé, on observe que, dans nos
composés, sa valeur moyenne est de 3.4+0.6 A. Cette

valeur se retrouve d'ailleurs pour les amides étudiés par
Fonken ol elle est de 3.5+0.7 A. Le domaine de distance
limite au dela duquel I’hydroxylation est peu probable est
donc nettement plus resseré lorsque I'on considére comme
origine "atome d'azote au lieu de 'atome d’oxygene. C'est
pourquoi nous proposons de tenir compte plutét de cette
valeur pour effectuer des prévisions quant au site
d’hydroxylation. Ceci présente de plus I'avantage d'éli
miner les ambiguités dues 4 I'existence de rotaméres quand
le groupement carbonyle n’est pas intracyclique et de per-
mettre la mesure des distances N«»C hydroxylé in-
dépendammeant de Ia position du groupement carbonyle sur
le squelette.

Enantiosélectivité. Nos résultats montrent que,
"hydroxylation ayant lieu sur le méme atome de carbone
quel que soit le type de substrat (amide ou lactame),
la régiosélectivité est indépendante de la localisation de
la fonction carbonyle. On pourrait alors étre tenté de
conclure que cette fonction n'intervient pas lors'du posi-
tionnement du substrat sur le site actif. En fait, cette
conclusion serait erronée. En effet, nous avons signalé
précédemment que I"hydroxylation des amides conduit &
des alcools racémiques, alors que ceux obtenus & partir
des lactames sont optiquement actifs. Etant donné que
unique différence entre ces modeles est la position
“interne”’ ou “externe” de la fonction carbonyle sur le
squelette carboné, il est évident que cette fonction in-
tervient lors du positionnement du substrat au niveau du
site hydroxylant. L'énantiosélectivité observée doit
donc étre liée 4 une différence géométrique entre ces
deux types de substrat, en l'occurence au fait qu'il
n'existe pas de rotamére dans le cas des lactames. Afin
de visualiser 'interaction enzyme-substrat, nous avons
cherché a représenter le positionnement spatial de nos
amides dans un systétme du type quadrant. Cette
représentation, explicitée dans le cas de Pamide 15
(Schéma $), suppose (a) que la fonction amide est toujours
placée dans une position identique: atome d'azote au
centre, éclipsé par le carbone porteur de la fonction
carbonyle, atome d’oxygéne vers le bas, (b) que laréaction
d’hydroxylation a lieu 2 partir d’un sous-site situé dans une
région bien déterminée de 'espace (représentée par une
fidche) (stéréosélectivité, vide infra).

La projection de I'un des énantioméres de 15 selon ce
systéme conduit 2 la Fig. 39, dont I'encombrement dans
Pespace peut étre visualisé par “I'enveloppe” A. Le
rotamére de ce méme énantiomére conduira donc & une
représentation qui résulte d’une rotation de 180° autour
de la Haison Co-N pour conduire 3 C. Chacun des
rotaméres de 1§ possédant un énantiomére, Pencom-
brement stérique de celui-ci sera représenté par l'image
de A ou C par rapport & un plan, c'est-a-dire B et D.
L'ensemble des schémas ABCD représente donc la
totalité des configurations spatiales qui existent pour 18.
On s’apergoit alors que, pour chacun des énantiomires
de 15, il existe un rotamére dont la partie volumineuse du
squelette sera plus proche du sous-site hydroxylant et
sera donc plus facilement hydroxylée, ce qui conduira a
un mélange racémique. Par contre, Iinexistence de
rotaméres dans le cas des lactames ne conduira qu'a un
unique positionnement possible pour chacun des énan-
tioméres. Seul 'un des énantioméres pourra alors subir
I'hydroxylation, ce qui fournira des alcools optiquement
actifs.

Stéréosélectivité. L'obtention stéréospécifique d'un
seul alcool lors de I'hydroxylation suggére que cette
réaction a lieu A partir d’'une région bien déterminée de



U

-l

ng k-

¢ rotation do 120° autour de la listson N—CO

lieu de 1 'hydroxylation

Schema §

'espace. L'obtention des deux épiméres 26 et 27 de
I'aza-4 twistanone-S 28 semble cependant infirmer cette
hypothése. En fait ce manque de stéréospécrficité n'est
qu'apparent. En effet, les configurations absolues des
deux alcools sont représentées sur le Schéma 6; on
constate que—les squelettes carbonés de ces alcools
présentent des Mlicités opposées—la configuration ab-
solue de I'atome de carbone hydroxylé est S dans les
deux cas Ces composés sont donc des diastéréoisomeres
dont I'obtention peut s'expliquer en supposant que, au
mveau du site actif, chacun des énantioméres de 2§ est
positionné de manmiére identique, puis hydroxylé de fagon
stéréosélective On observe donc dans ce cas une sélec-
tivité de réaction (stéréosélectivité) et pas de sélectivité
de substrat (énantiosélectivité).

Topologie du site actif
L'une des approches de la topologie du site actif

proposée par Fonken et collaborateurs a conduit ces
auteurs a utiicer vn madéle dn tvne anadrant ot 2

tats obtenus a partir de la N-benzoyl trans-décahy-
droquinoleine n'a cependant pas pu étre confirmé par
I'é¢tude d‘autres molécules. C'est pourquoi, nous avons
cherché 3 déterminer i nos résultats confirment cette
proposion. l.a représentation des configurations ab-
solues des lactames hydroxylés 14, 22, 26 et 27 selon le
systéme utilisé par Fonken. est illustrée dans le Schéma
7. On observe que, conformément a la proposition de ces
auteurs, la partie volumineuse des squelettes carbonés
est effectivement située dans le quadrant U.R.
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Schema 7 Poutionnement de 14, 22, 26 et 27 dans le sysieme des quadrants de Fonken

MO

v

¢ ®
Y da

HO HO

v

2 27
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Schéma 8 Approche de la topologse du ute actif de I'enzyme hydroxylante

Cependant, étant basée sur le produit final de la réac-
tion (I'alcool), cette représentation ne permet que trés
difficilement d'effectuer des prévisions quant i la
régosélectivité de I'hydroxylation. L'examen de nos

Cette représentation est d'alleurs extrapolable aux
dérivés du type amide, si l'on considére que—c'est
I'atome d'azote qui sert d'ongine aux mesures de dis-

tance (il faut donc conserver

sa position

P

inchangée
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plantation de cette fonction d'un cité ou de |'autre de
I'atome d'azote.

CONCLUSION

En conclusion nous avons, au cours de cette étude
défini un certain nombre de critéres géométriques im-
pliqués dans les réactions d’hydroxylation effectuées par
Beauvenia sulfurescens. Ces critéres, obtenus grace a
I'étude de divers substrats a structure rigide comme
sonde moléculaire, devraient permettre d'effectuer
dorénavant des prévisions quant a la régio, la stéréo et
I"énantiosélectivité de ces hydroxylations. Nous avons en
particulier précisé le role primordial joué par la fonction
amide lors du positionnement du substrat sur le site actif
de l'enzyme, et souligné le fait que la position de la
fonction carbonyle n'est pas déterminante 2 elle seule.
Dautre part, nous avons constaté que la rigidité du
squelette carboné peut conduire, dans certains cas, 2
une résolution cnzymati%ue d'un mélange racémique, ce
qui ¢st relativement rare.”' Enfin, et sous réserve que les
hydroxylations observées soient réalisées par un systéme
enzymatique unique, nous avons proposé un schéma qui
permet de visualiser la topologie du site hydroxylant et
d'affiner les prévisions de sélectivité. Nous poursuivons
actuellement cette étude afin d'explorer les possibilités
synthétiques offertes par ces techniques de fonction-
nalisation spécifique d'atomes de carbone non activés et
I'influence de divers facteurs (stéréochimiques par
exemple) sur la régiosélectivité de ces hydroxylations.

PARTIE EXPERIMENTALE

Les spectres infrarouge ont €€ enregistrés sur un spectropho-
tometre Perkin-Elmer 297 en solution dans le chlorolorme avec
des cellules en chlorure de sodium. Les spectres RMN 'H ant été
enregistrés sur des appareils Varian X1. 100 et CAMECA a
250 MHz, avec le tétraméthyl silane comme rélérence interne et
le deutérochloroforme comme solvant. Dans les données de
RMN des produits, les lettres m, s, d. t, g, dd. etc... signifient
respectivement muhtiplet, singulet, doublet, tnplet, quadruplet,
doubiet de doubiet, etc... Les spectres RMN ''C ont é1é enregistrés
sur un appareil Varian FT 80, avec le tétraméthyl silane comme
référence interne et le deuterochloroforme comme solvant. Les
spectres de masse ont été oblenus sur un appareil Vanan MAT
311. Les points de fusion ont été relevés sur un banc Koffler ou
avec un microscope Reichert & platine chauffante. Les chroma-
tographies en phase vapeur ont été effectuées sur un appareil
Intersmat [GC 120 ML ayant un détecteur & conductibilité ther-
mique en utilisant I'hydrogene comme gaz vecteur. Nous avons
utilisé une colonne de 3 métres par 1/8 pouce; SE 30 10%. Les
chromatographies sur couches minces analytiques ont été faites
sur gel de silice F 254; 0.2 mm (MERCK) sauf indication con-
traire. Les pouvoirs rotatoires ont été mesurés sur un polanmétre
Perkin-Elmer 241 MC. Les mesures de dichroisme ont été réal-
isées sur un appareil Jobin-Yvon Dichrographe Il avec le
méthano! absolu comme solvant. Les analyses éiémentaires ont
été cflectuées au service de microanalyse du Département de
Chimie Organique de Ja Faculté des Sciences de Marseille.

Svnthése de la N-benzyl aza-6 bicycio[3.2.1)octanone-7 13

La synthése de I'aza-6 bicyclo{3.2.1Joctanone-7 a été décnite
précédemment.” Son dérivé N-benzylé 13 est obtenu par réaction,
a reflux pendant 2 h 30 min, de 4 g (32 mmole) de ce lactame avec
4g d’hydrure de sodium (50%) (lavé plusicurs fois & 1'éther de
pétroke par décantation) dans 150 ml de toludne anhydre. Aprés
refroidissement on additionne 3.8 ml {32 mmole) de bromure de
benzyle. On porte a reflux pendant 2 h. Aprés hydrolyse avec un
minimum d’¢au suivic d'une extraction au chlorure de méthylene,
la phase organique est séchée sur MgSO4 puis concentrée. Le
résidu est distilé pour donner $8g de N-benzyl aza-6 bicy-

clo{3.2.1}joctanone-7 13 qui cnstallise peu a peu. Rdt = 85%.
Ebl“- = 1P

Une punfication plus poussée de 13 est oblenue par passage
sur une colonne de silice avec une élution hexane/éther de
polarité croissante. Ry~ 0.65 éther/MeOH (90-10). IR =
1680cm™" v (C=0) amide. RMN 'H (250 MH2): 5ppm = 7.30 (m,
SH): 4.9 (d. 1H). (Hy. Jgum = 1SH2); 3.95 (d. 1H) (Ho. Jgem =
15 Hz): 3.55 (1. 1H) (Hs): 2.56 (t mal défini, 1H) (H(): 2.16 (m, 1H)
(Hee): 1.90 (m, 1H) (Ha): 170 (m. 1H) (He): 1.4-1.65 (m, SH).
M® =215 mje: 91(100), 173(49), 186(28), 215(56). Masse exacte:
trouvée 215.1310, exp 215.1317 C 1 (H7:NQ. Analyse: trouvé (cal-
culé) C: 78.32 (78.10); H: 7.97 (7.96): N: 6.29 (6.51)%.

Synthése du N-benzovl aza-6 bicyclo[3.2.1]octane 18§

Dans un tricol muni d'une agitation mécanique. on place 0.8¢
(21 mmole) d*hydrure de lithium aluminium en suspension dans
1Sml de tétrahydrofurane anhydre. On additionne lentement
1.9g (15.2 mmole) d'aza-6 bicyclo{3.2.1}octanonc-7 dissoute dans
10ml de tétrahydrofurane sec. On porte 3 reflux pendant 16 h.
1. 'hydrolyse du mélange réactionnel libére I'amine correspon-
dante qui n'est pas isolée car clle se carbonate au contact de J'air.
Pour oblenir le composé 18 on additionne 30 ml de benzéne,
distille le tétrahydrofurane et additionne successivement 2.3 ml
(16.7 mmole) de tniéthylamine et 1.8 ml (15.2 mmole) de chlorure de
benzayle en solution dans 10 ml de benzéne. Aprés une agitation
de 1h 30 min, on lave deux fois avec HCI-IN et une fois a I'eau.
La phase organique est agitée une nuit avec 1Smi de KOH-SN
afin d'éliminer te chlorure de benzoyle en cxcés. Aprés lavage a
I'eau, séchage sur sulfate de magnésium. I"évaporation du solvant
permet d'obtenir 2.5 g de solide brut.

Ce produit brut est purifi¢ par passage sur colonne de silice
avec une €lution hexane/éther de polanité croissante. On obtient
2.25g d'amide 18, Rdt=68%. F -88°. R, =0.71 éther/MeOH
(90-10). IR - 1680cm ™' » (C=0) amide. RMN 'H (250 MH2):
5 ppm: 735 (m, SH); 4.52 (1. 0.4H) et 3.90 (. 0.6H) (He. Juinse =
SHz. Jus.nue= SH2). 3.68 (dd. 0.6H) et 3.45 (dd. 0.4H) (Hn.
Jgea = 11 HZ, Junyr = 6 Hz) 3.55 (d, 0.6 H) et 3.18 (d, 0.4H) (H>..
Joem = 11 Hz); 2.48(m. 0.6H) et 2.36 {m, 0.4H) (H,); 1.2-2.3(m, 8H).
Le dédoublement de ces signaux correspond  I'existence de deux
rotaméres (non interchangeables a température ordinaire) de la
fonction amide. Masse M” - 21S, mie: T7(30), 1084100). 17X}9).
21528). Masse exacte: calculée: 215.1310, C,(H2NO expérimen-
tale: 215.1317. Analyse: C,HisNOR trouvé (cakulé). C 78.06
(78.10); H 7.55 (7.96); N 6.87 (6.41).

Préparation de la N-benzyl gza-2 bicyclo[2.2.2)octanone-3 17

La méthode utilisée est la méme que celle décnte pour la
préparation de 13. L'hydrogénation de 40g d'acide paraamino-
benzoique donne 14.5g d'acide amino4 cyclohexane carboxy-
lique. Rdt=34%. La pyrolyse de cet amino-acide permet
d’obtenir 8g d'aza-2 bicyclo{2.2.2Joctanone-3. Rdt =63%. IR -~
340 cm ' v (N-H); 1670cm™" v (C=O) amide. RMN 'H sppm:
1.5 2 1.9 (m. 8H); 2.5 (m, 1H); 3.65 (m, LH); B.1 (s, 1H). Ce
lactame (2g, 16 mmoke) est benzylé suivant Je mode opératoire
employé pour la synthése de 13 et conduit a 3.42g d'un solide
blanc 17 (Rdt - 99%). purifié par passage sur une colonne de
silice avec une élution hexane/éther de polarité croissante suivie
d’une sublimation (110°/0.05 mm). F: 92°. R, = 0.65 éther/McOH
(90-10); IR =1650cm ' » (C=0) amide: RMN 'H (250 MHz2):
Sppm - 1.24 (m. SH): 4.51 (s. 2H) (Hy); 3.45 (m, 1H) (H,). 2.61
(m. 1H) (Hy) et 1.4-19 (m, 8H). Masse M* =215 m/e: 91(100),
105(24), 124(27), 15%26), 186(31). 187(26), 215(100), 216(18).
Masse exacte: calculée CHINO: 215.1310; trouvée 215.1309.
Analyse: CiHpNO%X trouvé (calcuké): C 78.02 (78.10). H 1.57
(7.96): N 6.73 (6.51).

Synthése de la N-ben:yl aza-4 brendanone-S 21

Ce lactame est obtenu par réaction de 1.9g (12.3 mmole)
d'endocarbory-2 bicyclo{2.2. 1jheptanone6 12 dans 20ml
de MeOH/HCI (2% en poids) anhydre. Apres addition de 2§ de
tamis mokculaire 4 A on porte a reflux pendant $ h puis on laisse
refroidir. On additionne 2 la solution précédente 1.8 g (16.8 mmole)
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de benzylamine en solution dans S ml de McOH/HCI (2%) sec.
On laisse a température ambiante pendant 70h en agitant a la
main de temps en temps. Le tamis moléculaire est éliminé par
filtration puis on réalise une hydrogénation & pression atmos-
pherique en présence d'oxyde de platine (150 mg). Apres filtra-
tion de catalyseur et évaporation du solvant, on traite le résidu
successivement par HCl (3N), NaOH (3N) et HO. Aprés
séchage sur sulfate de mignésium et évaporation du solvant, on
obtient 2.1g de lactame 21 (Rdt = 75%). Une punfication plus
poussée est réalisée par passage sur une colonne de silice avec une
élution éther/méthanol (2%). On obtient ainsi 1.75 g de produit pur
sous forme d'un liquide incolore. Rdt = 62.5%. IR = 1680cm ™' »
(C=0) lactame. RMN 'H (250 MHz): ppm = 7.25 (m. SH): 4.80 (d,
1H) (H1oa. Jgem = 15 H2); 3.95 (d. 1H) (H1e. Jgom = 15 H2); 3.46 (dd.
1H) (Hy. Ju3-H2eso = 8 HZ; Jussr = S.S H2); 2.92(1H, m) (H-); 2.46
(m., 1H) (He, JHo-t19e20 = 10.5 HZ; Jo s = S Hz); 2.40 (m, 1H) (H));
1.85 (M. 1H) (Horso. Jgem = 13 HZ: Jitseso-tie = 10.8 HZ Jusero-1 =
4 HZ; Iitseso-tizano = 2.5 H2): 1.58(d. 1H) (Hoeoso. Jooa = 13 H2): 1.47
(m, 2H) (Ho): 1.42 (m, 1H) (Hao) et 118 (d, IH) (Hawso.
Joem = 13 Hz). Masse: M* =227 mje: 91(97). 106(52); 227(100).
Masse exacte CsHsNO calcubée: 227,1310 expénimentale
227,1310. Analyse: CsH:NO% trouvé (calculé): C 79.12(79.26); H
8.32 (7.54) N 6.17 (6.16).

Svnthése du N-ben:ovl aza-4 brendane 23

A 7g (184 mmole) d’hydrure de lithium aluminium en suspen-
sion dans 100 ml de THF anhydre on additionne lentement 16.8 g
(111.2 mmole) de N-méthylbicyclo(2.2. 1]hepténe-S carboxamide-2-
endo en solution dans 100 m! de THF anhydre. On porte &
reflux pendant 13 h puis on hydrolyse en ajoutant successivement
Tmi d'cau, 21 m! de NaOH 15% ¢t 7ml] d’eau. On laisse sous
agitation pendant 15 mn puis le précipité blanc est filtré, il est
lavé plusieurs fois avec du THF bouillant, et les phases organiques
sont séchées sur sulfate de magnésium. Par évaporation du
solvant, on obtient 14.89g d’amine brute 4 qui cst punfiée par
distillation. Rdt = 78%. Ebsma = 72°. IR = 3060 cm ' {HC=CH).
RMN 'H: 8ppm = 0.54 (1, 1H); 1 2 2.35 (m, TH); 2.42(s. 3H); 2.85
(m, 2H); 6.04 (m, 2H).

Cette amine éthylénique (11.89g) en solution dans 150 ml
d'éthano) est hydrogénée sur oxyde de platine (450 mg) a pres-
sion atmosphérique. On obtient aprés distillation 11.71 g d’amine
saturée 5. RO =97%. Ebisam =77 IR=290cm™ v (C-H).
RMN 'H: Sppm =0.5 4 2 (m. 10H); 2.18 (m, 2H); 2.44 (s, 3H);
2.53 (d. 2H).

La N-chloramine 6 concspondnn(c" est obtenue par réaction
de 1.7g de cette amine, en solution dans 10 ml de chlorure de
méthykne, avec 25 ml d'hypochlorite de sodium (1.41 M). On
agite vigoureusement cette solution a |'obscunté pendant [h
45 min, & température ambiante. Aprés décantation on extrait la
phase aqueuse au chlorure de méthyléne. Les phases organiques
sont réunics puis lavées a I'eau et séchées sur sulfate de mag-
nésium. On évapore sous vide le solvant sans chauffer et on
obtient 2.08 g de N-chloramine 6.

Cette N<chloramine (2g. 11.5 mmole) est ajoutée goutte & goutte &
20 ml d'acide trifluoroacétique refroidis préalablement par un bain
de glace-sel. Cette solution est transférée dans un tube en quartz,
purgée soigneusement & I'azote puis irradiée par la lumidre
ultraviolette d'une lampe Hanovia de 150 W. Aprés deux heures
d'irradiation un test iodométrique montre que la N-chloramine a
totalement disparu. On distille alors I'acide & pression atmos-
phérique puis sous vide. Aprés addition de 20 ml de méthanol au
résidu de distillation, on neutralise I'acide résiduel par KO,
jusqu'a ce que la solution soit basique (mise & reflux pendant S h).
Aprés refroidissement, on distille le méthanol & pression atmos-
phérique et on reprend le résidu avec un minimum d'eau. Cette
phase aqueuse est extraite & I'éther, puis la phase organique est
séchée sur sulfate de magnésium. Aprés évaporation du solvant on
obtient 1.23 g d’amine brute 7. La distillation de ces 1.23 g permet
d'obtenir 1.14g d'amine pure. Rdt = 68%. Ebjoem = 58° IR:
2950 cm™" W(C-H). RMN 'H: 8ppm = 2.4(s. 3H)N-CH, 0.942 1.14
(d. 1H); 1.24 3 1.41 (m. 4H); 1.60 4 2.65 (m, SH); 2.4 (s, 3H); 2.95 a
3.26 (m, 2H).

Préparation de |'uréthane 8

A 3.4g d'amine 7 (248 mmolc) en solution dans 70ml de
benzéne anhydre, on additionne goutte a goulte 83g
(76.5 mmole) de chloroformiate d'éthyle. On porte a reflux pen-
dant deux heures. On hydrolyse avec un minimum d'cau. La phase
organique est décantée puis séchée sur sulfate de magnésium.
Aprés évaporation du solvant, le résidu est distillé pour donner
3.91 g d'uréthane 8. Rt = 80.8%. Ebo 10 = 91°. IR = 1680cm ' v
(C=0) uréthane. RMN 'H: Sppm = 0.9 2 2.4 (m, 8H); 1.22 (1, IH);
2.55 (dd. 1H). 3.3 (m, 2H): 4.1 (q. 2H). 4.1 (m, 1H).

Préparation de I'amide 23

Dans un ballon de 100 ml surmonté d'un réfrigérant et muni
d’une agitation magnétique, sous atmosphere d'azote, on place
20ml (32mmole) de méthyl lithium (1.6 M dans I'éther). On
refroidit a-13° puis on additionne tres lentement 3 g (15.4 mmole)
d'uréthane 8. On laisse reventr a température ambiante pendant
30 min. La température est ramenée & - 10° avant d’hydrolyser
avec 0.64 ml d'cau. On additionne lentement 2.37 g (16.9 mmole)
de chlorure de benzoyle en solution dans Sml de tétrahydro-
furane et on porte a reflux pendant 2 h. Aprés addition de S ml de
potasse SN et filtration du précipité la phase organique est
décantée et la phase aqucuse est extraite par de I'éther. Les
phases organiques réunies sont séchées sur sulfate de mag-
nésium. L'évaporation du solvant donne 3.8g de liquide jaure.
Ce produit brut est punfié par passage sur unc colonne de silice
avec une élution hexanc/éther de polanité croissante suivi d'unc
distillation au four tubulaire (0.2 mm, 130%). On obtient ainsi 2.5g
d'amide 23 pure. Rdt=71%. IR-161Scm ' v (C=0) amide.
RMN 'H (250 MH2): Sppm - 7.50 (m, SH); 4.42 (dd, 0.4H) e
3.90 (dd. 0.6 H) (Hs. Jurm2ero = 8.5 HZ, Jysn = S Hz), 3.80 (dd.
0.6H) et 3.58 (dd. 0.4H) (Hs. Jgem = 10 HZ, Jusa ne = 6 H2); 3.56
(d. 0.6H) et 3.20 (d. 0.4H) (He. Jpem = 10 HZ); 2.64 (dd large, 1H)
(H5); 2.50 (m, 0.6H) et 2.40 (m, 0.8H) (He); 2.26 (m. 1H) (H)); 2.00
(m, 1H) (Hoe,o): 1.54 (d large. 1H) (Hzengo. Jgem = 10 Hz); 1.40 (d
large. 2H) (Ho): 1.20 (d large, 0.6H) et 1.00 (d large. 0.4H) (Hoendo
Jgem = 12.5 Hz). Masse: M™ = 227 mfe: T1(35), 105(100), 227(28).
Masse exacte: cakcukée: 227.1310 C<Hi2NO trouvée 227.1312.

Préparation de la N-benzvl aza-4 twistanone-$ 28

On place dans un ballon tricol de 100m! bien sec 3g
{16.mmole) d'endocarbométhoxy-2 bicyclo(2.2.2Joctanone-$3
et 2.1g (19.6 mmole) de benzylamine en solution dans 40 ml
de méthanol anhydre. On ajoute 8 g de tamis moléculaire 4 Aa
on laisse & température ambiante pendant 40 h en agitant a la
main de temps en temps. La solution méthanolique précédente
est filtrée. On lave le tamis mokéculaire avec 20 ml de méthanol
sec. On réalise ensuite unc hydrogénation (2h) a pression
atmosphérique en présence d'oxyde de platine (250 mg). La
filtration du catalyseur suivie de I'évaporation du solvant permet
d’obtenir 4.69g de liquide brut. Ce liquide est acidifié par 20 ml
d'HC! (3N). L'extraction de cette phasc aqucuse par I'éther
permet déliminer le céto ester résiduel. On rend cette phasc
aqueuse fortement basique par addition de soude (10N) puis on
I'extrait avec de I'éther (S fois 30 mi). Le séchage sur sulfate de
magnésium suivi de I'évaporation du solvant donne 3.67g de
produit brut. La benzyl amine en excés est éliminée par dis-
tillation sous vide. On obtient 2.72g d'amino ester 10 brut.
IR = 1745cm™ v (C=0) ester. RMN 'H: sppm = 1 a 3 (m, 13H):
3.66 (s, 3H); 3.74 (s, 2H); 7.3 (m, SH).

Le lactame 25 est obtenu par pyrolyse (230° pendant 45 min) de
10. Le résidu obtenu est acidifié par IN-HCI. On extrait trois fois
a I'éther. 1.a phase éthérée est lavée successivement avec HxO.
NaHCO; et H;0. On séche sur sulfate dc magnésium.
L'évaporation du solvant permet d'obtenir 1.35 g de lactame 28
cristallisé. Rdt global = 31%. IR = 1655cm™ v (C=0) lactame.
RMN 'H (250 MHz) Sppm = 7.28 (m, SH); 5.00 (d. 1H) (Hy..
Joen = 1S H2); 4.04 (d, tH) (Hyye, Jpum = 15 H2). 3.46 (1. 1H) (H,,
Jurnzao = SHZ, Jurne=SH2), 274 (1, 1H) (He. Jnotrere =
S.SHZ; Juesr 5.5 H2); 2.05 (m, 1H) (H)); 1.90 (m. 1H) (Hy): 1.8S
(dd, TH) (Hrexon Jgem = 11 HZ; Jitteso-te = 5.5 Hz): 1.75 (dd, 1H)
(Heso. Joom = 13 HZ: Juzeso-H3 = S H2); 1.40-1.74 (m, SH): 1.36
(dd, 1H) (H2emd0r Jorm = 12.5 HZ; J1pmgo-ti1 = 6 Hz). Masse M* -
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241 mle = 91100, 108(22), 19%(28), 241(66). Masse exacte: cal-
cukke 241.1466 CiHiuNO  trouvée 241.1466. Analyse:
CH sNO% trouvé (cakcuké): C 79.31(79.63): H 7.84 (7.94); N 5.70
(5.80). F - S1°.

Svnathése du N-benzovl aza-4 twistane 29

Préparation de 'uréthane 12. A 760 mg (5.03 mmole) d'amine
117 en solution dans 15 ml de benzéne anhydre, on additionne
goutte A goutte 1.63 g (15 mmole) de chloroformiate d'éthyle. On
porte a reflux pendant deux heures. Aprés hydrolyse avec up
minimum d'eau suivie d'une décantation du benzéne, celui-ci est
séché sur sulfate de magnésium. L'évaporation du solvant per-
met d'obtenir 981 mg de produit attendu 12 Rdt - 93%. IR =
1680cm ' v (C=0). RMN 'H Sppm =13 (1, 3H); 1.2-23 (m,
1MH), 3.1-37 (m, 2H); 4.1 (q. 2H): 4.1 (m, 1H). Analyse
C12H1sNO: trouve (calculé) C 68.38 (68.86). H 9.05 (9.15). N 6.87
(6.69)% .

Préparation de I'amide 29. On utilise le méme mode opératoire
que pour la synthése de I'amide 23 A partir de I'uréthane 8.
890 mg (4.26 mmole) d'uréthane 12 sont additionnés a S.6m) de
méthyl lithum en solution éthérée (1.6 M). Aprés hydrolyse,
addition de 0.65 g (4.69 mmole) de chlorure de benzoyle et traite-
ment par Ja potasse on obtient 1.02 g de liquide brut. La punification
de ce produit est réalisée par passage sur ume colonne de silice avec
une élution hexane/éther de polarité croissante. On obtient 710 mg
de solide blanc qui peuvent étre recristallisés dans le cyclohexane.
Rdt=69% F=97. IR=161Scm™’ v (C=0) amide. RMN 'H
(250 MHz): ppm = 7.41 (m. SH); 4.60 (1, 0.25 H) et 3.73 (1, 0.75 H)
Hy. Juvue = 6 Hz, Jurmzeo = 6 H2); 3.82 (dd, 0.75 H) et 3.20 (dd,
0.25H) (Ha,, Jpem = 12 HZ, Juse-is = 4 Hz); 3.60 (d, 0.25H) et 3.44
(d, 0.75H) (Hss, Jgem 12 H2), 2.35 (dd élargi. 0.25H) (Hy); 2.18
(m, TH) (He): 1.4-23 (m, 9.5H) et 1.26 (dd. 0.25H) (H2caso.
Jeew 12HZ: Jnzeasor) = 6 HZ). Masse M™ =241, mle: TI(29),
105(100), 241(43). Masse exacte: calculée 241.1466 C i H oNO:
trouvée 241.1474. Analyse % trouvé (cakulé) C 79.63 (79.63). H
7.91 (7.94). N 5.70 (5.80).

Reactions de biotransformation

Partie microbiologique. Nature du miliex nutritif. Nous avons
utilisé successivement deux types de milieu de culture dont les
compositions sont pour 11.. milicu A: 15g d'extrait de malt
DIFCO: S g de glucose; Sg de phytone; miieu B: 20 g de comn
steep liquide; 10 g de glucose. Le pH de ces milieux est ajusté &
4.85 par addition de 2N-NaOH.

Conservation de la souche. 1.a souche Beauveria sulfurescens
ATCC 7159 a été conservée par ensemencement périodique
(2 mois) soit sur le milicu A soit sur le milieu B, ces milieux étant
solidifiés par 1S g/l de gélose DIFCO.

Culture agitée. Le milieu de culture dont ka composition (A ou
B) est indiquée ci-dessus est réparti 4 raison de 200 ml par
crlenmeyer de 11., ou de 800 m! par erlenmeyer de 31. Dans le
premier cas, l"agitation est oblenue sur une table @ mouvement
rotatif (250 rpm), dans le deuxiéme cas sur unc table a agitation
va ct vient. Dans toutes les expénences les substrats ont été
introduits a raison de 350 mg/l de milieu en solution dans un
minimum d'éthanol. L'introduction a ¢été faite apres 48h de
préculture. 1.a température d'incubation était de 30°.

Filtration Le mycélium cst séparé par filtration sur papier filtre
ordinaire et lavé avec de I'cau.

Extraction. Dans e cas du milieu A, le filtrat est extrait en
continu avee du chloroforme. La phase organique est séchée sur
sulfate de magnésium et concentrée. Dans le cas du milicu B, ke
filtrat est extrait en continu avec du chloroforme; avant d'étre
séchée sur MgSQOq et concentrée la phase organique est lavée
avee une solution acide (HCIL, 3N) puis une solution basique
(NaOH. IN).

Temps de contact. Milieu A, dans 6 fiokes de 1 |. contenant
chacune 200 mi de milicu de culture on ajoute 70 mg de substrat
13 dissous dans un minimum d'alcool. On met 3 incuber.
1."avancement dec la réaction est suivi par CPV en cffectuant
I'extraction d'une fiole toutes les 24h. lc temps de contact
moyen utilisé dans le cas du milicu de culture A est de 90h.
Milieu B. le temps de contact moyen wtilisé dans ce cas est de
nH

Réactions d’hydroxylation. les biotransformations sont
effectuées suivant les conditions décrites dans la partie micro-
biologique expérimentale. Les biotransformations des substrats
13, 18, 17, 23, 29 ont été effectuées dans le milieu de culture A.
seuls les substrats 21 et 28 ont été transformés dans le milieu de
culture B.

Aprés extraction au chloroforme le nombre de produits
hydroxylés (ou oxydés) est déterminé par chromatographic
liquide haute performance 4 I'aide d'une colonne de gel de silice
(Merck Sum, 12cm) avec comme éluant un mélange hep-
tane/EtOH (10%) (détection ultraviolette 254 nm). Le produit
brut d'extraction est ensuite punfié par passage sur une colonne
de gel de silice (4063 um, Merck) avec comme éluant un
mélange d’hexane/isopropanol ou FtOH de polanté croissante.
Lorsque la biotransformation d'un substrat conduit & un mélange
de produits hydroxyKs (ou oxydés), ces produits sont séparés sur
une colonne préte a I'emploi: 10400 LOBAR LiChroprep Si60
(40-63 um) (éluant: hexane/EtOH ou éther/FtOH).

Biotransformation de 13

A partir de 280 mg de 13 on obtient aprés extraction 395 mg de
produit brut. Une chromatographie liquide sur colonne de silice
permet d’obtenir 91.7 mg du produit de départ non transformé
pur 4 90% et 159 mg de produit hydroxylé 14 pur a 85% (Rdt =
45%). Le produit de départ non transformé est punfi¢ par subli-
mation (80°, 10mm Hg) ([ald’=+7.9 CHCly C =0.75). Des
recristallisations successives dans le benzéne de 14 donne un
composé 14a. 1.'évaporation du benzéne provenant des filtrats
obtenus lors de la recristallisation de 14 donne un composé 14
qui est puniié par recnstallisation dans un mélange benzene-
cyclohexane. Ry —0.57 éther/McOH (90-10). IR = 3%620cm™' »
(O-H): 1680cm ' v (C=0) lactame. 14a: F = 154° [a]f ¥
(c = 1, CHCly): 148: F = 128 [a]F =0.

Le spectre RMN 'H & 250 MHz de 14 a été décnit précédem-
ment.* Masse: M - 231 mje: 91(100), 95(27), 173(58). 231(31).
Masse exacte: calcukée 231.1259 Ci4H17INO; trouvée 231.1265.
Analyse: trouvé (calculé pour CiH;sNOy) C 7193 (72.70); H
7.43 (7.41). N 5.93 (6.06)%.

Biotransformation de 18

A partir de 400 mg de 15 on obtient aprés extraction au
chloroforme 50S mg de produit brut. Ce mélange est séparé
comme précédemment par chromatographie liquide. On obtient
successivement 154 mg de produit de départ non transformé pur
a 80% puis M mg d'un produit de structure non déterminée et
enfin 267 mg d'un composé hydroxylé 16 pur 2 80%. Ce produit
hydroxylé est punfié par recristallisation dans un mélange ben-
éne-cyclohexane. Rdt = 50%. F=128-131°. Ry =0.42
Ether/McOH (90-10). IR=3620cm ' & (O-H). 1650cm™’ +
(C=0) amide. Le spectre RMN 'H a 250 MHz de 16 a é1é décrit
précédemment.* Masse: M’ =231 mje; TI(30), 105(100).
172026), 231(11). Masse exacte: calcukée: 231.1259 CH\-NO»
expérimentale:  231.1254. Analyse % trouvé (calculé pour
CiHisNGy) C 7201 (72.70); H 7.29 (7.41): N 6.81 (6.06)%.

Biotransformation de 17

A partir de 420mg de substrat on obtient apres biotrans-
formation 527 mg de produit brut. Ce mélange est séparé comme
précédemment par chromatographie liquide. On obtient 322 mg
du produit de départ non transformé pur a 80% et 9 mg d'un
composé hydroxyké 18 pur a 80%. Ce composé est purifié par
sublimation (120°, 0.4 mm Hg). Rdt = 17.5%. F 132-135°. R,
0.51 Ether/McOH (90-10). IR = 3600cm ™' » (O-H): 1665¢cm ' o
(C=0) lactame. Le spectre RMN 'H 2 250 MHz de 18 a été décrit
précédemment.’ Masse: M™ =231 mje: 18(21), 2X20). 91(100),
106(20), 15%(21), 186(19), 231(77). Masse exacte: calcukée:
231.1259 CiH\sNO;: expérimentale: 231.1256 Analyse trouvé
(cakculé pour C\¢H\2NO2): C T2.02 (72.70); H 7.28 (7.41: N 5.76
(6.06)%.

Biotransformation de 21

Ce substrat a été transformé par Beauvenia sulfurescens dans
le milieu de culture B. Une étude de I'influence du temps de
réaction a été effectuée pour ce substrat. Dans tous les cas on



366 A. ARCHELAS ¢t al.

obtient aprés passage sur une colonne de silice (éluant: hex-
ane/EtOH 5%) un solide blanc 22. F= 142 IR=33%0cm™ »
(OH), 1675cm ' v (C=0) lactame. L.e spectre 'H & 250 MHz de
22 a é1é décrit précédemment.’ Masse M* - 243 mie: 91(100),
106(28), 186(17), 243(58). Masse exacte calculée: 243.1259
CisHiINO; expérimentake 243.1241. Analyse % trouvé (calculé
pour CisHiyNOy) C 74.24 (74.05); H 7.12 (7.04): N 5.50 (5.76)%.

Lactame 21 récupéré: [alt = 1.9 (CHCl, ¢ = 6) dans le cas
d’une bioconversion de 20 h.

Biotransformation de 28

Ce substrat a é1é transformé par Beauveria sulfurescens dans
le milicu de culture B. A partir de 840 mg de 25 on obtient aprés
extraction et lavage 915 mg de produit brut. Plusieurs chromato-
graphies sur gel de silice permettent d'isoler les composés
suivants 36 mg de lactame de départ non transformé: 91 mg de
célone 28. Rdt- 11%. IR = 1735cm ' H(C=Q) cétone 1665cm '
v (C=0) lactame; 433 mg d’akcool 26. Rdt = 52%. F = 107-108°.
IR= 3380cm™ v (O-H); 1660 cm ' v (C=0) lactame. Le spectre
RMN 'H a 250 MHz de 26 a ¢té décrit précédcmment.’ Masse
M’ =257 mle: 91(100), 186(78), 257(20). Masse exacte: calculée
257.1415 CiHeNO; expérimentale 257.1411. Analyse trouvé
(cakculé): C 74.61 (74.68); H 7.60 (7.44); N 5.36 (5.44)%. 233 mg
d'alcool 27, Rdt=28%. IR-3400cm ' v (OH): 1660cm ' »
(C=OMactame. Le spectre RMN 'H a 250 MH2 de 27 a été décnit
précédcmmenl.’ Masse: M* 257 mie: 91(100), 186(82), 257(22).
Masse exacte: calculée 2871418 CHisNOy  expénmentale
257.1411. Analyse % trouvé (caiculé) C 7470 (74.68); H
7.66 (71.44); N 5.50 (5.44).

Biotransformation de 23

On obtient dans ce cas un solide blanc 24 avec un rendement
de $3%. F = 102-104° IR = 3400cm™' » (OH): 1615¢cm ' o (C=0)
amide. Le spectre 'H 2 250 MHz dc 24 a é1é décnit précédem-
ment.” Masse M° 243 mje; TN(28), 105(100), 243(28). Masse
exacte calculée: 243.1259 CisHiaNO; expérimentale 243.1258.
Analyse % trouvé (calculée pour CysH-NO»): C 74.64 (74.05); H
7.72(7.04); N $.42 (5.76)%.

Biotransformation de 29

l.a biotransformation de 780 mg de 29 par Beauvena sul-
furescens permet d'obtenir aprés extraction au chloroforme
1.05g de produit brut. Plusicurs chromatographies sur gel de
silice permettent d'isoler les produits suivants (par ordre de
polarité croissante): 42 mg de substrat non transformé: 39 mg de
cétone 33, Rdt = 4%. [R=1730cm ' » (C=0) cétone: 161Scm '
v (C=0) lactame. Le spectre 'H a 250 MHz de 33 a é1é décrit
précédemment’ Masse M 255 mie: TI2T). 105(100).
255(28). Masse exacte: Calculée 2551259 CuHipNO;
cxpérimentale 255.1246. 74 mg d'akool 32. Rdt=9%. F =176~
185°. IR= 3400cm™' » (OH): 1610cm™" v (C=0) amide. Le
spectre 'H 2 250 MHz de 32 a été décrit ptécédemmenl.’ Masse:
M™ =257 mie: 57(19), 77(32), 105(100), 256(17), 257(19). Masse
exacte: calcukée 257.1415 C,¢HwNO: expénimentale 257.1423.
Analyse: trouvée (calculé). C 7432 (74.68): H 7.12 (744). N
$.72 (5.44)%. 440 mg d'amide hydroxylé 3, Rdt = $3%. F = 153°
(recristalisé dans ke benzéne). IR = 3420cm ' v (OH); 1615cm ™
v (C=0) amide. Lc spectre 'H & 250MHz de 3 a é1é décrit
précédemment.”  Masse - M™ 25T mle:  TN44),  105(100),
257(24). Masse exacte: calculée 257.1415 C\sHisNO; expénimen-
tale 257.1411. Analyse: % trouvé (cakuk): C 74.32 (74.68); H
7.53(7.44); N 5.34 {5.44) C,H sNO». 216 mg de lactame hydroxylé
31. Rdt = 26%. F = 158-15% (recristalisé dans cyclohexane/ben-
zéne). IR = 3420cm ' » (O-H); 161Scm ' v (C=0) amide. Le
spectre 'H 3 250 MHz de 31 a é1¢é décnit précédemment.’ Masse:
M° =257 mle: T7(28), 105(100), 257(34). Masse exacte: cakulée
2571415 CieH1sNO; expérimentale 257.1415. Analyse trouvé
(calculé): C 74.86 (74.68). H 7.67 (7.43); N 5.73 (5.58).

Réduction de 14

A 76.5 mg de lactame hydroxylé 14 en suspension dans 4 ml de
THF anhydre on ajoute 200 mg d'hydrure de lithium aluminium.
On porte a reflux pendant une auit. Qn hydrolyse. Le précipité
est lavé plusieurs fois avec du THF chaud. l.a phase organique

est lavée avec 10 ml de HCI (1.5 N). On extrait 3 fois cette phase
acide avec de I'éther. On ajoute de la soude concentrée (I0ON)
dans la phase aqueuse jusqu'a obtenir un pH basique. On extrait
cetle phase aqueuse a I'éther. Apres lavage a I'eau de la solution
éthérée et séchage sur MgSQOq on chasse le solvant sous vide. On
obticnt 41 mg d'hydroxy amine 3 brute. Ce composé peut étre
punfié par sublimation (X*; 0.3 mm Hg). F = 67-74°. IR = pas de
bande » (C=0) amide, 3620cm™' » (O-H). RMN 'H 250 MHz
5 ppm =144 17 (m, 4H); 1.80 2 2.20 (m, 1H); 2.15 (m, 1H); 2.60
(d. 1H); 2.90 (dd. 1H); 3.10 (m, 1H); 3.92 (m, 3H): 7.30 (m. SH).
Masse M* =217 mle: 91(T7), 158(100), 159(14), 217(11). Masse
exacte: calcuke: 217.1466 C1sH;sNO expénmentale 217.1464.
Analyse % trouvé (calculé). C 77.06 (77.38); H 8.58 (8.81): N
6.39 (6.45) C1H1sNO.

Réduction de 16

L.s conditions opératoires sont les mémes que pour la réduc-
tion de 14. A partir de 110 mg de 16 non purifié on obtient 48 mg
d’hydroxylamine 34 brute. Caractéristiques spectrales: voir
réduction de 14.

Réduction de 22

A partir de 100 mg de 22 on obtient aprés réduction et lavage
$7mg d'amine hydroxylée 35. IR = 3380cm ' v (O-H), pas de
bande » (C=0) lactame. RMN 'H 250 MHz 5ppm = 7.30 (m. SH):
3.72(d, 1H) (Hy. Jpom = 13 Hz); 3.64 (d. 1H) (H1on. Jgumn = 13 H2):
350 (s, 1H) (Haeao): 3.26 (m, 1H) (Hy); 3.08 (dd, 1H) (Hs,
Jpm = 10.5 Hz, Juse-ws = THz): 2.58 (¢ large, 1H) (Hy): 2.50 (d.
1H) (Ha Jpem — 10.5 H2): 2.06 (m, 2H) (Hq et Hy); 1.85 (d, 1H)
(Haa, Jpen = 11 H2); 1.32 (d, 1H) (Ha, Jgum = 11 H2) €t 1.25 (m,
2H) (Hy). Masse M* = 229 m/e: 91(100). 170(67). 171(70), 172(20).
229(39).

Réduction de 24

A partir de 140 mg d'amide hydroxylé 24 on obtient aprés
réduction par LiAlH, Tl mg d'amine hydroxykée 35 liquide.
Caractéristiques spectrales: voir réduction de 22.

Oxvdation de 27

On ajoute 2 40 mg d'alcool 27, en solution dans 0.3ml de
chlorure de méthylene anhydre, 52mg de chlorochromate de
pyndinium (réactif de Corey). On agite pendant 2h & tem-
pérature ambiante puis on filtre sur une petite colonne de flonsil.
On obtient aprés évaporation du solvant 35 mg de cétone 28. Les
Ry donnés pour les produits d'oxydation ont été mesurés sur
plaque de silice Si 60 15 um a zone de concentration (Merck)
avec comme éluant un mélange d'heptanc/isopropanol (1%). Ry =
0.77.1R - 1730cm ' v (C=0) cétone: 1670cm ' » (C=0) lactame.

Oxydation de 26

Les conditions opératoires sont les mémes que pour l'oxy-
dation de 27. A partir de 10 mg de 26 on obtient 7 mg de cétone
28. R, -0.77. IR = spectre identique a celui du produit obtenu
par oxydation de 27.

Oxydation de 38

L."oxydation de 60 mg d'alcool 3 permet d'obtenir S1 mg de
cétone 33. R; =0.60. IR = 1730cm ' v (C=0) cétone; 1620cm '
v (C=0) amide.

Oxydation de 31

1.'oxydation de¢ 30 mg de 31 permet d'obtenir 74 mg de cétone
33. Ry - 0.60. IR — spectre identique & celui du produit obtenu
par oxydation de M.

Oxydation de 32

i.'oxydation par le chlorochromate de pyndinium de 20 mg
d'akcool 32 permet d'obtenir 16 mg de cétone 36. R, =0.70. IR =
1730cm ' v (C=0) cétone: 1620cm ' v (C=0) amide.
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