Reduction enantioselective d'une

cetone grace a la levure de boulanger:
un exemple de bioconversion ‘

Figure 1 -

Problematique: Réactif : benzoylformate
dethyle

En quoi la reduction du benzoyliformate d’ethy

par la lewure de boulanger permet-elle
diillustrer simplement l'interét et les enjeux de la OH

' ' O. _CH
catalyse enzymatique dans une synthese O/H( ~-s
O

enantioselective ?

Figure 2 -
Produit : (R)-mandelate d'ethyle
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Introduction

« Differentes methodes de synthese asymetrique :
o Dedoublement racemique par separation de deux enantiomeres
o Synthese stoechiometrique a partir d'intermediaires chiraux ou prochiraux
o Catalyse asymetrique

o Interéts de la catalyse enzymatique :

Cout modere de la synthese

Temps de la réaction, conditions experimentales douces
Inscription dans les principes de la chimie verte

o Utilite grandissante dans lindustrie pharmaceutique
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Sommaire et objectifs

Objectifs : Demontrer la stereoselectivite induite par la levure de boulanger en comparant
les produits obtenus par les deux voies de synthese et en modelisant linteraction par la theorie
des orbitales moleculaires.

1. Presentation des deux protocoles de reduction
a.Reduction par NaBH,
b.Reduction par la levure de boulanger
2. Analyse comparative des produits obtenus a lissue des deux methodes
a.A-t-on obtenu le bon produit ? Caractérisation par IR, RMN 'H et "3C, indice de
refraction
b.Mise en evidence de I'enantiosélectivite : pouvoir rotatoire et CLHP chirale
3. Interpretation theorique de la stereoselectivite
a.Role de la levure et de la fermentation
b.Modelisation orbitalaire de linteraction entre le site actif de I'enzyme et le substrat



Protocole de reduction par NaBH,

( N
Benzoylformate d'ethyle
0,996 g
Ethanol absolu l NaBH,
0.1llg : ,
30 mL Figure 4 - Schéma du
Capillaire pour faire un protocole de synthese
8 20 min stivi par CCM
g 0°C : :
Figure 7 - Extraction de la
N - g phase organique
refrigérant a eau
Figure 5 - ballon bicol
Photo du montage bain eau-glace
agitateur magnetique
support elevateur
Masse molaire | Quantitéde | Equivalents
(g} (g.mol) matiére (mol)
Benzoylformate 0,996 178,18 5,56.10°3 Figure 8 -
d'éthyle Passage a l'évaporateur rotatif
NaBH, 0,111 37,83 2,93.10°3 0,5

Figure 6 - Tableau dengagement de la synthese



Protocole de reduction par la levure

Figure 12 -
Filtration

" Lewurede boulanger Benzoylformate sur fritte

30,059 dethyle | | avecdela
10159 Célite
Saccharose

45159 \ / 200 mL Figure 9 - Schema du
N4

protocole de synthese
X 4jours
g Temperature
ambiante Figure 13 -
\
B

/ Extraction

thermomeétre de la phase
organique

|
Figure 10 - Photo du | g Orienmeger

—— cristallisoir
montage TOUSSE
agitateur magnétique
milieu réactionnel

¥ _ Figure 14 -
Ré Masse | Masse molaire | Quantitéde | Equivale 8 [ \
- " | e - S SR passagea

Benzoylformate 1,115 178,18 5,70.107

= lévaporateur
d'éthyle = 5 O rotatif
Saccharose 45,15 3423 0,13 23 et
Levure 30,05

Figure 11 - Tableau d'engagement de la synthese



Figure 17 - Suivi de la reaction de

Bilan des deux protocoles réduction par NaBH, par CCM

0 OH

NaBH,, EtOH
s o [
0 @)

Figure 15 - Bilan de la réaction de réduction par NaBH, At=1minute

Disparition du réactif

o X

2 OH
® ®

ou_CH Levure de Boulange_l;- O._CHs
i H,0, saccharose 0

n =74—%]

Figure 16 - Bilan de la reaction de reduction par la At=4minutes
levure de boulanger R Substrat

C: Co-depot
P : Brut reactionnel




Objectifs : Demontrer la stereoselectivite induite par la levure de boulanger en comparant

les produits obtenus par les deux voies de synthese et en modelisant linteraction par la theorie
des orbitales moléculaires.

2. Analyse comparative des produits obtenus a lissue des deux methodes

a.A-t-on obtenu le bon produit ? Caractérisation par IR, RMN 'H et '3C, indice
de refraction




Analyse IR - NaBH,4
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Figure 18 - Spectre infrarouge du produit racemique

v ubapionon')_Corcsaion Awvion

3463 Bande O-H d'alcool
1729 Liaison C=0 ester non 2
conjuguée
2983 Elongation C-H 3
697 - 732 Déformation hors du plan 4

des H aromatiques

Figure 19 - Tableau dattribution des signaux
caracteristiques
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Disparitionde la
double bande




Analyse IR - Levure

Bande d'absorption (cm?) | Caractérisation

3453 Bande O-H d'alcool 1
1728 Liaison C=0 ester non 7
Figure 20 - Tableau dattribution des signaux conjuguce
caractéristiques 2982et3033 Elongation C-H et C-H Jetd
aromatique
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des H aromatiques
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Figure 21- Spectre infrarouge du produit non racemique 9




Analyse RMN 'H - NaBH,

| | " ey
(ppm) de couplage des signaux caractéristiques

7,2717,45 Multiplet Groupe 1
517 H Singulet : Groupe 3
Deux doublets de
415/4,3 2H quadruplet J=6Hz Groupe 4
dédoublé J=9Hz
3,55 H Singulet : Groupe 2
1,23 3H Triplet J=6Hz Groupe 5 5 mmp
3
OH : i I
O |
3 | €= 1
4 | 4
O | l I

| ! ﬁ J !I.
Figure 23 - Spectre RMN "Hdu ) L [ L VU | W
produit racemique a 300 MHz : : r r | ' | | | .
dans le chloroforme deutere




Analyse RMN "H - Levure

| | " Koy
(ppm) de couplage des signaux caracteéristiques

7,271745 Multiplet Groupe 1
517 H Singulet Groupe 3
Deux doublets de
415/4,3 2H quadruplet Groupe 4
dédoublé
3,31 H Singulet Groupe 2 i
1,23 3H Triplet Groupe 5 5 m)
3
| I
OH o 5 “
3 @4© | =1 1
1 © ]‘
| !
| |
! I |
Figure 25 - Spectre RMN "H du produit I N A AN N
non racémique a , . . . : .
9 i 6 5 4 2 ppm

300 MHz dans le chloroforme deutere



Zoom sur le massif superpose

N

Figure 26 - Doublet de quadruplet
dedouble superpose (8 pics
apparents a 300 MHz)

J"WM

Figure 27 - Doublet de quadruplet
dedoublé non superpose (16 pics
apparents a 450 MHz)

Protons
diastereotopiques:
les hydrogenes du
groupe -CH2 ne sont
pas equivalents




Analyse RMN "*C - NaBH,

=l P
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Figure 28 - Spectre RMN "3C du produit racémique a
300 MHz dans le chloroforme deutere

1
9 ?H3O C{
. N~ S & 3
R
.. 0

8

Déplacement (ppm)

14,04 1
62,22 2
72,94 4
76,67177,52 Solvant
126,56 betd'
128, 41 8
128,58 Qetd
138,48 5
173,69 3

Figure 29 - Tableau dattribution

des signaux caracteristiques
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Analyse RMN "*C - Levure
1
9 ?H3 (@) C{
' N 3
I Df \g/
.. 0

8

=l P

9/9" — s Déplacement (ppm) Proposition
14,03 1
‘ ‘ 62,23 2
72,94 4
1—> 76,671717,52 Solvant
126,56 beté'
128, 41 8
«— 2
' 128,58 Qet9
SRS ———— 138,46 5
1;30 160 1:;0 120 160 BII:I sln 4|u 2;0 ppm 173,71 3
Figure 30 - Spectre RMN '3C du produit non racémique Figure 31 - Tableau dattribution des
a 300 MHz dans le chloroforme deutere signaux caracteristiques
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Indice de refraction

Resultats pour I'expérience avec NaBH,

‘ Mnesure = 1,499 + 0,001 |

Dans la littérature:  neapuse = 1,513

D'ou un écart relatif :

Figure 32 - Mesure de l'indice de réfraction
du produit racemique

Resultats pour I'expérience avec la levure

Nmesure = 1,508 + 0,001 ]

Danslalittérature: ngpuge = 1,513

D'ou un écart relatif : A =0,33%

Figure 33 - Mesure de lindice de réfraction
du produit non racemique
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Objectifs : Demontrer la stereoselectivite induite par la levure de boulanger en comparant

les produits obtenus par les deux voies de synthese et en modelisant linteraction par la theorie
des orbitales moléculaires.

2. Analyse comparative des produits obtenus a lissue des deux methodes

b.Mise en evidence de Ienantiosélectivite : pouvoir rotatoire et CLHP chirale




Pouvoir rotatoire

Resultats pour l'expeérience avec NaBH,

Onmesure

a=0° |

mm)  Obtention d'un produit racemioue

Figure 34 - Mesure du pouvoir
rotatoire du produit racemique

Resultats pour 'expeérience avec la levure

On observe en fait non pas
une équipenombre mais une
plage d'équipénombre pour
les valeurs extrémes :

a, = —168,7°

{az =—-171,9°

a1+ o

=

2

@ = = (-170,3 £ 0,1)° ]

Loi de Biot (c = 0,63 mg/mL):

n

(14

Te ["-"‘f+].%1

- @R

= [n=97%
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Quel est l'autre enantiomere ?

CLHP sur phase chirale

Oourbel Aire 2 56,4 A%rez _

Aire3 Aire

——wthyl madelate 00! min - CHL
athyl madelale 002 - CHL

1' Aire 2
( : ) Courbe 2 = =555
(R)-mandélate d'ét/h—gle\

. \ Le pic 3 est celui du (S)-mandelate
Deux maxima d'absorption déthyle

LU

Courbebleve: A = 251 nm

| - A =257nm
E - L y Définition et calcul de I'exces

enantiomerique :

(S)-mandélate d'éthyle

i A '. - . R:Concentration du produit (R

S : Concentration du produit (S)

I ) T
0 s 10 150 2 250 i

Retention Time [nih]
Figure 35 - Chromatogramme du mandelate d'ethyle pour le produit
non racémi Aire, — Aireg
que —

B Aire,; + Aire;

et e i) [P ompedeimon )t i

16.683 5690.10% 6,701 1 16,683 12 580.10°% 6,701
2 20,827 190150.10*¢ 91,649 2 20,827 172043.10° 91,649
3 25,785 3371.104 1,65 3 25,785 3096.10¢ 1,65

Figure 36 - Tableau des caracteristiques du chromatogramme
pour la courbe bleue et rose



Objectifs : Demontrer la stereoselectivite induite par la levure de boulanger en comparant
les produits obtenus par les deux voies de synthese et en modelisant linteraction par la theorie
des orbitales moléculaires.

3. Interpretation theorique de la stereoselectivite

a.Role de la levure et de la fermentation




Importance de la fermentation

« Double role de la levure :
o Permetla fermentation alcoolique necessaire aufonctionnement

du cycle catalytique

o Contient le  systeme enzymatique YADH (Yeast Alcohol
Dehydrogenase) responsable de lenantioselectivite (cf. infra)

o Transfert dhydrure par le coenzyme NADH (Nicotinamide Adeénine Figure 38 - Représentation
Dinucleotide), qui est oxyde en NAD* du coenzyme de NADH

« Fermentation transforme le sucre en ethanol, dont [oxydation Figure 39 -
permet la regeneration de NADH Cycle catalytique de la réaction

H Fermentation
HiO + %ﬁ}% _eTmention 4 CHyCH,0H + 4CO,

saccharose

MH
W\N“, + CH EH:DH é} 2 & ch + H*

R
NAD* NADH

Figure 37 - Bilan de la fermentation alcoolique et equation de l'oxydation
de l'ethanol par NAD+



Role de lalevure - YADH

YADH transmet linformation chirale (¢nantioselectivite
liee ala chiralite du site actif de lenzyme)

Description du site actif :
o Contient unZn** et un NADH
o Liaisons hydrogene (stabilisation et reconnaissance
chirale)

Formation dun complexe avec le zinc : bloque
'orientation, faces Re et Si plus equivalentes

Mecanisme :
o Transfert d'hydrure par NADH sur face Si
o Chaine de transmission le long du site actif (cf. annexe)

Enantiosélectivité : résulte de lorientation du substrat
dans le site actif de I'enzyme

Figure 41 - Schéma du transfert dhydrure sur la

face Si
21




Objectifs : Demontrer la stereoselectivite induite par la levure de boulanger en comparant
les produits obtenus par les deux voies de synthese et en modelisant linteraction par la theorie
des orbitales moléculaires.

3. Interpretation theorique de la stereoselectivite

b.Modelisation orbitalaire de linteraction entre le site actif de I'enzyme et le
substrat




Modelisation du reactif

Figure 42 - Formule brute : C1oH1003
Modélisation de la BV On a donc 68 électrons de

du benzoylformate valence dans la structure
d'ethyle sur Jimp2

\ / Figure 44 -
Diagramme energetique des OF

Figure 43 -
Modelisationde la
HO du
benzoylformate
d'ethyle sur Jimp2

BV (352 orbitale)

HO(34¢ orbitale)




Modelisation du site actif

Figure 45 -
Modelisation de la BV du
site actif de lenzyme sur
Jimp2

Figure 46 -
Modelisation de la HO du
site actif de lenzyme sur

Jimp2

On modelise plus simplement le site
actif du catalyseur par un complexe
de zinc metallique (cf. Figure 41):

Zn*+(N,C4Hg) (SCHs)2

On a donc 68 electrons de
valence dansla structure

Figure 47 -
Diagramme energetique des OF

HO{( 34¢ orbitale)




Interaction entre les orbitales

« Assistance electrophile : diminue la BV du catalyseur

« Theoreme de Fukui : HO du substrat (nucleophile) et BV du
catalyseur (electrophile)

Figure 48 -
« Modele cle-serrure et gros coefficient : complexation par Modélisation de la BV du complexe

'atome d'oxygene de la cetone (69¢ orbitale,E=-7,83 eV)

« Consequences de la complexation :inaccessibilite de la face Re
(stereoselectivite)

Figure 49 -
X ) Modelisation de la HO du complexe

C{'if

Figure 50 - Modelisation de la stereoselectivite (88<orbitale, E=-8,27eV)
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- Realisations:

o Comparaison des deux methodes proposees

o Verification pratique de la theorie par CLHP chirale

o Mise en evidence theorique de Ienantioselectivite

o Interét de la catalyse enzymatique (chimie verte, Tacilite a mettre en place)

 Aameliorer pour aller plus loin:

o Perfectionner le modele du site actif en tenant compte des acides aminés pour
un modele cle-serrure de fixation du substrat

o Suggerer I'eventuelle reduction de l'ethanal et la compétition

o Chercher ainterpréter la chimioselectivite en modelisant NADH par un hydrure,
eventuellement en controle non orbitalaire

o Etudier sur d'autres molecules pour avoir un panel de possibilites

26



« Spectre IR du substrat:
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Figure 51 - Spectre infrarouge du benzoylformate d'ethyle

Coenzyme : molecule organique permettant a des enzymes de catalyser une reaction
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o Calcul desincertitudes:

Aa = \/(Aaméthode)z + (A@marerier)”

= J (0,1)% + (0\’:%5) 2=10,1

« Reaction de fermentation alcoolique:

2ADP+ 2P 2ATP

Glucose

Figure 52 - Schema bilan de la
fermentation alcoolique

2 éthanols 2 acétaldehydes




« Proposition de mecanisme dans le site actif (d'apres [1]):

™ " HO
HC 0 H
. )¢ 0 r};{\ 0 Fi”ff""\
q _ . . ’ H_P_H.-"r H H
~3 .
“'fniﬂﬁ HISs: L N H’Hﬁﬁ dfur»wﬁ1
NOHG MR N TOH . W, oy
\ ), SOrsg b /MG To-A-e \_/HC O-zn-g
: %&Dﬂw S I‘h - Nﬂg"s'l]'4 M“‘hﬁ “7_1[:'81]’4
Hg Hee N 7 Hg ™% - NH A, e NH
0 4 J N X ° ) HSy
HS: W o HSg “{“‘q,)
Figure 53 - Proposition de mecanisme par l'equipe du document [1] pour la
reduction du 2-acetylpyridine par la levure de boulanger
\ . . ks k2
« Modele de Michaelis-Menten: E+S <= ES —E+P

Figure 54 - lllustration du modele de Michaelis-Menten
entre un substrat S et une enzyme E




« Fonctionnement de la CLHP sur phase chirale :

échantillon

colonne chirale

— = injer::teur —(_ —

pompe

détecteur /
intégrateur

éluant @

Chromatogramme
uv {mA)* uv (mA)A

I I

I i P I N

I I

I I

I I

I |

I !

I 1

I 1 ﬂ

:-——-!—I-—;l——--)- ——mqe—g———
® ) t (min) fwy 19 1(min)
mélange mélange enrichi

racémique en énantiomére (R)

Figure 55 - Schéma de fonctionnement de la CLHP
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