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SW: !I’&? microbkt h@roxyZation of vapiou, o&de derivative8 of pinene have bsen studied. 
One am of thie work ha8 been to expZore the poeeib,iZCty of infZuen&zg the regio8aZectivity of 
the h&ro~Zation by vmying the conform&ion or the Zocaliscrtion of the amide group on the eub- 
8tMte moZscuZe. It ho8 been obeezwed that, whereae variation of the amide uonfozmtation doe8 not 
aZtar the regio8eZectitity of the proce88, modification of the ZocaZiaation of this anchoring 
fonccion lead8 to hydro~tation on a different carbon atom. The obtained products do eonetitue 
Vcltuabte buiZding block8 for ftrrther 8pthe8i8 of variou8 opticaZZy active se8quiterpenes. 

Introduction. - Le posaihilitd de r68liaer l’hydroxyletion d’atomea de cerbone non ectfv68 per 

voie microbiologique prdsente un grand inMr@t en synthbse orgenique. Cependant, la “rbgle du 

jeu” n’eat pas encore bien eteblie et un certein nombre de trsveux fond8mentWX sont encore 

necessefres pour que ce8 rCection8 puissent etre utilisees par les chimistes evec un Cert8in 

degrt’ de pr&ieion. C’e8t pourquoi, no,,8 no”8 SOBme fntdreS86 $ de8 ti8CtiOn8 ffhydroxylstion 

de divers modWe hf ou trfcycliques prdsentant des structures rigidea (1). I1 e, en effet, 6te 

montrC pr6cMemment que le chempignon Reeuverie sulfurescena eat capable de r4aliser ce type de 

fonctionnelisetion evec une grende Jlectivite 8ur de8 substrata pO8&d8nt une fonction amide, et 

que cette fonction arable Mre le point d’ancrege de la mol&ule de substrat sur le site ectif 

lors de 18 formetion do complcxe enzyme-eubatret (2). Si cette hypothbse est eXaCte, il devreit 

done @tre pO88fble de modifier It site d’hydroxylation en changeant - soit la conf~guretion - 

soit I8 Iocalieetion, de le for&ion amide cur le squelette carbone de 18 mOlbCUle de substret. 

Une telle poesibilitr? sereit perticulidrement intdressente dana 18 mesure OU il deviendreit alOr 

possible d’orienter l’hydroxyletion vPr8 lea atomea de cerbone que I’on &sire fonctionneliser. 

n 

Pour explorer les poasibilitda offertes per cette hypotheee, nous avow Btudi4 une s4rie 

bscpidea de squelette pfnenique, dens le8qUele nou8 evons felt v8rier diver8 peremhtree g6Ombtri- 

outs . 
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Rthultat~. - 
Influence de la gbombtrie de la l olbcule aur la rCgioa4lectivit6 et 1’6nantioullectivitb de 

l%ydroxy1ation. 

Afin d’&udier l’influence de la g6om6trie de la molbcule aur la rdgiodlectivit6 de l’hydro- 

xyletion, nous avona effectw! la synthbse et Btudid la bioconversion des quatre amides at& 

rboieombres 1 b A. Ces amides peuvent dtre obtenus B partir de l’d-pinbne aelon un schdne 

r&ctionnel d4crit prCcddem&t (3). 11s conetituent deux couples de mo&les pr&entsnt formelle- 

merit le groupement mCthyle Cl0 soft sn position Bquatoriale (snidesL et 21, aoit en position 

axiele (amides 1 et $. Pour chacun des aubstrsts de ces co@& ia configuration de la fonction 

amide est elle eussi soit Cquatoriele (L’et 21, aoit sxiale (2 et 51. 11 6tait done inUressent 

de vdrifier ei la veristion de g6omCtrie de tea diverse6 moltkules, dues B tea ster6ochimies 

diff6rentea, pourreit conduire B des hydroxylations sur des atomes de cerbone diffbrents. 

Lee r&ultets que nous svons obtenus lorsque ces modbles aont souaie b une culture proliN- 

rante de geauvaria sulfureacens aont repr&sntds sur la figure 2. Ila montrent que, quel que soit 

le substret de depart, l’hydroxylaticn a effectivement lieu sur un atone de carbone non ectiv6. 

Cependant, on constete qu’elle est toujcurs 1ocelisCe sur le m&me groupement mdthyle Cs, et MCi 

ind6pmdemment de le stCr6ochimie (axiele w Cquatoriale) de la fonction amide et/w du groupe- 

men+ mdthyle port6 per l’atome de cerbone I$. Las rendements obtenus varient entre 40 et 65 % 

erlon l’isom&re coneidcr4. 

1 R=H 

3, R=CH3 

a. 6. 

a. 4. 

a. 6. 
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Au coura de cette Ctude, il dtait ausai int6reaaant d’examiner la pomeibilit6 Q’exietenca 

d’unc 6nsntiod.lectivit6 NJ awre de tee hydroxylstions. En effet,. fe btohydroxylation de l’amine 

L, d6crite pr4c6demment par Fonken et colleborateurs conduiuit, d’epr&e tea suteurn, b une 

diff6rence de- rendwent noteblc loraqu’ile utiliaaient 1’Cnantioabre (+)A (62 I) et 1’6nantiombre 

(-11. (28 %) commc nub&rat de d6part (9). Cee rdsultets semblant indiquer l’exietence d’unc 

Cnantioa6lectivit6 de l’bydroxylation, noue avcme, pour notre part, r&lid no8 biohydroxyleticne 

b pertir d’emidee recCmiquqs. Lee rCaultste quo nous avona obtenus montrent quo les produita 

hydroxyl6s 6.1 et 2 eont dCpourvua d’ectivit6 optique, l’amide hydroxyl6 l pr6sentant pour sa 

pert un pouvoir rotetoire Caible (&]g* = +*,*O). Contrairement b cc que leiaasient suppoaer lea 

rCsultets de la littbreture, ces biohydroxyletiona no eont done pae (ou ne eont quo trbs peu) 

Cnentioeblectives. Ce r6sul tat se retrouve lore de l’hydroxyletion de I’emide 2, obtenu par 

m6thylstion de 1. en pr&ence d’hydrure de sodium et d’iodure de mbthyle. En effet, l’emide 5 

swmis 80~s forme rac6oique B une culture de Resuveria nulfureecene, conduit au compoJ hydroxyl6 

g dCnu6 lui euesi d’activit6 optique. La modificetion st6rique introduite per le pr&eence de co 

qroupement methyla auppl6menteire wr la fonction amide, c’eet-b-dire aur l’entitb impliqu6e lors 

de la fixetion du sub&ret twr lc site enzymatique, ne semble done pae provoquer une an6lioration 

de l’Cnantio~lectivit6, contrairement B co quo l’on eureit pu enviaager aur la base de r&ultate 

prCcAdorment d&rite dens le CBB de la N-mbthyl cycloheptylbenzamide (5). 

Influence de la localiaatim da lo fonctim amids our le rbgiodlectivitd de l’hydroxylation 

Afin bbtudier l’influence de la locelisation de la fonction emide sur la r6gioa6lectivit6 de 

l’hydroxyletion, nous avow deali& la hiohydroxylation dea amides 11 et J& Par comparaiaon avec 

l’smide 1, l’emide fi correspond B un Bloignenent de la Con&ion amide par rapport au equelette 

pinanioue, nlors que lo compoad 12 correspond B un changement de localieation de la fonction 

amide aur le squelettr carbon& Cea deux emidee ont et6 aynth6tis6Bs reepectivement par N-benzoy- 

lrction de l’aminomfthyl-3 pinane et de la myrtanyleaine, commercieux et optiquement purs. Les 

r&ultats obtenus montrent qur, IB encore, l’hydroxyletion obeerv6e eat totelement rdgioa6lec- 

tive, puieque un erul alcool eat obtenu A partir de checu, de ces eubstrata. Ainai l’amide 1 est 
treneformt? par Beauveria eulfursacens en un pro&it 11 hydroxyld aur le groupement m6thyle C8, et 

ceci avec un rendement de 12,s X, tendia que l’emide 12 eat hydroxyl6 uniquement twr l’atome de 

carhone C5 situ6 en tCte de pant, pour conduire A 14 avac un rendement de 30 X (Fig. 3). 
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fftemmlmt1m ds la l twtYttlm da proIhl1tm d%ydmxy1atlm 
Ls otructum dae diff6rmts produite de r&&ion e 6t6 dbtemirds par 11enely8e qmtive 

dw spectree de MN % b ZOO MHz et “II doa wbatmta et dm coqos16~ hydroxylbo ‘ixrre~dmta 
LwfdeotlCication du groqmmmt n6thyls hydroxyld (C, ou C,) peut 8tm Fdalide en otasrvmt gu& 

pour lcs substrate corm~ts - en Rl4N lli, Ien signaux corroepondant wx atoma bhydrogbne 

du groupement m6thyle C6 aont toujoum plus dCblind6s qua ctwx du qrcupewnt’cnCthyle Cg, et ceci 

g~ellc q~e eoit IO ntbrbachirie du graupement alick (6). - en RMN “C, le olgnel correspondant b 

4 7 
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TabZeau I 

47,9 no6 a.1 3495 46.5 39.0 21.6 27,7 m.1 15,7 166,o 

a.0 YA,2 42.b 36,2 4007 39.2 26,9 26,5 2096 15.9 166,6 

b7.3 YE.2 @,I YY,O 40.5 39.6 23.5 26.5 19,l 167.5 

39.6* 57.0 J1.Y 42.0. Y6,6 Y2,b 27.9 19.7 172.6 

46.7 37.2 37.5 44.2 35.5 m,2 20.6 167.0 

bY.6 Y7,2 42.4 YY,9 366.1 4%) 28,s 69,6 15,6 167.4 

YY,9 

Y7,9 

39.4 

41.5 

41,Y 

w.5 

Ye,7 

b2,6 3690 3695 u.9 27,2 68,9 15.7 166.6 

b2.7 32,6 36,2 45,) 66.9 19,o 167.5 

Y7,2 4Y,7 69.9 19,6 171,9 

36,4 YY.0 26.0 

26.0 

41.0 

b1.Y 

37,l 

758 

36.8 22,O 167.7 

19,6 Ye,6 26,O 45.6 167.6 

36,7 69.9 167,8 

21.6 

YY,6 

32.4 

a.4 

43.9 

23.6 

32.1 

Y2.3 

YY,Y 

31.9 

41.7 22.7 

2&O 

22.5 

12.d 

16.3 

15.7 

15,Y 

17.5 

2190 

23.1 

17.9 

20.5 

2199 

45,Y 167.7 

155,~131.5 

lx.,w27,5 

135.0~lYl,Y 

126.6126*9 

lY5.b131,2 

128,~126.8 

135.3~131.2 

l26,5-X26,9 

137,c129.1 
l28,Y-126,l 

135.5-lYl,Y 

128,6-126,9 

115.1131,4 

120,7-126.9 

lY5.1-lYl,Y 

126.6-126,) 

lY5.1-131.4 

l26.6126,9 

lY6,5-129.2 

l26.C126,5 

134.9-131,Y 

l26,bX26.6 

134.7-131.4 

l26.6l26.6 

lY4,7-lY1,4 

l26,bl26,B 
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l’stone de cerbone Cg est dgslcnent toujours plus &blind6 que celui de l’stoae de csrbone Cq 

(7). En cc qui concernc 1s compoe4 & l’snslyre de son epcctre de RWN de “C l ontre asns 

snbiguitC qua l’stoae ds osrbons hydroxyld est qustcrnsire et qu’il s’sgit de l’stomc de csrbone 

C5 plscd en tOto de pmt. Le4 sttributions des mi~eux des spectree ds “C den submtrats et des 

produits hydroxylde obtenus mt reportbee dens le Tableeu 1. 

Dimcusmion. - Contrsirement b l’hypothbse qua l’on surait pu formuler sur 1s bass du rble d’sn- 

crsge jou6 per la fonction amide, ces resultate font spparsftre, de fsgon eurprenente, que la 

r4piodlectivitd de I’hydroxylation eat, sur ces &rives du pinsne, inddpendsnte da 1s st&+ochi- 

mie de 1s fonction saide sur le squelette carbon& I1 faut cependsnt souligner le fait que CBS 

d&iv&r ne constituent pee des mod&lea psrfsitement rigidee, et qus ce Asultst pad done etre 

du su csrscthre flexihle du cyclohsxane qui porte la fonction smide. En effet, cette flexibilitd 

pourrsit etm mise B profit, lom de 1s formation du complex0 enzyme-subotrst, pour modifier is 

ronformetion du cyclohexsne pendant IS &action d’hydroxylstion, cc qui permettreit de toujours 

positionner le groupement mdthyle C8 fevorsblement per rapport B l%ntitb hydroxylsnte. Ls figure 

4 reprdsente le poeitiannement possible de 2, sprCs modificstion de la conformation du cyclohe- 

xene, pour conduire B une gCom&rie simileire B celle de L (7). 

Figure 4 

Fn ce qui concerne l’influence de l’implsntation ds la fonction smide sur la rCgiosClectivit6 

de l’hydroxylatim, la compsraison des rCsultsts obtenus ?I partir des amides L 1 et g montrent 

que 1s rdgios&lectivitd de l’hydroxylstion n’est pas modifiCr par l’elloignement de la fmctim 

Amide par rapport su cycle pinsnique r en effet, l’hydroxylstion des deux amides 1 et g s lieu 

sur le mCne stome de csrhonr Cg. Psr cmtre, le r&u1 tst obtenu dens le CBS de 12 mmtre qu’il 

eet possible de modifier la r&giodlectivite de l’hydroxylstion en chsngesnt le lieu d’implsnts- 

tion de 1s fonction amide : en effet, la bioconversion de 12 permet d’ohtenir, non plus une 

hydroxylstim sur le qrwpement m&hyle C, mais sur I’stome de carbone tertiaire Cg plar& en tete 

de pont. Ce rCsultst confirme le rdlo primordial qur doit jouer la fonction snide lore de 1s 

formstim du complexe enzyme-euhstrst, et montre qu’il est possible de “motiler” la rCgiodlecti- 

vitC de l’hydroxylation en modifiant la locslisation de 1s fonction amide sur le squelette 

cnrbon4. 

I1 fsut souligner, enfin, que lee hydroxylstions que nous svons observ6es conduisent B 1s 

fonctionnsliestion du groupement mdthyle C8, totslement inaccessible par vole chimique cleseique. 

Ceci est psrticuliPrement int6resssnt dens la q eaure air ces hiocmvereions constituent done une 

voie d’spproche de choix pour ces divers alcools, qui constituent des synthons-cl6 pour la 

synthCse de divers seaquiterp&nea tel I’d-transbergemotbne, le cops&s, l’ylsngbne ou le lot-@- 

pinhnc . L’utilisation d’o(-pinbne optiquement pur comme substrst de depart conduirsit 

done fscilenent B ces woquiterpkee optiquement purs eux mmsi Une telle spproche s CtB utili- 

84s prCddemment pour rdsliser la syntMse du norpstchoul6nol (8). 
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flITI 71, 161 (36 %I. Heeee celculQe pour ClRH25N02 t 287JPR5 8 expSrimentale I 287,1893. Analyse 

: % CsIcul6 pour ClRH25ND2 : C 75,27 ; H 8,77 ; N 4.88. Trouv6 : C 74,83 ; H 8,79 ; N 5,00. 

Riotramforretfon de 11. 
A pertir de 320 mg dGide 11 optiauement pur, (@I 8’ = +310 (C=l, CHC131) on obtient, aprhs 

purification, 130 mg d’amido-elcool 13 sous forme d’un solid! pateux. Rdt = 12,5 %. Eb(0,5 mm) : 
25n°C (four B boules). IR = 335@ cm-’ L, (OH) 8 164C cm- ‘3 (C=O). RMN 1H d ppm = 7,47 (m, 
5H erom.) ; 6,28 (8 elargi, IH, NH) ; 3,71 (8, 2H, HE) ; 3,50 (m, 2H, CH2-N) ; 1,4 B 2,4 (mult. 

complexe, PH) ; 1,14 (d, 3H, HelO, 3 = 6Hz) ; 1,12 (8, 3H, He91 ; 0,87 (d, lli, J = 10Hz). Masse I 
1~ spectre de masse n’a pu @tre enregistd en reison de dCcomposition violentes du produit dens 

la source. Anelysr : I CalculC pour ClRH25N02 
?,Fl ; N 4,61.6] 2; = +26O (C=l ; EtOH). 

: C 75,27 F H @,77 i N 4,RR. Trouv6 : C 75,16 ; H 

Biotrmsfommtion de 12. 
Le hiotransformetionde 400 mg d’emide 12 (cdl s2 = -12O (C=1,CHC3) donne, apri?s purification, 

13i7 mn d’emido-slcool 14 sous forme d’un solide blanc. Rdt = 30 b. F = 130 - 131OC. IR = 3450 
cm-';(OH) ; 1650 ck-lv(Cdl). RMN ‘H b ppm = 7,6@ (m, 5H erom.) ; 6,20 (a Blsrgi, lH, NH) ; 3,46 

ft, 2H, CH2-N, 3 = 6Hz) ; 1,5 81 2,4 (mult. complexe, RH dont OH) ; 1,40 (d, lH, J = 9Hz) ; 1,16 
(8, 3H) ; 1.13 (8, 3H). Masse H+' = 273 ; m/e : 77 (30 X), 105 (100 %), 122 (25 %I, 134 (27 X). 
t!esse celcul~?e pour C17H23N02 : 273,172tl , experimentale : 273,1724. Anelyse : X Calcul6 pour 

l$,$l 3NO2 

7. 

: C 74,69 ; H P,48 ; N 5.12. Trouv6 : C 74,69 ; H 8,28 ; N 5,14.[M-);2 = - 15O CC=1 3 
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