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Résumé :La levure de boulanger est une déshydrogénasaiijla segle de Prelog. Cette derniere nous indque le
transfert de I'hydrure pr& du pyridinium de la YADH a eu lieu sur la faBe du 2-acétylpyridine ce qui conduit a la
synthése de I'énantiomére S du 1-(pyridin-2-yl)étiacomme le montre le schéma suivant :

Face Si

A YA W
A\ au
@—< Face Re @J\
]ﬂ 2
Face Re
Figure 1. Réduction régiosélective du 2-acétylpyridine
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Reduction of 2-acetylpyridine by Baker's Yeast: A tudy of the substrate
specificity of YADH (Yeast Alcohol Dehydrogenase)

Abstract: Baker’s yeast is a dehydrogenase that followdPttedog rule. The latter indicates that the transfeahe pro-
R hydride of the pyridinium of the YADIbok place on the Re face of the acetyl pyridine. Tésgls to the synthesis of
the S-enantiomer df-(pyridin-2-yl)ethanalas shown in the following diagram:
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Figure 1. Regioselective reduction of 2-acetylpyridine
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1. Introduction ASF}ZEO LYS226
O.‘@ H\O,NH3

La réduction de composés carbonylés H-0 0
prochiraux par la levure YADH a été largement mo O‘O@ NH&HISM
étudié en chimie bio-organique pour obtenir divers ‘\NIN) p=om fELLYJ;‘j;
types d'alcools asymétriques. Des travaux N Z N o oy NHAARG
antérieurs sur l'influence des structures de déjpart NH, =NH Hz Ny 369
la stéréochimie ont montré que la réduction HO/\O Jon N “Miss,
catalysée de cétones aliphatiques par des micro- N \O*”“oq TR s
organismes conduit a des alcools secondaires 2o LAv \: Hf?, 0-Zn=S.tyg .
asymétriques avec une énantiosélectivité modérée. =0 N=C H T
[1 317 ALA_ O NbH"O Sy | HISg7

HE319 J

Dans le cadre de nos travaux de recherche nou io
nous sommes intéressés a la réduction de cétones \Q
non symétriques en alcools asymétriques par la TYR140
levure YADH. Nous reportons dans cet article les
résultats des travaux que nous avons réalisés dre mécanisme de cette réduction est une chaine de
partant du 2-acétylpyridine. L'étude par RMN detransmissions de protoHs!. En effet la
I'ester de Mosher résultant de la réduction du 2-dihydropyridine de NADH céde son proton ARp-
aceétylpyridine par la levure YADH nous a permisidéalement situé au-dessus du plan de la 2-
de voir l'efficacité de la réaction par la mesuee d acétylpyridine au carbonyle dont I'orientation est
son taux de conversion et son énantiosélectivitébloquée par la formation d’'un complexe avec le
Ceci nous a également permis d’effectuer une étudeinc. Suit alors un transfert de proton entre les
de la relation structure-activité du 2-acétylpymali acides aminés et NADpour conduire a I'alcool
et du transfert de I'hydrure piR- 2.Tous les composants intervenant dans ce

Cette orientation du transfert d’hydrure f&su mécanisme sont en interactions par des liaisons
de l'orientation du substrat dans le site actif dehydrogenes, comme on peut le voir dans le
I'enzyme. Comme nous le montre le modéle du sitanécanisme suivant Figure 3)
actif, la conformation de I'YADH au sein de ce site On notera que I'eau intervenant dans ce mécanisme
semble bloguée par de nombreuses liaisons ainsist celle présente dans le milieu. Le transfert
gue des interactions électrostatiques, avec lelesaci d’hydrogéne devrait donc étre stéréospécifique du
aminés du site actif de I'enzyrfié! proton ProR et conduire a l'alcool attendu de
On notera que chacun des tétrameres qui composenfiguration S ce que nous allons pouvoir
la YADH comporte un ion Z#i (accepteur de déterminer par la suite en étudiant le mélange
ligand) et un groupe NAD qui vont participer a la d’énantioméres formé par I'intermédiaire d’'un ester
réduction” de Moshef:**?

F|gure 2.Role de I'enzyme pour le transfert de I'hydrure

H /\'I'I-R48
IH S_
\\O_Zn‘ S\

CXS174

H567

Figure 3. Mécanisme de la réduction
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2. Matériel et méthodes 2.2 Synthése de I'ester de Mosher du 1-
(pyridin-2-yl)éthanol
2.1 Synthése de I'alcool du 1-(pyridin-2-

yl)éthanol L'ester de Mosher de l'alcool précédemment
synthétisé est obtenu par activation de I'acidelgar
7N P Levure g N oA DCC ce qui conduit a la formation d'un déri@é
_ 2.5% glucose _ acylure 4. Cet agent d’acylation réagit lentement
o H,0 . ; avec l'alcool pour former I'ester. Elle est catalgs
Z-acétylpyridine 1-(pyridin-2-y)éthanol par la DMAP pour éviter la formation de produit
1 2 secondaire.
Figure 4. Préparation du 1-(pyridin-2-yl)éthanol L'effet catalytique de la DMAP est d0 a la
fonction diméthylamine qui joue le rbdle de
Apreés 5 jours d'agitation, le surnageant @nés sypstituant donneur d'électron, il y a alors

dans le milieu réactionnel est extrait par de kat®  augmentation de la nucléophilie et de la basidité d
d’éthyle et une solution de chlorure de calcium. Ler'gzote de la pyridine, ce qui la rend bien plus
résidu obtenu apres séchage et concentration est Wiactive que I'alcool. Les conditions requises pour
mélange du 2-acétylpyriding (Rf = 0,56) et de |3 catalyse nucléophile sont donc réunies et

lalcool 2 (1-(pyridin-2-yl)éthanol) attendu (Rf = pacylation de I'alcool par un acide est plus rapid
0,35), (eluant DCM/ 5% MeOH, révélation UN=  en présence de DMAP. Une fois qu’elle a activé le
254nm). carbonyle de la DMAP est éliminée par une

Pour le mélange 1-(pyridin-2-yl) éthanol et 2-substitution nucléophile de l'alcool sur le ce méme
acetylpyridine, on identifie chaque molécule gracecarbonyle, ce qui conduit & la formation de I'ester

aux déplacements chimiques puis on effectue unge Moshe8 attendu avec un rendement de 56%.
séparation par purification sur colonne de silice.

o)

N OH (+)-DMAP N 0

& Or-wed

— DCC/DMAP — MeO CF,
CH,Cl,

(2R)-1-(pyridin-2-yl)ethyl
3,3,3-trifluoro-2-methoxy-2-phenylpropanoate
2 3
Figure 5. Préparation de I'ester de Mosher du 1-(pyridin-#ylanol
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Figure 6. Mécanisme pour la synthése de de I'ester de Madinér(pyridin-2-yl)éthanol
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3. Résultats et discussion 3.2. L’ester de Mosher

3.1.1-(pyridin-2-yl)éthanol L’acide de Mosher est un réactif chiral quuso
permet de réaliser facilement une dérivation de
Pour le mélange du 1-(pyridin-2-yl)éthanoletd I'alcool synthétisé. Comme il se trouve sous la
2-acétylpyridine, on identifie chaque molécule forme d'un mélange dénantiomeres, nous allons
présente au sein de ce mélange, grace auxvoir un mélange de diastéréoisomeres qui
déplacements chimiques précédemment identifiés. répondent en RMN par des pics dont les surfaces
RMN (CDCl;, 250MHz) :6 = 1,5 (d, CH alcool, sont proportionnelles aux quantités des isomeres
J=6,55Hz), 2,74 (s, CHacétyle), 4,89 (q, CH, présents dans le mélange, et de par la présence du
J=6,55Hz), 7,2 (m, CH alcool), 7,29 (s, CH noyau aromatique, par des déplacements chimiques
alcool), 7,47 (m, CH acétyle), 7,69 (m, CH notablement différents.
alcool), 7,83 (m, CH acétyle), 8,02 (m, CH

acétyle), 8,54 (m, CH alcool), 8,68 ( m, CH 8.54 0
< 6.15
acétyle). N OJS_@
852 4.35 869 o 8.05 360
719 @.{3289 7.47 </;>—-< Y175 1 68
7.6877.30 1.50 7.84 804 2.73 Figure 8. Signaux RMN de I'ester de Mosher

Le méthyle de cette molécule apparait de nouveau
sous forme d'un signal remarquable en RMN. En
effet, le méthyle de chaque diastéréoisomeére répond

On considére les groupements méthyles des dediys forme d'un d(?ublet blindé a 1,6 ppm pour 'un
a 1,7 ppm pour l'autre.

composés comme étant des signaux caracteéristiqu : . R .
nous faut alors déterminer a quel signal

et on utilise leurs intégrations pour calculerdaxt SR R -
de conversion de cette étape. cprr_es,p9n1d_ chaque gllastere10|somere. Cec_l est
i _ o réalisé a I'aide du modele de I'ester de Mosher, qu
Alre du pic caractéristique nous permet de déduire que le signal le plus
Taux de conversion — e G0 ___ déblindé est celui du diastéréoisomdReS et le
2. aires des pics caractéristiques moins  déblindé  correspond & celui du

@
N

N
1,1897 @\l .
) 3COMe SQOME A
Taux de conversion == ———— =37% @—STO/C‘\L @—%O/c‘
o} o}

1,1897® H

Figure 7. Signaux RMN des protons du 1-(pyridin-2-
yl)éthanol et du 2-acétylpyridine

moins blindé plus blindé
Figure 9. Les structures des diastéréoisoméres et R-

On effectue une purification par chromatographie R

sur colonne de silice avec un gradient de
dichlorométhane et de méthanol. Une fois l'alc®ol A l'aide des intégrations des pics des signaux en
séparé, il est concentré puis analysé par IR et RMNRMN, on peut alors déduire les pourcentages
Nous avons obtenu 360 mg de produit apresl’énantioméresS et R ainsi que le pourcentage
purification avec un rendement de 52%. d’excés énantiomeérique.

Aire du pic caractéristique de I'ester RS
% d’énantiomere S =

> aires des pics caractéristiques de I'ester R® éester RR

% d'énantiomére S = 3,0000+2,8663 £100 = 74%

3,000+2,8663+1,0480+0,9713

% d’énantiomére R 1.0480+0,9713 100 = 26%
0 = * =
3,000+2,8663+1,0480+0,9713 °

0,74 - 0,26
% d’excés énantiomérique = *100 = 49%

100
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Nous avons bien obtenu une majorité d’alco8l 2 RMN (CDCl3;,250MHz): 6 = 1,5 (d, 3H, CH
comme le prévoyait le modele de Prelog. La levurel=6,6Hz), 4,36 (s, 1H, OH), 4,89 (g, 1H, CH,
de boulanger suit donc la régle de Prelog et réduil=6,6Hz), 7,19 (dd, 1H, CH J=6,9 et 4,7Hz), 7,3
les acétylpyridines en alcool par attaque privéégi (s, 1H, CH, J=6,9Hz), 7,68 (m, 1H, CH), 8,5 (d,
de l'ion hydrure par la facRe Cependant, on note 1H, CH,, J= 4,3H2).

quil y a également formation de l'alcod®® en IR (KBr) (cm?):001113252 (OH), 2927 (C-CH),
guantité moindre. 1515 (C=C), 1265 (C-0).

Compose 3 : Ester

Réactifs :Tableau Il

L’étude du site actif de I'enzyme révéle Le (“é'ang‘?‘ I_aiteux mainten_u a reflux 12 .h es_té‘i[tr

lexistence d'un pont hydrogene entre de pro,[onapres refroidissement. Le flltra_t est en_swte didté

phénolique de la tyrosine 140 et le doublet libee d mis en contact avec une solution de‘blc,arbonate de

'atome d’azote de I'acétylpyridine. D'autres pontsSOOIIum (Nal—!C@ df';ms une ampoule a de(,:ant,er. La
hase organique récupérée est ensuite séchée sur du

hydrogenes sont egalement notés comme p SOsavant d'étre concentrée par évaporation. Le
exemple celui qui est établi entre 'atome d’oxygén > ; , P p '
résidu est repris dans de l'acétate d’éthyle pour

S,L;]yd%?guépneemjﬁ ;roicpeéﬁzntegyrildlijr?iur: T'\ISADSZJSmeSéIiminer les traces de D(_:U f(_)rmée, qui, e_st insaubl
différents ponts hydrogéne contribuent a fixer Iadan§ ce solvant_, par f||trat|o,n. Le re3|1du Ob,te,m.J
conformation du groupement carbonyle et yapres concentration r?‘st un mélange de Ies,teredesw
stabiliser I'édifice. 3 (Rf = 0,88) et de l'alcooR (Rf = 0,35), (€éluant
DCM/ 5% MeOH, révélation UVA = 254nm). On
3.4. Procedures geénérales de synthese du 1- effectuel alors u(;1e pu_lr_ification par chromaé(_)grapgie
F o NG , sur colonne de silice avec un gradient de
(pyridin-2-y)éthanol et de l'esters dichlorométhane et de méthanol. Une fois I'e§ter
séparé, il est concentré puis analysé par IR, RMN,
CCM. Nous avons obtenu 155 mg d’huile jaune
pale, monospot, correspondant un rendement de
56%.
RMN (CDCl 3, 250MHz) : 8 = 1,64-1,70 (d, CH
§=6,75Hz), 3,53-3,59 (m, GH 6,15 (q, CH,

3.3. Etude du site actif de 'enzyme

Composeé 2 : 1-(pyridin-2-yl)éthanol
Réactifs :Tableau |

Aprés 5 jours d’agitation, le surnageant enés
dans le milieu réactionnel est extrait par de fatg
d’éthyle et une solution de chlorure de calcium
(NaCl). Le résidu obtenu aprés séchage €
concentration est un mélange d’acétylpyridinet =6,75Hz), 7,13 (m, 1H, Clg, 7,17 (s, 1H, CH),
de lalcool 2 attendu. Une purification par 7,39-7,50 (m, 5H, CH), 7,55 (m, CH), 8,54 (m,
chromatographie sur colonne de silice avec untH CHy).

-1y, .
gradient de dichlorométhane et de méthanol nous H(Kgr)sg:”(') g: 34221% (NcaroT?ggu?l(?Sl%g-
permis d'obtenir 360 mg de l'alcod avec un 5), 2855 (O-CH) 8 (Ch), ( » ),
rendement de 52% (C=C), 1258 (C-0O), 1168 (C-N) aromatique, 1021

(C-0), 718 (CF)

Tableau |. Réactifs pour la préparation de 1-(pyridin-2-ylgibl

Réactifs Masse Molaire (g/mol) Quantité de mat{@nenol) Masse(qg) Volume (ml)
2-acétylpyridine 121 51 0,6
Levure de boulanger 6
DMF 73 2
Glucose 180 120
1-(pyridin-2-yl)éthanol 123

Tableau Il. Réactifs pour la préparation de I'ester de Mosher

Réactifs Masse Molaire (g/mol) Quantité de mat{@nenol) Masse(g) Volume (ml)
1-(pyridin-2-yl)éthanol 123 0,813 0,1
Acide de Mosher 234,17 0,894 18
DCC 206,33 1,22 0,25
DMAP 122,17 0,162 0,02
Ester de Moshér 339,31
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