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Abstract—apf-unsaturated aldehydes are reduced by Beauveria sulfurescens giving a mixture of the corresponding
ethylenic and saturated alcohols. Optically active saturated alcohols have the (S)-configuration.

Au cours d'une étude précédente’ nous avons montré
que le champignon inférieur Beauveria sulfurescens
(ATCC 7159) peut réduire les cétones af-éthyléniques en
cétones saturées et en alcools saturés, I'alcool étant en
quantité plus ou moins importante. Ces réactions sont
tres stéréospécifiques et de rendement élevé. Lorsqu'il y
a création d'un centre d’asymétrie, les composés actifs
obtenus ont une pureté optique voisine de 100%.

La grande stéréosélectivité du microorganisme a été
utilisée, en particulier, pour synthétiser des cycloal-
canones deutériées en position 2 ou en position 3 dont
I'activité optique est liée au seul deutérium.? L’étude des
réductions par B. sulfurescens a été étendue a d’autres
composés carbonylés ap-éthyléniques. Nous avons
d’abord étudié la réduction des aldehydes af-éthyléniques
par B. sulfurescens.

Il n'existe que peu d'exemples de réductions micro-
biologiques d’aldéhydes éthyléniques. Pauly ef al® ont
réduit par Saccharomyces cerevisiae un dérivé du cin-
namaldéhyde mais m’ont obtenu que I’alcool éthylénique
correspondant, ce que de nombreux réactifs chimiques
réalisent maintenant. Eiter et Sackl* ont utilisé le méme
microorganisme pour synthétiser en série aromatique un
alcool saturé optiquement actif. Mais aucune étude sys-
tématique de la réduction microbiologique des aldéhydes
ap-éthyléniques n’avait été entreprise jusqu'ici. L’objet

du présent travail est de réaliser une telle étude dans le
cas de B. sulfurescens.

Reductions des aldehydes a,B-éthyleniques acycliques

Nous donnons ci-dessous (Tableau 1) les principaux
résultats obtenus.

Les rendements mentionnés dans le Tableau sont
déterminés par chromatographie aprés addition d’un
étalon interne.

L’examen de ce tableau nous permet de préciser cer-
taines caractéristiques de ces réactions. Pour que la
réaction ait lieu il faut que le substituant R, en o« du
carbonyle présente un faible encombrement (R, < Me).
La réaction ne se produit pas si un second substituant R
est introduit en B du carbonyle. Cette constatation avait
déja été faite dans le cas des cétones.' Le volume du
groupement Rj intervient de fagon moindre dans le cas
des aldéhydes aB-éthyléniques que dans celui des
cétones insaturées acycliques.® En effet, la réduction de
'octénal (voir Tableau 1 avec R;= n-pentyle) montre
que 50% du produit a été transformé. Dans le cas des
cétones, le passage d'un groupement n-propyle a un
groupement n-butyle suffit & empécher la réduction.

Le rendement des réductions microbiologiques, lor-
squ'elles ont lieu, est généralement bon ainsi que la
pureté optique des produits obtenus. Dans certain cas

Tableau 1. Réduction des aldéhydes de type 1 par B. sulfurescens (48 h)
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(Rs = n-pentyle) le rendement peut étre fortement amél-
ioré en augmentant le temps de réaction. La pureté
optique a été vérifiée dans le cas du méthyl-2 pentanol en
RMN par addition d’un dérivé chiral de I'europium. Le
spectre obtenu nous permet de conclure a une pureté
optique de I'ordre de 100%.

Lorsque la réaction s’accompagne de la création d’un
centre d'asymétrie, celui-ci a la configuration S comme
dans la série des cétones acycliques. Comme dans ce
dernier cas également, les doubles liaisons ont la
configuration trans.

Reduction du cyclopenténe carboxaldéhyde
Nous avons également soumis le cyclopenténe~car-
boxaldéhyde 4 a P'action de B. sulfurescens. Nous

observons la formation exclusive de cyclopentyl
méthanol 5.
H Q OH
é
4 Fig. 1. 5

Etude du mécanisme de la réaction

En ne considérant que les composés mis en évidence
nous pouvons proposer que la réduction du groupement
C=0 précéde celle du C=C.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons soumis le
méthyl-2 penténe-2 ol 6 a I'action de B. sulfurescens.
Nous obtenons le résultat suivant:

OH OH
—_—
6 7
48 heures 59% 41%
(a)f"‘ -14°

D'aprés le Tableau 1, a partir de méthyl-2 penténe-2 al
dans les mémes conditions expérimentales, nous
obtenons 69% d'alcool 7.

Cette formation plus lente d’alcool saturé au départ de

I'alcool éthylénique nous conduit a proposer un
mécanisme différent.
Nous avons envisagé les chemins réactionnels
suivants:
0
R,

Ry R,
A OH D
LA IR, %
R, R;
B

Fig. 2.
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Compte tenu des résultats obtenus lors de I'étude des
cétones aff éthyléniques pour lesquelles nous avions
observé une réduction de la double liaison et du group-
ment carbonyle, il nous semble logique de faire inter-
venir I'aldéhyde saturé bien que nous ne Payons jamais
mis en évidence.

Ce mécanisme n'est valable que si ks est trés supérieur
a ki c'est-a-dire si la vitesse de disparition de I'aldéhyde
saturé est trés supérieure a sa vitesse de formation.

Afin de vérifier les hypothéses émises, nous avons
cherché & déterminer les constantes de vitesse ki, k2, k3
et kq. Dans ce but nous avons donc réalisé des études
cinétiques dans la série du méthyl-2 penténe-2 al 8.

Tableau 2. Cinétique de la réduction du méthyl-2 pentene-2 al*
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*Cette étude cinétique a été réalisée dans le milieu B + tampon
phosphate. (Voir Tableau 3). La concentration du tampon est
1.5.10 M et son pH = 6.8. Dans ces conditions le pH en fin de
culture est de 5.3.

Nous constatons la disparition presque totale du
produit de départ aprés 3h de réaction’ I'augmentation
constante du pourcentage d’alcool saturé; et I'existence
d’un maximum en fonction du temps pour le pourcentage
d’alcool éthylénique, ce qui caractérise les réactions
successives.

Le calcul des constantes de vitesse s'effectue de la
maniére suivante, en considérant les réactions comme
¢étant du pseudo premier ordre (ce qui correspond cer-
tainement a une simplification notable). La vitesse de
disparition de A donne la valeur de (k, + k») d'apreés:

A= Aoe—(kl*kl)'

La vitesse de transformation de B aprés disparition du
produit de départ donne k¢ d’apres:

B = Bo e_k".

Nous avons effectué la réduction du méthyl-2 pentanal
racémique 9 par B. sulfurescens afin d’obtenir la con-
stante ks.
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0 OH

ks est donné par:
C = Co € —hat

Pour obtenir les valeurs de k, et k> nous avons utilisé
la loi cinétique de la disparition du composé B:

ka

- —kqt _ otk tkpt
(ki ¥ ko) = Ja ole ™ € )

B

Les valeurs des constantes de vitesse sont les suivan-
tes: ki =107 ko= 107% k3 =9.107%; et ke =2.10"* sec™".
Nous constatons que ks est environ 90 fois plus grand
que k; ceci explique que nous n’ayons jamais mis en
évidence I'aldéhyde saturé. Nous observons une bonne
concordance entre les valeurs expérimentales des pour-
centages et les valeurs recalculées avec les constantes
précédentes.

Le mécanisme proposé explique donc les résultats
expérimentaux de fagon satisfaisante. Il est intéressant
de comparer le mécanisme présenté Figure 2 avec celui
proposé pour expliquer la formation des cyclohexanols
qui fait intervenir la séquence A-C-D sans inter-
vention de B (Fig. 3).

0o
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Le calcul des vitesses de formation et de disparition de
la cétone saturée a été effectué dans cette série (6); la
constante de vitesse de réduction de la double liaison est
de I'ordre de 107 sec™' tandis que celle de la réduction
du groupement carbonyle est de I'ordre de 107 sec ™.

Ainsi nous constatons que les vitesses de réduction de
la double liaison sont comparables dans les deux séries
étudiées et de 'ordre de 10" ° sec™' mais il n’en est pas de
méme des vitesses de réduction du groupement car-
bonyle.

La vitesse de réduction de la fonction aldéhyde étant
dix fois plus grande que celle de la double laison, il est
donc possible de mettre en évidence I’alcool éthylénique.
Par contre, la vitesse de réduction de la fonction cétone
(cyclohexénone) est 10 fois plus faible que celle de la
double liaison; le composé mis en évidence est donc la
cétone saturée et non I'alcool éthylénique.

Etude de I'influence du pH.

De nombreux auteurs’ ont montré que I'orientation des
réactions enzymatiques d’oxydo-réduction est fortement
influencée par le pH du milieu. Un milieu acide favorise
la réduction de la fonction cétone alors que dans un
milieu plus proche de la neutralité, I'oxydation de la
fonction alcool prédomine.

Nous avons étudié cette orientation de la réduction des
cétones dans la série des cyclohexénones.® Pour un pH
de I’ordre de 2,5 nous observons un mélange en quantités
égales de cétone et d’alcool saturés; la méme réaction
effectuée dans un milieu dont le pH est voisin de 6
conduit uniquement 3 la formation de cétone saturée.

Compte tenu de ces résultats, nous avons voulu
vérifier si I'effet observé ci-dessus s’appliquait au cas du
méthyl-2 penténe-2 al 8 et plus généralement aux al-
déhydes apf-éthyléniques. Les résultats obtenus sont
rassemblés dans le Tableau 3. Nous constatons qu'a
partir d’'un pH de I'ordre de 7,5 la réaction n’a plus lieu.
Par ailleurs, quel que soit le pH du milieu, nous n'avons
jamais décelé la présence d’aldéhyde saturé. Les résul-

Tableau 3. Influence du pH sur la réduction du méthyl-2 penténe-2 al 8
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A: gjuscosc, sulfate d'ammonium, sels minéraux. B: glucose, peptone. sels minéraux. Tampon phosphate:
1.5.107° M: pH = 6.8. *Les proportions des produits 6, 7 et 8 sont les moyennes des valeurs obtenues pour plusieurs

essais dans chaque cas.
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tats rassemblés dans le Tableau 3 montrent que le pH du
milieu n'a pas d'influence nette sur les pourcentages
respectifs des deux alcools obtenus. Aucune régle
générale ne peut étre dégagée.

Les proportions obtenues pour chacun des alcools
dans les essais en présence de tampon phosphate, ne
permettent pas de lui attribuer un rdle exact dans le
processus de réduction. Le seul résultat intéressant de
cette étude est la possibilité d’augmenter fortement la
quantité d’alcool saturé en remplagant, dans le milieu de
culture, le sulfate d’ammonium par de la peptone.

CONCLUSIONS

Les résultats obtenus avec le milieu de cuiture B
montrent que nous disposons d'une bonne méthode de
synthése pour la préparation d'alcools saturés optique-
ment actifs. En outre, ces composés peuvent constituer
le point de départ d’une série de réactions chimiques
permettant d’accéder & d'autres composés carbonylés
optiquement actifs (aldéhydes, acides, esters, etc).

Ainsi nous avons obtenu le {S)-( + }-méthyl-2 pentanal
par oxydation du (S)-(—)-méthyl-2 pentanol selon la
méthode de Corey.? L'aldéhyde obtenu est optiquement
actif (a)3* = +31°. La comparaison du signe de ce pou-
voir rotatoire avec celui du (S) (+) méthyl-2 butanal
()% = +33.5°” nous permet de confirmer que le carbone
asymétrique de 'aldéhyde a conservé la configuration (S)
qui était celle de I'alcool.

Du fait de sa simplicité de mise en oeuvre et de sa trés
grande stéréospécificité, la méthode de réduction micro-
biologique, que nous venons d’exposer, constitue une
excellente voie synthétique de molécules chirales.

PARTIE EXPERIMENTALE

Les pouveirs rotatoires ont été déterminés sur un polarimétre
Perkin-Elmer 141 a 25°C et pour la raie J du mercure (A; =
§78nm). Les spectres de RMN ont été déterminés sur des
appareils Perkin-Elmer R 24 et JEOL CX 60 en solution dans
CDCh. Les chromatographies analytiques en phase vapeur
(CPV) ont été réalisées sur un appareil Intersmat IGC 12 F 3
ionisation de flamme équipé d'une colonne de Im en inox de
diamétre 1/8" garnie de Carbowax 20 M i 20% sur Chromosorb
W. Le gaz vecteur est P'azote. Les CPV préparatives ont été
effectuées sur un appareil Varian P 90 a catharométre, avec une
colonne de 6 m en aluminium d'un diamétre de 3/8" et de méme
remplissage que celui de I'appareil précédent. Dans ce cas, le gaz
vecteur est I'hydrogéne. Les chromatographies sur colonne sont
réalisées sur gel de silice 60 Merck 7734; I'éluant est un mélange
pentane-éther (90/10).

Methodes de bioconversion

Méthodes générales. La culture est réalisée dans un fermenteur
Biolaffite, équipé d'un agitateur mécanique, d'une alimentation
d'air stérile, d'un thermostat et d'une sonde de pH. Deux cuves
sont utilisées, I'une de deux litres contenant 1 litre de milieu de
culture, I'autre de trois litres contenant 1,71. de milieu de culture.

Le microorganisme est cultivé pendant 24h & 27° avec une
aération de 10mi/mn/l. Le milieu nutritif a la composition
suivante: (NH4):S04 2g/1; K:HPOs: 1g/1; glucose: 30g/1;
FeSOs, 7H:0: 0.01g/1; MgSO,, TH:0: 0.5g/1; ZnS04, TH,O:
0.3g/1; KCI: 0.5g/1.

Aprés 24 h le produit & réduire est ajouté en solution dans le
diméthylsulfoxyde. Sauf indication contraire la concentration du
substrat est de 0.7 4 0.8 g/1. La culture est poursuivie pendant
48 h 4 20° avec Ja méme aération (une aération supérieure ralentit
considérablement la vitesse de réduction'). Le contenu du fer-
menteur est ensuite filtré (le mycelium n'est pas conservé); le jus
est saturé avec du sulfate d’ammonium puis extrait a I'éther.
(Avant saturation, le pH de la solution est de I'ordre de 2.8). Au
cours de Pextraction il se produit toujours une émulsion. Si aprés
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24h de repos, I'émulsion n'a pas disparu, il est nécessaire de
centrifuger (30 min, 3000 t/mn). Aprés évaporation du solvant au
bain marie, le résidu est analysé par CPV et les rendements sont
déterminés par addition d’un étalon interne. La purification des
produits se fait généralement par CPV préparative.

(a) Trans-crotonaldéhyde (2 buténe-1 al). Le trans-crotonal-
déhyde est ajouté & un moft agé de 24 h. Aprés 48 h de réaction
et traitement habituel, analyse en CPV (température du four
60°) indique la disparition du produit de départ et la formation du
seul alcool trans crotylique (rétention: 15 mn). Le rendement de
la transformation est voisin de 90%. La purification est faite sur
colonne de silicagel. La structure du composé est confirmée par
un spectre RMN.

(b) Méthacroléine (méthyl-2 propéne-2 al). La méthacroléine
est ajoutée & un mot agé de 24 h. Aprés 48h de réaction et
traitement habituel, le mélange obtenu est composé de 13% de
méthacroléine de départ et 68% de méthyl-2 propéne-2 ol. Les
temps de rétention sont respectivement (température du four:
60°) de 1 mn 30 et 17 mn.

(c) Trans méthyl-2 penténe-2 al. Le trans méthyl-2 penténe-2
al préparé selon Ref. 10 est ajouté & un modt 4gé de 24 h. Aprés
48 h de réaction et traitement habituel, nous isolons par CPV
préparative (température de la colonne 105°, débit d'hydrogéne
4mifsec) 69% de méthyl-2 pentanol (rétention 4.5mn) (a)f =
- 13° (¢ = 0.102; CHCL) Litt (a)® = - 12.9° (5) et 31% de trans
méthy!-2 penténe-2 ol (rétention 6.5 mn). Le rendement de cette
transformation est de 91%. La structure des produits est
confirmée par comparison de leurs spectres de RMN avec ceux
d’échantillons authentiques: frans méthyl-2 penténe-2 ol obtenu
par réduction par LiAlH. dans I'éther de [I'aldéhyde cor-
respondant et méthyl-2 pentanol par réduction de I'alcool préc-
édent sur charbon palladié (10%) dans I'éther.

(d) Trans-hexénal. L'hexénal est ajouté & un mo(it agé de 24 h.
Aprés 48 h de réaction et traitement habituel, le mélange obtenu
est constitué de 37% de trans hexéne-2 ol et 63% d’hexanol. Les
temps de rétention sont respectivement (température du four:
°) de Smn et 6.7 mn.

(&) Trans-méthyl-2 hexéne-2 al. 0.98 g d'aldéhyde trans prép-
aré selon ref. 10 est introduit dans 1.7! de modt 4gé de 24 h.
Apreés 48 h de réaction et traitement habituel, nous isolons par
CPV préparative (température de la colonne: 130° C, débit
d’hydrogéne: 4 mi/sec). 42% de méthyl-2 hexanol (rétention:
45mn) ()P =-116° (c=0077; CHCL) et 58% de trans
méthyl-2 hexéne-2 ol (rétention 7.5 mn). Le rendement de cette
transformation est de 91%. La structure des produits est
confirmée par la comparaison de leursspectres de RMN avec
ceux d’échantillons authentiques: méthyl-2 hexene-2 ol obtenu
par réduction par LiAlH, dans I'éther de I'aldéhyde cor-
respondant et +méthyl hexanol par réduction de I'alcoo) éthy-
1énique sur charbon palladié (10%) dans I'éther.

(£) Trans-éthyl-2 hexéne-2 al. L'aldéhyde trans préparé selon
ref. 10 est ajouté & un mo@t 4gé de 24 h. Aprés 48 h de réaction et
traitement habituel, nous retrouvons le produit de départ in-
changé (rétention 3.5 mn; température du four 9¢°).

() Trans-octénal. Le trans octénal préparé selon Ref. 11 est
ajouté 3 un moiit agé de 24 heures, Aprés 48 heures de réaction
et traitement habitue!, le mélange obtenu est formé de 50% de
trans octénal, 25% d’octanol et 25% de trans octénol. Les temps
de rétention sont respectivement (température du four: 100°) de
37mn, S5mn, et 7.7 mn.

(h) B-Méthyl crotonaldéhyde. 0.35g d'aldéhyde préparé selon
ref 12 est ajouté & un litre d’un moiit 4gé de 24 h. Aprds 48 h de
réaction et traitement habituel, nous retrouvons le produit de
départ inchangé (rétention 4 mn, température du four 60°).

(i) Cyclopenténe carboxaldéhyde. 0.85 g de cet aldéhyde prép-
aré selon ref 13 est introduit dans 1.71 d’un moit 4gé de 24 h.
Aprés 48 h de réaction et traitement habituel, le mélange obtenu
contient uniquement du méthanolcyclopentane (temps de réten-
tion 9mn; température du four: 75°). Le rendement de cette
transformation est de 95%. La purification de I'alcool se fait sur
colonne de ge! de silice avec un éluant pentane-éther (80/20). La
structure du produit est confirmée par un spectre de RMN (& en
ppm par rapport au TMS): 3.5 (d, 2H); 2.25 (s, 1H disparait avec
D,0); 1 22.1 (m, 9H).
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() Trans méthyl-2 penténe-2 ol Le produit (préparé comme
indiqué précédemment cf. paragraphe Ilc) est ajouté & un moit
Agé de 24 h. Aprés 48 h de réaction et traitement habituel, nous
isolons par CPV préparative (température de Ja colonne 110°,
débit d’hydrogine 4 ml/sec) 41% de méthyl-2 pentanol {rétention
4mn) (@)f - 1€ (€ =0.104; CHCL,) it (a) - 12.9° et 59% de
trans méthyl-2 penténe-2 ol (rétention 6 mn).

Le rendement de cette transformation est de 87%. La structure
des produits est confirmée par la comparaison de leurs spectres
de RMN avec ceux d'échantillons authentiques.

Un essai prolongé pendant 10 jours dans les mémes conditions
expérimentales, nous a permis d’obtenir 61% de méthyl-2 pen-
tanol et 24% de trans méthyl-2 penténe-2 ol

(k) Méthyl-2 pentanal, 1g d'aldéhyde saturé (obtenu par
hydrogénation catalytique du frans méthyl-2 penténe-2 al sur
charbon palladié & 109 dans I'éther pendant 24 h) est introduit
dans 1.71 d’'un moit agé de 24 h. Aprés 30 min de réaction et
traitement habituel, le mélange obtenu est formé de 20% de
méthyl-2 pentanal et 80% de méthyl-2 pentanol. Les temps de
rétention sont respectivement {température du four 55°) de 2 mn
et 10mn.

Bioconversions a différents pH sur différents milieux. La com-
position du milieu A (voir Tableau 3) est indiquée dans la
méthode générale de bioconversion. L'addition d'ammoniac dans
le fermenteur Biolaffite est régléede fagon & maintenir le pH du
milieu aux environs de 7 ou 7.5 pendant les 48 h de la réaction.
Tampon phosphate: le tampon phosphate a la composition
suivante: 2.04 g de KH,PO, et 2.61 g de K,HPO, pour 1 litre de
milieu (soit 4, 65g de tampon phosphate, 1.5.1072M, de pH
voisin de 6.8). Il n’est pas possible de rajouter plus de 5g de ce
tampon par litre de milieu sans dommage pour la culture.’* Le
milieu A +CaCO, est obtenu par addition de carbonate de cal-
cium & raison de 6 g/1 au milieu A précédemment décrit.

Le milieu B différe du milieu A par J'absence de sulfate
d’ammonium remplacé par de la peptone (10 g/1).

Le milieu B+ tampon phosphate est obtenu par addition d’un
tampon phosphate identique 3 celui précédemment décrit.

Synthése du S-(+)-méthyl-2 pentanal

Cet aldéhyde est synthétisé selon la méthode de Corey et
Suggs® 1égérement modifiée. Dans un ballon de 25 m! équipé d'un
réfrigérant, 650 mg (3 mmol) de chlorochromate de pyridinium
sont mis en suspension dans 3ml de chlorure de méthyléne. La
solution est agitée magnétiquement. 204 mg (2 mmol) de $-{—)-
méthyl-2 pentanol en solution dans 2ml de CH,Cl, sont alors
ajoutés.
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Aprés 2 h de réaction, le milieu réactionnel est filtré sur une
colonne de 2.5g d'alumine neutre. L'éluant est de I'éther pur.
Nous récupérons 7 & 8 ml de solution qui sont concentrés au bain
marie jusqu'a 2 & 3Iml. Le résidu est élué A I'éther sur une
collonne analogue 4 la précédente. Les fractions recueillies (2 m!
environ) sont analysées en CPV (température du four: 50°
rétention 1 mn). Le méthyl-2 pentanal est obtenu par évaporation
de I'éther au bain marie.

La structure du composé est confirmée par un spectre RMN (8
en ppm par rapport au TMS): 9.6 (m, 1H). 2.5 (m, 1H). 0.9 4 1.5
(m, 10H).

Le S-(+)-méthyl-2 pentanal obtent & un pouvoir rotatoire
(@) +31° (c =0.053, CHCL,) Litt® §-(+ )-méthyl-2 butanal, (a}¥
+33.5° (pur).
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